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1.1 [Latar Belakang Masalah

Kasus rabies di Indonesia masih tergolong tinggi dan bersifat endemik
(Simanjuntak -dan Surose, 1996). Program vaksinasi sampai saat ini masih belum dapat
merngatasi masalah, karena Indonesia masih menggunakan vaksin yang mengandung
virus rabies strain laboratorium (strain Pasteur). Rentangan waktu yang panjang dan
luasnya daerah geografik menyebabkan timbulnya evolusi virus, sehingga terdapat
periedaan susunan nukleotida genom antar virus rabies strain alam dan strain
lacdratorium (David ef al., 2000). Perbedaan inilah yang merupakan salah satu penyebab
kegdgalan diagnosis rabies di Indonesia, yang berkaitan dengan pengujian antibodi di
lapapgan. |

Pengujian antibodi rabies hasil wvaksinasi seringkali dievaluasi dengan
menggunakan kit ELISA yang sementara ini masih diimport. Harga kit yang terlalu
mahpl dan tidak efisien membuat pengujian menjadi tersendat. Alternatif lainnya adalah
penggunaan kit ELISA buatan dalam negeri, namun kit inipun banyak menimbulkan
masglah karena banyak terjadi false positif. Alasan yang paling kuat adalah belum adanya
usaha produsen untuk mencari tahu sampai seberapa jauh adanya kesamaan homologi
antara antigen yang digunakan dalam kit dan virus rabies yang ada di Indonesia, sehingga
padq anjing yang tidak divaksinpun seringkali menunjukkan hasil positif. Penggunaan
virug utuh sebagai antigen kit ELISA diagnostik juga tidak efektif karena antibodi yang
terbgntuk sebagian besar tertuju pada protein-N.

Seperti diketahui gen-N virus rabies memiliki arti penting dalam studi

epidemiologi molekuler. Meskipun tingkat homologi sikuen nukleotida gen-N virus




rabigs di dunia tergolong tingi (lebih dari 90%), tetapi untuk kondisi daerah geografik di

Indgnesia belum pemah dilaporkan. Dengan teknik PCR menggunakan primer spesifik,

gen

N dapat diamplifikasi, sehingga dapat ditentukan panjang nukleotidanya. Sementara

melplui teknik sikuensing susunan nukleotida gen-N dapat dirunut dan diketahui tingkat

honjologinya serta hubungan kekerabatan antar virus rabies berdasarkan daerah geografis

yan

b berbeda. Dari data tersebut nantinya juga dihubungkan dengan protein-N yang

disandinya. Protein-N virus rabies strain alam yang ada di Indonesia yang memiliki
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1.2

Tmaan tinggi akan dibakukarn sebagai kandidat antigen diagnostik.

Gen-N virus virus rabies memiliki panjang nukleotida sekitar 1350 bp yang
ptak pada nukleotida urutan ke 71-1423. Pada regio /eader RNA ujung 3’ didahului

tar 70 nukleotida dan pada ujung 5’ mengalami poliadenilasi dengan regio intergenik

pen%ek yang mengandung 2 nukleotida (Arai, 2001; Jayakumar, 2004). Gen-N relatif

il terhadap perubahan, tetapi evolusi dapat terjadi berdasar rentangan waktu dan

rah geografik (Tordo ef al., 1986).

Rumusan Masalah

Permasalahannya adalah:

1) Apakah terdapat perbedaan sikuen nukleotida gen-N virus rabies strain alam
di Inciohesia dengan strain laboratorium yang biasa digunakan sebagai bahan
kit diagnostik?

2). Sampai seberapa dekat tingkat homologi dan hubungan kekerabatan virus

rabies strain alam di Indonesia berdasarkan daerah geografik?




3). Apakah protein-N dari salah satu virus rabies strain alam dapat digunakan
sebagai kandidat kit diagnostik untuk pengujian antibodi dengan teknik
ELISA?

1.3 Tujuan Penélitian

1.3.1 Tujuan Umum

Memperoleh gambaran sikuen nukleotida virus rabies strain alam yang ada di

Indanesia yang menggambarkan kesamaan protein-N yang disandinya.

1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah :

1. Mengetahui homologi urutan sikuen nukleotida gen-N virus rabies stram alam dan
strain laboratorium yang ada di Indonesia.

. Mengetahui karakter protein-N virus rabies yag ada di Indonesia yang nantinya

1 O]

dapat dibakukan sebagai antigen diganostik.

3. Menguji imunogenitas protein-N pada teknik ELISA terhadap antibodi rabies.




BAB Il STUDI PUSTAKA

Rabies merupakan ensefalitis viral yang bersifat fatal, ditransmisikan dari hewan

ke hewan atau dani hewan ke manusia (zoonosis) melalui gigitan hewan gila. Rabies
, dap]t digolongkan sebagai penyak.it strategis, karena merugjkan dari segi ekonomi dan
kesqhatan masyarakat. Keberadaan rabies di Indonesia telah dilaporkan sejak tahun 1889
dan |saat ini telah tersebar Iuas di seluruh tanah air, kecuali 4 propinsi yang masih
dinyatakan bebas, yakni Bali, Nusa Tenggara Barat, Irian Jaya dan Maluku (Dharma
dkk.\ 2000). Pada tahun 2003 kepulauan Maluku tidak iagi bebas rabies.

Pada akhir tahun 1997, Pulau Floies (NTT) tertular Rabies akibat masuknya anjing
tertylar secara illegal dari Buton (Sulawesi Tenngara) dan sekarang telah menyebar ke
pulap-pulau sekitarnya. Hingga akhir Agustus 2000, sebanyak 2.784 orang digigit anjing

ters%ngka, sebanyak 85 crang di antaranya meninggal. Dikawatirkan penyakit dapat

menyeberang ke NTB (Dibia, 2000).

Rabie.s selain berbahaya bagi manusia, juga dapat menyerang hewan ternak (sapi,

kambing, domba, babi, kuda dan ayam), hewan piaraan (anjing, kucing dan kera) atau

hewqn liar (tikus, serigala, ajak, musang dan bison). Rabies ditularkan oleh gigitan
hewsdn (anjing) gila dan virus dapat disebarkan oleh vampir, beberapa jenis kelelawar dan

nyamuk (Modrow dan Falke, 1997). -

irus rabies yang tergolong virus ss-RNA dari famili Rhabdoviridae memiliki berat
mol (BM) 4,6x10° Da dengan panjang genom 12 kb, dan tersusun secara struktural
atas Jima daerah penyandi protein. Susunan genom tersebut adalah 5’-N-NS-M-G-L-3°,

di ana genom ini menyandi protein inti (N), protein non-struktural (NS), protein matrik




(M)] protein gliko (G), dan transkriptase (L). Protein-G dan M terletak pada amplop
virup, sedangkan protein N, NS dan L berada dalam nukleokapsid (Arai, 1996).

Di alam terdapat virus rabies strain alam (street virus) yang terbagi menjadi satu
gen¢tipe dan strain laboratorium (ﬁ.;ced virus) yang merupakan strain alan_l yang
diadaptasi dalam laboratorium. Susunan nukleotida dan sikuen asam amino antara strain
alam dan strain laboratorium memiliki kemiripan yang tinggi, yakni sekitar 91% untuk
tingkat nukleotida dan 95% untuk tingkat asam amino (Sadkowska-Todys, 2000).
Terdapat perbedaan virulensi virus, antara virus Alam dan virus Fiks. Virus Alam
lebih virulen dari pada virus Fiks. Virus Alam dapat bergerak secara transneuronal,
sehihgga mudah didapatkan di dalam air liur, dan membentuk Negri bodies yang dapat
digynakan sebagai acuan diagnosis melalui uji mikroskopis. Sebaliknya fixed virus tidak
menunjukkan kedua sifat tersebut (Kelly dan Strick, 2000; Lewis et al., 2000); Jackson et
al., 2000).

Sadkowska-Todys (2000) berhasil membedakan genotipe dan varian virus Rabies.
strain Alam berdasarkan urutan nukleotida dan asam amino penyusun fragmen virus
dengan teknik PCR. Strain Alam (genotipe 1) memiliki hubungan yang saﬁgat erat
dengan strain CVS (berasal dari strain Fiks). Strain Alam dan strain CVS memiliki

kemjripan sebesar 91% pada tingkat nukleotida dan 95 % pada tingkat asam amino.

Pada penelitian ini dilakukan analisis gen-N virus rabies strain alam untuk
mengetahui lokasi dan susunan nukleotida atau asam amino. Hasil analisis kemudian
dapgt dipetakan secara genetik sehingga dapat diketahui hubungan kekerabatan antar

viru rabies di Indonesia.




Seperti diketahui gen-N terdiri atas 1350 nukleotida dan bersifat homolog pada

setiap strain. Perbedaan nukleotida dapat terjadi karena pengaruh waktu dan daerah

geografik. Gen-N dapat didigesti dengan enzim Alul, Pvull, EcoRl, Sau3A, Hincll, dan

BamHI. Isolat Indian memiliki dua sisi pemotongan BamHI, tetapi isolat Asian hanya

men)

al., |

iliki satu sisi pemotongan atau tidak sama sekali (Tordo et al., 1986; Nadin-Davis et

994; Jayakumar et al., 2004). Berdasar hasil sikuen gen-N, diketahui bahwa isolat

Srilangka berada satu cluster dengan isolat India, tetapi tidak dengan isolat Cina,

Thaijand, Malaysia, Israel, Iran, Oman, Saudi Arabia, Rusia, Nepal, Pilipina dan Jepang

(arai

et al,, 2001).

Dari hasil studi pendahuluan tentang karakterisasi virus rabies dari daerah

Sulajvesi dan Nusa Tenggara yang diadaptasi pada sel neuroblastoma, terdapat

persgmaan pertumbuhan baik dalam menimbulkan CPE maupun titer virus (Suwarno,

2009). Sementara itu Rahmahani dkk (2004) dengan menggunakan antibodi monoklonal

dapat mengenali virus rabies baik yang berasal dari otak maupun air liur.




BAB 11l METODE PENELITIAN

3.1 J¢nis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif yang bersifat diskriptif. Secara

deskﬁptif bertujuan untuk mengetahui karakteristik molekuler protein dan fragmen gen-

N. Karakteristik molekuler diobservasi dengan melakukan preparasi protein virus rabies,

ampTiﬁkasi fragmen gen-N dan sekuensing nukleotida,

3.2 sampel Virus

posi

(]

Sampel penelitian berupa otak anjing terinfeksi virus rabies dan telah dinyatakan
if berdasarkan uji fluorescent antibody technique (FAT) dan mouse inoculation test

[). Sebagai kontrol negatif, digunakan otak anjing normal. Sampel diambil dari P.

Suldwesi, Nusa Tenggara, Sumatera dan Kalimantan, yang diperoleh melalui Balai

Pengs
Reg]

Sula

331

terin

dita

tlitian dan Penyidikan Veteriner (BPPV) Regional II (Bukit Tinggi Sumatera Barat),
onal V (Banjar Baru Kalimantan Selatan), dan Balai Besar Veteriner (Maros,

wesi Selatan).

solasi RNA Total
Isolasi RNA total menggunakan Trizol-LS (Invitrogen). Otak anjing
ffeksi/normal dibuat suspensi 20% dengan PBS. Sebanyak 250.ul gerusan otak

mbah dengan 750 pl Trizol-LS dan diaduk dengan pipet. Ke dalam campuran

kemludian ditambahkan 200 pl kloroform, difortex, inkubasi suhu ruang 5 menit dan

dise;

ptrifus 12.000° rpm selama 15 menit suhu 4°C. sebanyak 500 pl supernatan




dipindahkan ke tabung baru dan ditambah dengan 500 pl propanol-2, difortex. inkubasi 5
menjt suhu ruang dan disentrifus 12.000 rpm selama 10 menit suhu 4°C. supernatan
dibuhng secara perlahan dan pellet yang tertinggal kemudian ditambah dengan 1000 pl

ethapol 70%. dan disimpan pada —20°C.

3.4 Sintesis cDNA (RT-PCR)

Sintesis ¢cDNA dilakukan dengan menggunakan Ready fo go RT-PCR kit

(Amersham). RNA total hasil isolasi dikeringkan kemudian ditambah dengan nuclease
Jree| water (NFW). Sebanyak 10 pl RNA dipanaskan pada 95°C sel;r-na satu menit
dengan pendidihan. Bead RT-PCR ditambah dengan 5 ul larutan RNA, 2 pul (100 pmol)
primjer N1 atau N3, 43 pui NFW sehingga total volume 50 pl. Bead kemudian di-spindown
dan |dimasukkan mesin PCR Thermal cycles (Perkins Elmer) dengan denaturasi pada
94°C 5 menit dan diinkubasi dengan 42°C selama 90 menit. Proqu RT kemudiah
dimpsukkan ke dalam es dan disimpan pada —20°C _sémpax' digunakan (Fraser ef al., 1996;

Dawd et al., 2000).

35 i\mpliﬁkasi DNA (PCR)

Hasil sintesis ¢cDNA kemudian dilakukan amplifikasi DNA (PCR) dengan
merjggunakan Ready fo go PCR kit (Amersham). Bead PCR ditambah dengan 5 pl
produk RT-PCR, 2 ul primer (100 pmol) primer N5 atau N7, 2 ul primer N2, N4 atau N6,
16 gl NFW, sehingga total volume 25 pl. Bead kemudian di-spindown dan dimasukkan

" mesin PCR dengan denaturasi awal 94°C 5 menit dan diikuti dengan denaturasi 94°C




dipi

hdahkan ke tabung baru dan ditambah dengan 500 pl propanol-2. difortex. inkubasi 5

mewit suhu ruang dan disentrifus 12.000 rpm selama 10 menit suhu 4°C. supernatan

dibdang secara perlahan dan pellet yang tertinggal kemudian ditambah dengan 1000 ul

34

ethaLnoI 70% dan disimpan pada -20°C.

Sintesis cDNA (RT-FPCR)

Sintesis ¢cDNA dilakukan dengan menggunakan Ready to go RT-PCR kit

(Anjersham). RNA total hasil isolasi dikeringkan kemudian ditambah dengan nuclease

Jree

den;

water (NFW). Sebanyak 10 pul RNA dipanaskan pada 95°C selama satu menit

pan pendidihan. Bead RT-PCR ditambah dengan 5 pl larutan RNA, 2 ul (100 pmol)

primer N1 atau N3, 43 ul NFW sehingga total volume 50 pl. Bead kemudian di-spindown

dan

949«

dimasukkan mesin PCR Thermal cycles (Perkins Elmer) dengan denaturasi pada

C 5 menit dan diinkubasi dengan 42°C selama 90 menit. Produk RT kemudian

dimpsukkan ke dalam es dan disimpan pada —20°C sampai digunakan (Fraser et al., 1996,

Day

id et al., 2000).

335 kﬂmplifikasi DNA (PCR)

Hasil sintesis ¢cDNA kemudian dilakukan amplifikasi DNA (PCR) dengan

merngunakan Ready to go PCR kit (Amersham). Bead PCR ditambah dengan 5 ul

prohuk RT-PCR, 2 pl primer (100 pmol) primer NS atau N7, 2 ul primer N2, N4 atau N6,

16 pl NFW, sehingga total volume 25 pul. Bead kemudian di-spindown dan dimasukkan

mes

in PCR dengan denaturasi awal 94°C 5 menit dan diikuti dengan denaturasi 94°C




selaina 45 detik, anealing 45°C 45 detik, extention 72°C 90 detik dan extention akhir

72°¢

disi

3.6

elek
RN/
digy
kem
dida

198

sela]

3.71]

C 7 menit, sebanyak 40 siklus. Produk PCR kemudian dimasukkan ke dalam es dan

mpan pada —20°C sampai digunakan (Fraser et al., 1996; David et al., 2000).

Elektroforesis RNA / DNA

RNA total dan DNA produk PCR dilakukan analisis dengan agarose RNA/DNA
troforesis dengan konsentrasi akhir 1%. Untuk elektroforesis RNA digunakan marker
A dengan tetapan pengendapan 23S dan 26S, sedangkan sebagai marker DNA
nakan DNA dengan panjang 1 kb (kisaran 250-1600 bp). Agarose 1% dipanaskan
udian ditambah 0,4 pg/ml etidium bromid dan dicetak pada gel plate yang
lamnya diletakkan comb, selanjutnya dituangi dengan buffer TAE (Sambrook e a!.,

p). Sebanyak 5 ul RNA/DNA ditambah dengan 2 pl blue juice dimasukkan ke dalam

suwuran comb pada agar. Setelah itu power supply dinyalakan dengan kekuatan 100 V

ma 30 menit. Gel kemudian divisualisasi dengan UV transluminator.

Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen-N

Nama Sikuen nukleotida (5°—-3’) Posisi Sense
N3 GTAGGATGATATATGGG 1013-1029 +
N4 GAGTCACTCGAATATGTC 1402-1419 -
NS GAGAAAGAACTTCAAGA 1157-1173 +

Pemurnian DNA dari Larutan Produk PCR

Pemumian DNA dari larutan produk PCR dilakukan dengan gen clean kit

(Bingene). Sebanyak 300 pl larutan DNA ditambah dengan 400 pl spin glassmilk yang




tefah diletakkan dalam spin filter. Tabung diinkubasi pada suhu ruang 5 menit dan
ditampur tiap 1-2 menit, disentrifus 1 menit atau sampai likuid dapat dipindahkan dari
cdcthtube kemudian fiter dicuci dengan 500 pl larutan pencuci dan disentrifus 30 detik,
di;entrufus ulang 2 menit untuic mengeringkan pelet. Fi;ter kemudl;an dipindahkan ke
car:htube baru dan ditambah dengan 15 ul larutan elusi pada firter. Spin glassmilk
selanjutnya diresuspensi dengan cara memipet, disentrifus 30 detik untuk memindahkan
DNA eluat ke dalam catchtube baru. Spinfilter kemudian dibuang dan DNA dapat

digimpan sampai digunakan (Manual Biogene).

3.§ Pemurnian DNA dari TAE Agarose Gel

Teknik pemurnian DNA dari agarose gel hampir sama dengan dari larutan produk
PCR, hanya saja larutan DNA diganti dengan gel yang mengandung pita yang telah
difotong. Gel kemudian dipanaskan pada 55°C selama 5 menit untuk melelehkan gel.

Sel{anj utnya sama dengan teknik pemurnian DNA dari produk PCR (Manual Biogene).

3.9ASikuensing

Sikuensing dilakukan dengan awtomated sequencer ABI Prism 310 dengan
mepggunakan ready reaction kit (Applied Biosytems) dan big dye terminator kit
(Afplied Biosytems). DNA kering dengan konsentrasi 200 ng/ml ditambah 25 pl
teniplate suppressen reagent, diforteks, kemudian dipanaskan 95°C s;elama 5 menit dan
dimjasukkan ke dalam es. Sebanyak 30-90 ng DNA ditambah primer NS (ujung depan)

atay primer N4 (ujung belakang), 8 pl ready reaction mix schingga total volume

10




mericapai 20 pl. tabung kemudian di-spin down dan ditambah 30 pl mineral oil. Tabung

ke

dian di-running pada mesin sequencer dengan program 96°C 5 menit, 96°C 30

detik, 50°C 15 detik dan 40°C 4 detik sebanyak 25 siklus. Hasil sikuen kemudian di-

loading dalam mesin sequencer dan hasil dibaca melalui monitor dalam bentuk grafik

alo

3.10

(Sambrook et al., 1989).

Analisis Homologi

Analisis lomologi sikuen nukleotida dan hubungan kekerabatan dilakukan dengan

menggunakan software komputer dengan program geretyx mac ver. 8.0. Sebagai

pembanding digunkan sikuen nukleotida gen-N beberapa virus rabies strain alam dan

strai

3.11

kem

3.11

kem

dibe

h laboratorium dari GenBank.

Analisis Protein

Hasil biakan virus segar yang berasal dari kultur sel yang baru dipanen

dimeikan dan berikutnya dilakukan analisis protein dengan SDS-PAGE. Protein

hdian ditransfer pada kertas nitroselulose dan selanjutnya dilakukan western blot.

1 SDS-PAGE

Setelah larutan gel pemisah 12 % dimasukkan pada gel plate pada posisi vertikal,
idian di atasnya ditambahkan butanol sampai mengeras. Butanol kemudian dibuang,

rsihkan dengan PBS dan dikeringkan dengan kertas Whatman. Proses selanjutnya

adalgh penambahan stacking gel dan setelah itu dimasukkan comb dan ditunggu sampai

11




bequl-betul set. Comb kemudian diambil dan dicuci dengan aquades untuk selanjutnya

ditieri bufer.

Sampel yang sudah dicampur dengan bufer lisis /I dipanaskan 42 °C, kemudian
10 jul sampel dimasukkan ke lubang. Power supply dinyalakan dengan kekuatan 30 mA
selama S jam dan jika gel sudah sampai ke bawah kemudian dimatikan. Plate dibuka dan

digishkan, selanjutnya dicuci dengan bufer.

Protein gel kemudian ditransfer ke kertas nitroselulose (PVDF) dengan cara
memotong kertes Whatman dan PVDF sesuai dengan besarnya gel. Kertas PVDF
diipkubasi pada anode bufer II, kemudian disusun 6 sheet kertas absorben dari bufer I, 3
shdet dari bufer II, PVDF dan polyacrylamid dan 6 sheet pada katode bufer. Selanjutnya
dibjeri aliran listrik 0,8 mA/cm2 dari gel. Setelah protein ditransfer, PVDF dicuci dengan
aqyades dan larutan TBS, untuk kemudian, untuk kemudian di-b/otting. nitroselulose dan

selanjutnya dilakukan western blotting.

3.111.2 Western Blot

Membran PVDF blot diblok dengan 1 % BSA kemudian dicuci dengan larutan
TBS dua kali. Direaksikan dengan antibodi poliklonal anti-rabies dan sebagai kontrol
dirgaksikan dengan serum anjing normal. PVDF diinkubasi pada suhu ruang, dicuci
dengan larutan TBS tiga kali, kemudian ditambahkan konjugat anti-dog yang dilabel
engim alkalin fosfatase dan diberi substrat 4-NPP , serta diwarnai dengan western blue.
Akhimya dikeringkan di udara pada suhu ruang. Dari hasil ini kemudian ditentukan

prqtein spesifik dan dihitung berat molekul protein,

12
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Data yang diperoleh kemudian dianalisis berdasarkan panjang amplicon untuk
anjpilfikasi DNA, berat molekul untuk protein dan nilai optical density untuk uji

impinogenitas.

13




BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Amplifikasi Gen-N

Amplifikasi fragmen gen N pada PCR menggunakan primer RN-3 dan RN-4

menghasilkan amplicon dengan panjang 406 bp. Penggunaan primer in dapat

menpamplifikasi fragmen gen-N pad nukleotida urutan ke-1013-1419. Hasil ini

menpinjukkan, bahwa primer yang digunakan untuk amplifikasi cocok dengan fragmen

gen-N virus rabies yang ada di Indonesia. Gambar 4.1 menunjukkan amplicon hasil

amp

Gan

POsis

ifikasi fragmen gen-N.

nbar 4.1. Hasil amplifikasi gen-N virus rabies dari beberapa daerah di Indonesia.
Kolom 1-2 Isolat Kalimantan , 3-4 Isolat Sulawesi, 5 Marker DNA, 679
Isolat Sumatera, 8-9 Isolat NTT. Amplikon yang teramplifikasi 406 bp.

Pada penelitian ini urutan nukleotida dari hasil sekunsing fragmen gen-N pada

i nt 1261-1420 (160 nukleotida) antar strain alam dari berbagai daerah geografik di
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Incionesia dan antar strain laboratorium (fixed), tidak banyak mengalami perubahan,

ked

uali strain CVS yang lebih variatif. Suatu hal menarik adalah adanya hubungan

keHerabatan antara virus rabies yang berasal dari Sulawesi dan Nusa Tenggara Timur.

Bei

dasarkan hasil sekuens nukleotida pada posisi nt 1295-1300 yang tersusun atas basa

COCCCC, menunjukkan bahwa strain alam asal Sulawesi dan asal Nusa Tenggara

Tirur berasal dari satu daerah yang sama. Seperti diketahui bahwa sebelum tahun 1997,

Nupa Tenggara Timur merupakan propinsi bebas rabies dan baru pada pada tahun

1997/1998 dinyatakan sebagai daerah endemik rabies. Ada dugaan kuat, bahwa kejadian

cne

emik rabies di Nusa Tenggara Timur akibat masuknya anjing piaraan yang dibawa

pedagang dari Pulau Buton Sulawesi Tenggara ke Larantuka Kabupaten Flores Timur

(Akoso, 1998; Dibia, 2000).

Pada Tabel 4.1 disajikan data mengenai tingkat homologi virus rabies strain alam

asal Indonesia dibandingkan virus rabies standart dari GenBank, berdasarkan sekuen

N

nukleutida gen-N. Pada penelitian ini tingkat homologi virus didasarkan atas sekuen gen-

ada posisi nukleotida 1201-1440 fidl length genom virus rabies. Berdasarkan sekuen

nukleotida pada posisi tersebut, tingkat homologi gen-N virus rabies strain alam asal

Su

wesi berkisar antara 81,7-96,8%, Nusa tenggara 79,7%, Kalimantan antara 85,8-

92,0%, Sumatera 92,0-95,6%, strain fixed 98,2% dan strain CVS 74,3%.

Smith er al. (1992) mengamplifikasi gen-N virus rabies dan menganalisis

rmen nukleotida sepanjang 200 bp. Sekuens nukleotida-sepanjang 200 bp pada daerah

ini merupakan daerah conserved dan membedakan isolat Asia, Afrika, Eropa dan Amerika

mehjadi grup genetik secara unik. Isolat yang berasal dari anjing pada kasus kejadian di

Jawa dan dari manusia pada kasus di Jakarta tahun 1989, memiliki kesamaan nukleotida
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besar 99%. Isolat Indonesia masuk ke dalam grup VB, satu grup dengan isolat Cina.
mentara isolat Thailand masuk ke dalam grup VA. Antara isolat Indonesia dan Cina,
gkat homologi sekuen nukleotida mencapai 95%, sedangkan dengan isolat Thailand

gkat homologinya hanya mencapai 90%.

Tébel 4.1 Tingkat Homologi Sekuens Nukleotida Gen-N Virus Rabies Strain Alam

Indonesia terhadap Virus Rabies Strain Pasteur

Asal Virus Kode Gen-N (%)
Sylawesi D-65 96,8
F-63 81,7
J-27 89,2
Nysa Tenggara K-24 79,7
L-135 79,7
N-138 79,7
Kalimantan 43 92,0
119 85,8
124 92,0
Sumatera 3 - 95,5
7 95,6
9 92,0
Ldboratorium** Fixed 98,2
CVs 74,3

s€

58

.£ Karakteristik protein virus rabies

Seperti terlihat pada Gambar 4.2 dari hasil preparasi protein, tampak bahwa
mua strain menunjukkan adanya protein-G, N dan L serta beberapa isolat dengan
ptein-M. Berdasarkan hasil pengujian berat molekul protein-N berkisar antara 56,2-

,2 kDa. Protein-N virus rabies dengan jumlah sekitar 450 asam amino disandi oleh
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N yang terletak pada posisi nt 71-1423 dari seluruh genom - virus rabies. Pada

penl:litian ini BM protein-N virus rabies, baik strain alam (asal Sulawesi, Nusa Tenggara,

mantan dan Sumatera) maupun strain laboratorium (fixed dan CVS), yang dihitung

berdasarkan pengukuran 'protein pada SDS-PAGE, adalah sebesar 56,2-58,2 kDa. Secara

fologi tidak ada perbedaan gambaran BM, baik di antara strain alam itu sendiri atau

antz?ra strain alam dengan strain laboratorium. Beberapa peneliti mendapatkan BM

profein N sebesar 62 kDa (Madore dan England, 1977); 55 kDa (WHO, 1992); 57 kDa

(To#do, 1996); 50,7 kDa (Mavrakis ef al., 2003).

Protein-N mempunyai peran penting membentuk struktur mayor dalam proses

enkipsidasi . genom RNA. Protein-N juga terlibat pada proses perpindahan antara

trarjskripsi dan replikasi. Replikasi tidak akan terjadi tanpa adanya protein-N dalam

junjlah cukup selama proses enkapsidasi pertumbuhan RNA template. Protein-N

mepgalami fosforilasi pada asam amino 389. Mutasi asam amino serin (S) menjadi alanin

(A}

glisin (G), asam aspartat (D), asparagin (N}, asam glutamat (E) dan glutamin (Q),

baik pada mini genom atau full-length genom virus memberikan pengaruh terhadap

proses transkripsi maupun replikasi (Tordo, 1996; Wu, 2002).

Setelah dilakukan SDS-PAGE, maka untuk karakterisasi dilanjutkan dengan

wejtern blot. Hasil karakterisasi protein dengan Western blot dapat dilihat pada Gambar

Gambar 4.3 menunjukkan hasil karakterisasi protein virus rabies dengan teknik

We

tern blot. Protein kemudian direaksikan dengan antibodi anti-rabies (poliklonal) dan

konjugat goar-antirabbit serta divisualisasikan dengan pewarnaan Western blue

(BCIP/NBT).
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56,2 kDa

Ganlbar 4.2 Hasil karakterisasi protein virus rabies dengan SDS-PAGE

Gamt

menggunakan pewarnaan cooinasie brillian blue, kolom 1, Isolat asal
Sulawesi; 2-3, Isolat asal NTT 4, Isolat asal Kalimantan; 5, Isolat asal
Sumatera; 6-7, strain labortatorium (fixed).

[
T
!
-
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ar 4.3 Hasil karakterisasi protein virus rabies dengan Western-Blot
menggunakan pewarnaan fast red; kolom 1, Isolat asal NTT; 2 dan 4, asal
Sumatera; 3 marker Rainbow BioRad; 5-6 Isolat Sulawesi; 7-8, Isolat
Kalimantan.
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4.3 Pengujian Imunogencsitas Protein Virus Rabies

alam

Pengujian imunogenesitas protein pada penelitian ini digunakan virus rabies strain

yang memiliki rata-rata nilai OD tertinggi pada masing-masing kelompok daerah

dari [semua tingkatan pasase. Sementara pada strain laboratorium hanya digunakan strain

fixed untuk pengujian, sedangkan strain CVS tidak digunakan karena strain ini hanya

di

NUJF

akan untuk challenge pada hewan percobaan.
Hasil pengujian imunogenesitas protein-N virus rabies strain alam (Sulawesi,

Tenggara, Kalimantan dan Sumatera) dan strain laboratorium (fixed) pada mencit,

masjng-masing dengan dosis 20 pg/ekor pada pengamatan selama 2, 4, 6 dan 8 minggu

pasda imunisasi pertama dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Ta Iﬂe

14.2 Nilai Optical Density Data Hasil Pengujian Imunogenesitas Protein-N
Virus Rabies dengan indirect-ELISA

Waktu pengamatan (min
Asal virus peng (minggu) Rata-rata
2 4 6 8
Suldwesi 0258 | 0259 | 0338 | 0,428 0,321
Nusr Tenggara 0220 | 0251 | 0351 | 0418 0,310
Kal)fnantah 0222 | 0282 | 0346 | 0431 0,320
Sunratera 0224 | 0216 | 0281 | 0305 0,257
Fw{d 0266 | 0332 | 0399 | 0,486 0,371
Kortrol 0,147 | 0,120 | 0,139 | 0,151 0,139
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Hasil pengujian antibodi dengn is-ELISA dapat dikatakan bahwa protein-N virus

rabi¢s memiliki imunogenesitas dan antigenesitas yang tinggi. Imunogenesitas protein-N

straip alam asal Sulawesi hampir menyamai imunogenesitas protein-N strain fixed yang

selama ini banyak dlgunakan sebagal vaksin. Dari hasil penelman ini dapat dikatakan

l

bahwa protein-N virus rabies asal Sulawesi dapat dijadikan sebagax kandidat vaksin

subunit atau rekombinan.

imun

RN

Dietzschold et al. (1987) yang menggunakan protein ribonukleo (RN) untuk

isasi pada mencit dengan dosis 10 pg/ekor, menunjukkan peranan respon imun sefuler

terthap imunogenesitas protein-N. Mencit atau raccoon yang diimunisasi dengan protein

resisten terhadap uji tantang virus rabies strain homolog atau heterolog. Perrin et al.

(1991) dengan menggunakan protein RN virus rabies strain Pasteur, European bat

Lyssgvirus (EBL) dan virus Mokola (Mok) melakukan imunisasi untuk manusia. Masing-

masipg kelompok menunjukkan reaksi positif sebesar 50, 25 dan 35 %. Tidak ada korelasi

antara antibodi netralisasi dengan IL-2, tefapi terdapat reaksi silang di antara virus rabies

dengpn virus yang mempunyai hubungan dengan virus rabies. Hasil ini sekaligus

menqmjukkan protein-RN mampu mengaktivasi sel T helper untuk menghasilkan IL-2.

Prodpiksi IL-2 dihubungkan dengan peranan cellular mediated immunity (CMI) dan sel T

merr+ori.
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BAB 5 KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tentang karakterisasi molekuler protein dan gen
*penyandi nukleoprotein dan glikoprotein virus rabies strain alam asal Indonesia, maka

dapat disimpulkan:

1) Amplifikasi fragmen gen-N menghasilkan produk PCR dengan panjang
406 bp. Tidak didapatkan adanya perbedaan panjang nukleotida pada daerah
amplifikasi yang sama.

2) Berat molekul protein-N virus rabies strain alam berkisar antara 56,2-58,2
kDa, semuanya bereaksi spesifik terhadap antibodi anti-rabies.

3) Imunogenesitas protein-N virus rabies sangat bervariasi, berbeda menurut asal
daerah geografik dan waktu pengamatan.

4) Tingkat homologi gen-N virus rabies strain alam terhadap virus referen
berkisar antara 79,7-96,8 %. Ditemukan adanya perubahan nukleotida berupa

mutasi titik fragmen gen-N ‘pada daerah yang diamplifikasi.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian tentang karakterisasi molekuler protein dan gen
penyfndi nukleoprotein dan glikoprotein virus rabies strain alam isolat Indonesia, maka

dapaq disarankan:

St

) Mengingat banyaknya variasi homologi dan adanya perubahan sekuens nukleotida
fragmen gen-N virus rabies strain alam asal Indonesia dengan virus referen, maka

dalam amplifikasi genom virus rabies strain alam perlu didesain suatu primer

21




spesifik agar dapat digunakan untuk melacak genom virus secara keseluruhan

sesuai daerah geografiknya.

2) Mengingat imunogenesitas dan antigenesitas protein-N virus rabies strain alam

" asal Indonesia cukup-tinggi, maka di antara strain alam tersebut, Virus rabies asal
Sulawesi dapat dijadikan sebagai kandidat vaksin subunit atau rekombinan untuk

pencegahan rabies di Indonesia.
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