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IUNGKASAN 

[SOLAS[ DAN KARAKTERISAS[ PROTEIN E VIRUS DENGUE ISOLAT 
SURABAYA SEBAGAr BAHAN orAGNOSTlK (Suwamo, Fedik A. Rantam dan 
Yoes Prijatna Dachlan, 23 halaman). 

Beberapa uji serologik terhadap infeksi virus Dengue mempunyai sensitititas 

yang retatif rendah. Hal ini disebabkan ketidakspcsifikkan antigen yang digunakan, 

sehingga menghasilkan nilai diagnosis yang kurang tepat. 

Penelitian ini b!o:J"tujuan untuk mengetahui karakter dan mendapatkan protein 

E dari virus Dengue isolat Surabaya sebagai bahan diagnostik. 

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap, yakni anal isis , karakterisasi dan 

isolasi protein E. Anlllisis protein unluk mengetllhui bernt molckul protein E 

dilakukan dengan teknik SDS-PAGE, sedangkan karakterisasi protein dilakukan 

dengan tcknik Western Blot menggunakan antibodi poliklonal kelinci anti-oen-3. 

Protein E dari gel elcktroCoresis kemudian diisolasi dan hasilnya diuji kembali 

dengan SoS-PAGE. 

Hasil p!o:nelitian mcnunjukkan, protein E VIruS Dengue isolat Surabaya 

memiliki bemt molekul sekitar 52 koa dan merupakan protein antigenik yang dapat 

bereaksi spesifik terhadap antibodi poliklonal kdinci anti-Den-3. 

Berdasarkan basil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa dengan teknik SDS-

PAGE dapat dih:tahui berat molekul dari protein E Virus Dengue isolat Surabaya. 

Pada Western Blot dapat dikarakterisasi bahwa protein E adalah protein antigenik. 

(Lcmbaga Penclitian, Tropical' Disease Center, Universitas Airlangga. Kontrak 
Nomer: 19/P2IPD/oPPMIVI/99). 
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SUMMARY 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF E PROTEIN OF DENGUE 
VIRUS SURABAYA ISOLATE FOR DfAGNOSTIC MATF.RIAI,s (Suwarno, 
Fedik A. Rantam dan Yoes Prijatna Dachlan, 23 pages) 

The sensitivity of several of serologic tests to Dengue virus infections was 

respectively low. Due to the non specificity of antigen resulting incorrect diagnosis. 

The aims of this research is to isolate and characterize E prutein of Dengue 

virus Surabaya isolate therefore can be used as diagnostic material. 

This research is divided in to three periods: isolation, characterization and 

analysis of E protein was performed by SDS-PAGE techque, while characterization 

of this protein was pcrfonned by Western Blot technique using rabbit anti Den-3 

polyclinal antibody. E protein from gel electrophoresis was then isolated rechecked 

by SDS-PAGE. 

The result showed that molecular weight of E protein of Den!,'Ue virus 

Surabaya isolate was 52 kDa and it was antigenic protein which reacted specifically 

to rabbit anti Den-3 polyclonal antibody. 

Based on this result can be concluded that by SDS-PAGE technique E protein 

virus Dengue Surabaya isolate was antigenic protein with molecular weight 52 kDa. 

(Research Institution, Faculty 0(' Veterinary Medicine Airlangga 
University, Number of contract: No.19/P21PDIDPPNIVI1l999). 
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KATA PENGANTAR 

Teknik ek:ktmCmesis I.h.:ngan I1lcnggunakan SDS·Pt\GE saal ini banyak 

digunakan untuk mel11isahkan protein dari suatu bahan. di mana kamkter dari suatu 

protein dapat diketnJllIi berdasarkan berat tIlolekulnya. Dari berbagai protein yang 

sudah berhasil dipreparasi. kemudian dapat diisolasi protein yang diinginkan untuk 

selanjutnya dikarakterisasi dengan menggunakan antibodi spesifik. Proses karakteri· 

sasi protein dengan immllflob/ottillg (Westem Blot) sangat bermanfaat untuk 

mengevaJuasi reaksi antigen antibodi yang tidak dapat dilaksanakan pada media gel. 

Penelitian ini dilakukan untuk isolasi dan karakterisasi protein E (envelope) 

dari virus Dengue isolat Surabaya dalam upaya pembuatan bahan diagnostik untuk 

Dengue f{aemorrhagic Fever (DHF). Dcngan tcknik SDS·PAGE yang dilanjutkan 

dengan Wt'slern BIOI, ukhirnya dapat dikt:tuhlli kurakter dari protein E tersebllt. 

Penulis mengucapkan banyak terima kasih kepada Pimpinan Proyek Pengka· 

jian dan Penelitian Ilmu Pengetahuan TerapanlDP3M Ditjen Dikti Depdikbud. Rektor 

Univcrsitas Airlangga. Ketua Lembaga Pt:nelitian Unair. Ketua Tmpical Disease 

Centt:r Unair dun semon pihak yung secara lungsong ataupun tidak langsung turu! 

mcmbantu dalam kcgiatan pcnclian ini dari awal hingga tcrsclcsainya laporan ini. 

Akhirnya semoga penelitian ini dapat bermanfaat bagi yang membutuhkan 

informasi yang bcrkaitan den!,'Un teknik isolasi dan karaktcrisasi protein E dari virus 

Dengue. Telltu penulisan ini masih banyak kekumngannya, untuk itll Penulis 

mcngharap kritik dan saran dcmi kcscmpurnaannya. 

IV 

Surabaya. Dcscmbcr 1999 

Penulis 
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BAB I 
PENDAHULUAN 

1.1 Llltar Belaknng Penelitian 

Infeksi virus Dengue masih merupakan suatu masalah penting di 

daerah tropis, khususnya Indonesia. Oi beberapa daerah tropis dan subtropis 

penyakit ini bersifat cndcmis atau epidemis. Penyakit ini pad a awalnya 

banyak menyerang anak-anak di daerah urbaN (perkotaan), tetapi belaka-

ngan ini ada kecenderungan menyerang orang dewasa dan menyebar ke 

daerah rural (pedcsaan). 

Infeksi oleh virus Dengue dapat mengakibatkan manifestasi klinis 

yang sangat beragam, mulai yang bersifat asimtomatik, Ufld~flerefl'i(/'ed 

Fever., Dengue Fever (OF), Dengue Haemorrhagic.: Fever (OHF) dan dapat 

berlanjut menjadi Dengue Siwek Syndrome (OSS). Penegakan diagnosis 

berdasarkan kriteria WHO agak sulit diterapkan, karena beragamnya gejala 

klinik dan dari hasil pemeriksaan laboratorium seringkali luput dari 

pengawasan (Soegijanto, 199&). 

Kriteria tersebut seyogyanya harus ditunjang dcngan pemeriksaan 

serologik. Saat ini bcbcrapa uji serologik mempllnyai sensitifitas yang 

rendah. Salah salu sebabnya adalah ketidakspesifikan antigen yang 

digunakan di dalam tnendetcksi antibodi. Penggullaan virus utuh lIntllk 

mendeteksi antibodi tidaklah spesifik, karena antibodi yang terbentllk 

sangat bergam dan mcmpllnyai spesifikasi yang bcrbeda-bedu tcrhudap 

kompOllcn virus. 

1 
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Virus Dengue yang termasuk genus Flavivirus dan famili Flaviviridae 

dapat dibedakan menjadi empat serotipe, yakni Den-I, Den-2, Den-3 dan 

Den-4. Virus Dengue memiliki tiga jenis protein struktural, yakni envelope 

(E), premembran (prM) dan core (C), serta tujuh protein non-strukturaI 

(NS I, NS2A, NS28, NS3, NS4A, NS48 dan NS5). Di antara protein 

struktural, protein E merupakan protein terpenting di dalam menimbulkan 

respons imun. Protein E yang lerlelak pada pada amplop virus, memiliki 

fungsi biologik penting, antara lain sebagai pengikat reseptor, fusi membran 

dan hemagllltinin. Protein E juga merupakan protein imllnogenik yang 

mampu memicu pembentukan antibodi spesifik (Sittisombut, 1994; Tung el 

aI., 1995). 

Ketika terjadi infeksi scI, protein E terikat secara langsung pada 

permukaan membran fagosit mononuklear melalui protein yang belum 

terkarakterisasi. Proses fusi dapat berlangsung antara virion dengan 

liposom membran atau membran plasma atas prakarsa protein E melalui 

reseplor mediated enducytosis (RME). Setelah proses fusi berlangsung, 

terjadilah pdepasan sdubung nllkkokapsid (ul/coating) dun translasi genom 

dari RNA) (Rantam, 1998). 

Selama terjadi proses fusi, tubun dapat membentuk respon Imun 

dengan pembentukan antibodi netralisasi terhadap protein E, baik pada 

mencill11aupun manusia. Pada hari keempal pasca imunisasi dengan protein 

E, antibodi yang terbentuk dapat melindungi meneit dari lethal challenge 

dengan virus Dengue-2 (Konishi et af., 1999). 
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Dcngan ml!lakukan isolasi dan anal isis tcrhadap protein E yang 

lIlempullyai kemampuall antigenik tinggi, terutama ikatal111ya terhadap 

antibodi pada penderita dengan infeksi dini, merupakan dasar dari 

penelilian ini. Mengingat adanya empat serotipe yang berbeda, di mana 

struktur antigenik protein E pada keempat serotipe memiliki tingkat 

homologi yang tinggi, tnaka dengan isolasi dan karakterisasi protein E akan 

didapatkan bahan dasar sebagai komponen diagnostik yang dapat mengenali 

antibodi penderita dari semua serotipe. Dengan dcmikinn protein E dapat 

digllnakan sebagai komponcn diagnostik. khllslIsnya tcrhadap aplikasi 

dengan uj i ELISA, baik untuk deteksi antibodi pad a illfeksi primer maupun 

sekunder. 

2.2 Rumusan Masalah 

I) Apakah protein E virus Dengue isolat Surabaya dapat diketahui be rat 

molekulnya dcngan teknik SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate­

polyacrylammid gel electrophoresis)? 

2) Apakah protein E virus Dengue isolat Surabya merupakan protein 

antigellik jika direaksikan dengan antibodi spesifik pacta Western 

Riot? 
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BAli (( 
.TJNJAUAN PlTSTAKA 

2.1 Dengue Haemorrflagic Fever 

Di Indonesia DFIOHF pertama kali dilaporkan pada tahun 1968 

(Surabaya dan Jakarta) dcngan case fatality rate (CFR) 41,5%. Pad a tanun 

1997 DFIOHF telan menyerang semua propinsi (27 propinsi) di Indonesia. 

Selama 5 tahun terakhir (1994-1998) kasus kejadian DHF cenderung 

meningkat, meskipun angka CFR berhasil ditllrunkan dari 2,5% pad a tahun 

1994 menjadi 2% pada tah.un 1998 (Kuntarjanto, 1998; Suroso, 1999). 

Akibat penting int'eksi virus Dengue akan menimbulkan dua mncnm 

pcnyakit, yaitu DF at,lU DHF. Kcdua bentuk penyakit ini dibedakan dengan 

adanya peningkatan permcabilitas dinding pembuluh darah yang 

mengakibatkan kebocoran plasma ke kompartemen ekstravaskuler. 

Akibatnya akan terjadi penurunan volume plasma intravaskuler dan 

menurunnya tekanall darah (hipotensi). Apabila terjadi kebocoran yang 

hebat dapa! terjadi shock hiplJvo/emic (DSS), yang apabi\a tidak segera 

diatasi dapat mengakibatkan anoksia jaringan, asidosis metabolik dan 

kematian (Soegijanto, 1998). 

2.2 Virus Dengue 

Virus Dengue terdiri dari empat serotipe yang secara antigenik 

berbeda. Infcksi dcngan salah salu scrotipe hanya akan memberi kekcbalan 

seumur hidup untuk serotipe tersebut, tetapi tidak memberikan kekebalan 

silang (cross-protective immunity) total utltllk scrotipc laitlnya (hanya 

4 
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memberikan kekebalan partial yang bersifat sementara), schingga oi daerah 

endemis Dengue, seseorang dapat terinfeksi dengan keempat serotipe 

tersebut. Tiap-tiap serotipe dapat terdiri dari beberpa strain yang berbeda­

beda sifatnya. htfeksi pertama kali (primary infection) dengan salah salu 

serotipe akan menimbulkan sindroma net/glle Fever, sedangkan infcksi 

kedua (secondary injection) uengan serotipe yang \ainnya (heterotypic 

serotype) akan menimbulkan sindroma DHF atau DSS (Soewondo, 1998). 

Semua serotipc Virus Dengue dapat ditemukan di Indonesia. Virus 

Dengue-3 paling sering menimbulkan wabah di bebempa daerah, diikuti 

Dengue-2, Dengue-l dan Dengue-4. Virus Dengue-3 juga merupakan 

serotipe yang paling bcrtanggung jawab tcrhadap bcbcrapa kasus DHF 

diikuti oleh Dengue-2 (Suroso, 1999). 

2.3 Vektor 

Menurut Suroso (1990) scbagai vektor DHF adalah nyamuk Aedes, 

terutama A. aegypti. Nyamuk ini hidup di dalam dan di sekitar rumah dan 

mempunyai kebiasaan menggigit pada siang hari. Vektor lain adalah 

A. albopictus dan A. sClItellaris. Virus Dengue yang terhisap nyamuk akan 

mcngadakan replikasi di dalam tubuh nyamuk sclama 7-14 hari (extrinsic 

incuhatio/l period) sebelum dapat ditularkan kepada manusia. 

2.4 Patogenesis 

Patogcnesis DHF/DSS merupakan proses imunopatologik. Ada cmpat 

teori mengenai DHF/DSS yaitu, the secondary heterologous injection, the 
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virus virulence, the virus-alltibody complex d.", the immune ellhancemellt 

(Soewondo. 1998). 

Menurut teori pertama, kejadian DHF akan muncul apabila seseorang 

lelah lerinfeksi virus Dengue unluk pertama kali, kemudian mendapalkan 

infeksi kedua dengan serotipe lain dalam waktu 6 bulan sampai 5 tahun. 

Berbeda dengan teori pertama, maka teori kedua menyatakan ba!l\va kasus 

DHF dapat timbul apabila seseorang terinfeksi pertama kali· dengan strain 

serotipe yang pating ganas. Teori ketiga menerangkan adanya reaksi 

kompleks antigen-antibodi. Adanya virus-antibody camp/ex yang terbentuk 

akan mengaktifkan komplemen, yang kemudian akan mengeluarkan bahan 

mediator C3a dan C5a anafilatoksin yang mempunyai efek farmak%gis 

eepat dan pendek. Bahan ini bersifat vasoaktif dan prokoagulan, sehingga 

menimbulkall kebocoran plasma dan perdarahan. Teori keempat merupakan 

kelanjutan dad teori ketiga. di mana adanya virus-alllibo(~y complex akan 

menaneap pada Fe reseptor pada permukaan monositimakrofag. yang 

merupakan target dari Virus Dengue. Akibat proses ini. maka 

monosit/makrofag akan melepaskan bahan mediator (monokin) yang 

memiliki sifat vasoaktif atuu prokoagulan. sehingga akan mengakibatkan 

keboeoran plasma dan perdarahan (Soewondo, 1998; Soegijanto, 1998). 

Menurut Kurane et al. (1994) timbulnya DHFIDSS justru dipieu oleh 

sel T sitotoksik CD4+ dan CD8+. Adanya virus Dengue yang menginfeksi 

monosi t akan merangsang sel T si totoksik untuk menghasilkan interferon 

gamma (IFNy ), interleukin-dua ([L-2) dan limfokin lainnya. Interferon 

gamma akan meningkatkan alltihody dependellt entrancement (ADE) mclalui 
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reseptor Fe pada monosit, sekaligus memuneulbn molekul MHC I dan II. 

Akibatnya monos it akan dilisiskan oleh sci T silotoksik CD4+ dan CD8+ 

dan dilepaskan berbagai monokin. Pada kasus DHFfDSS dapat ditunjukkan 

bahwa level soluble fL-2 receptor (slL-2R) dan soluble CD4 (sCD4) dalam 

darah lebih tinggi daripada kasus DF, sedangkan sCD8 hanya ditemukan 

pada penderita DHF/DSS (Gambar 2.1). 

""",..,J.oo"".rv"",_IL.2 __ EndotheGa! 
olhet cetls 

Iymphokines ~ 
Plasma 
leakage 

+ 
Shock 

~ 
. -" 0" ,,"~Cyloldnes-

T •••• •••• ~r.s.'! •• ::: ~DY 0 (eg. !L.I, T~ 
CDS J..Io " icaI-t;;v' "'@) ~ Chem Hemostatic 

\:::I Mediators system 
DY (eg. PAFJ + . 

~ t ~ Compte~ent. Hemorrhage 
ov (oV) Activation 

Antibody·dependent-- y y 
enhancement Denoue Virus. 

Antibody Complex 

Gambar 2.1 Mckanisme Ilatogenesis Virus Dengue. 
Sumber: Kuranc et al. (1994). 
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2.5 Diagnosis 

Diagnosis terhadap DHF menurut kriteria WHO dapat ditentukan 

berdasarkan gejala klinik dan pemeriksaan laboratorium. Penegakan 

diagnosis dapat dilakukan dengan uji serologik ataupun pemeriksaan 

virologik. Uji seroJogik yang sering diJakukan antara lain adalah, UJI 

hambatan hemaglutinasi, uj i netralisasi, uji fiksasi komplemen, uji 

hemadsorpsi imunosorben, uji RIA, uji EUSA anti Dengue Ig M, uji Dengue 

[3\0t. Untuk deteksi antigen, saat ini banyak digunakan teknik peR 

(Polymerase Chain Reaction) dan hibl'idisasi asam inti (Sankawibha, 1994; 

Maneekarn, 1994). 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN ISOLASI DAN KARAKTERISASI ... SUWARNO



nAn III 
TlI.JlIAN nAN MANFAAT PENELlTIAN 

3.1 TOjuan Pcnclitian 

3.1.1 Tujuan umum 

Penclitian ini sccara umum bertujuan mengkarakterisasi protein E 

sebagai koponen bioaktif yang dapat dibakukan guna pembuatan kit 

diagnostik, utamanya kespesifikannya di dalam mengikat antibodi pendcrita. 

3.1.2 Tujuan khusus 

1) Mengetahui berat motekul protein E virus Dengue isolat Surabaya 

dengan teknik SDS-PAGE. 

2) Mengetahui antigenitas protein E dari virus Dengue isolat Surabaya 

jika direaksikan dengan anbodi spesifik pada Western Blot .. 

3.2 Manfaat l)cnclitian 

Penelitian ini diharapkan dapat melengkapi temuan ilmiah dalam 

pcngembangan sarana diagnosis dengan menggunakan protein E sebagai 

antigen. Protein E ini nantinya dapat dimanfaatkan untuk mendeteksi 

antibodi penderita pacta infeksi dini, baik pada infdsi primer maupun 

sekunder dari kasus DFIDHF/DSS. 
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HAUl\, 
METOnE I'ENELITIAN 

4.1 Wllktu dan TCIIII,ut l'cllelilian 

Pl!l\l!lilian illi bl!rlallgsullg sdama 5 bulan. dari bulan Juli sampai 

dengan Dcsember 1999. bertcmpat di Lab. Dengue Tropical Disease Center, 

Universitas Airlangga. 

4.2 Unit Analisis 

Unit analisis dalum pl!nditian ini adalah virus Dengue serotipc-3 

hasil isolat Laboratorium O.;ngu.; TDC Unair, yang bcrasal dari pcndcrita di 

RSUD Dr. Soetomu Surab"ya. VilUS llii telah Jilumbuhkall pada scI 

li:lI.JIlo!aYI;!' buby hwrlsler kidney (BHK). Sd BHK yang tdah diinfeksi virus 

Dengue dalam selang waktu tertentu kemudian ditisiskan untuk 

karakterisasi protein virus. 

4.3 Virus dan Sel 

Virus Dengue strain Den-3 yang digunakan dalam penelitian ini 

merupakan koleksi dari Lab. Virus Dengue, Tropical Disease Center Unair, 

yang telah diadaptasikan pada scI monolayer baby hamster kidney (BHK). 

Sd BHK dibiakkan paua medium MEM tkngan 10% felal calf serum (FCS) 

dan 2% asam amino nonescnsial, scrta sci dapat diinfcksi virus bila 

pertumbuhannya telal1 mencapai lebili dari 80'%. Strain Den·] virus 

Dengue dilentukan Jcngun uji inJired iFtwlIllwjluoreseell1 Jcllgall allliboJi 

spesifik. 

10 
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4.4 I·crtumbuhan Virus dnn Sd Lysilt 

Virus Den-3 ditumbuhkan pacta scI BHK selama 72 jam lIntllk bahan 

anal isis protein virus. Sel BIlK yang telah diinfeksi kemudian dipanen dan 

ditambahkan 0,5% NP 40 untuk membuat sellysat. 

4.5 Pcmhuatan Antibodi Polildonal 

Antibodi poliklonal diproduksi pada hewan coba kelinci, dengan cara 

menyuntikkan virus Dengue strain Den-3 sebanyak 3 kali dengan interval 

waktu 2 minggu (Kuno, 1991). 

4.6 Analisis Protein dengan SDS-I)AGE 

Analisis protein terhadap virus Den-3 dilakukan dengan teknik 

sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel electrophoresis (SDS·PAGE) 

dengan komposisi separating gel 12% (2,5 ml acrylamide; 1,2 ml Tris-HCI 

pH 8,8; 1,2 ml SDS 0,5%; 1,1 ml aquadest, 50 ~tl Temed dan 30 ~tl APS 

10%) dan stacking gel 12% (0,66 ml acrylamidc; 0,8 ml Tris-HCI pH 6,8; 

0,8 ml SDS 0,5%; 0,74 ml aquadcst; 4 ~tl Tcmed dan 20 ~tl APS 10%). Plate 

berisi gel kemudian dipasang pada Minigel Twin G-42 slab dan dituangkan 

electrophoresis huJJer (30,29 g Tris aminomcthan; 144,13 g glisin; 10 g 

SDS dalam 1000 rol aquadest). 

Sebanyak 15 /-11 sampcl berupa scI Iysat yang telah didenaturasi 

dengan Lwnmli bliller (Tris-HCl pH 6,8 1,0 ml, gliserin 0,8 ml, SOS 10% 

1,6 ml, bromfenolblue 0,5% 0,4 ml, merkaptoetanol 5% 50 jJ.l, aquades 

3,8 ml) pada pemanasan 100°C selama 5 menit, dimasukkan pada sumuran 
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stacking gel. Sebagai marker digunakan protein dengan berat molekul pada 

kisaran 14,5-200 kOa produksi BIO-RAO. Elektrophoresis dinyalakan 

dengan tegangan 40 V dcngan kuat arus 10 mA dan ditingkatkan mcnjadi 

120 V 25 mA ketika sampel tclah melewati stackillg gel; kim-kira selama 

1 jam. 

Peneueian terhadap gel hasil running dilakukan 3 tahap, maslllg­

masing menggunakan metanol 50% dan asam asetat 7,5% sclama 30 menit, 

metanol 5% dan asam asetat 7,5% selama 20 menit, dan glutaraldehida 10% 

selama 25 men it. Gel kemudian dieat dengan pewarnaan silver (1,6 g 

AgN03 dalam 8 ml aquadest; 42 ml NaOH 0,36%; 2,8 ml NHJ 25% dalam 

147 mt aquadest) selama 15 mcnit, dilanjutkan peneueian 2 kali 2 menit 

dengan aquadest dan kemudian ditambahkan larutan pengembang warna 

(200 1-11 asam sitrat 5%; 1 00 ~d formaldehid 37% dalam aquadest 200ml) dan 

dilakukan peneueian kembali selama 2 kali 2 menit. Setelah gel terwarnai 

kemudian dimasukkan dalam larutan asam asetat 10% untuk mcnghentikan 

proses pengceatan. Selanjutnya gel dapat disimpan pada larutan gliscrin 

10% (Harlow dan Lane, 1988). 

4.7 Karaktcrisasi [)rotein dengan Western Riot It-~.---

Protein dari SOS-PAGE dikarakterisasi dengan teknik Western RIot, 

Setelah proses running selesai, gel ditransfer pada membran nitroselulose 

dengan eara semi-dry electrophoresis. Pada anode electroblotting transfer 

apparatus berturut-turut dimasukkan 5 lembar kertas absorben, 1 lembar 

nitroselulose, gel,S lembar kertas ahsorben, kemudian dituangkan transfer 
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huffer (15,15 g Tris aminomethan; 72 g glisin; 1000 ml metanol dalum 5000 

ml aquadest pH 8,3), kemudian dinyalakan dengan tegangan 5 V dan kuat 

arus 45 rnA selarna 60 rnenit. 

Mernbran nitroselulose (blot) kernudian di-blocking dengan 1 % 

bovine serum albumnin (BSA) selama 20 menit dan dicllci 2 kali 5 menit 

dengan PBS-tween, seIanj utnya ditambahkan antibodi poliklonal rabbit-anti 

Den-3 sebanyak I : 500 selama 3 jam. B[ol kemudian dicuci 4 kali 5 menit 

dan berikutnya ditambahkan konjugat goat anti-rahhit yang berlabel ensim 

alkalin fosfatase dengan perbandingan 1 : 10.000 selama 1 jam. Setelah 

berlalu blot dicuci 3 kali 5 mcnit dan dilakukan pewarnaan dengan fast-red 

(200 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 mM MgCI 2 ; 12 mg/ml fast-red; 0,8 mg/ml 

p-NPP dalam 500 ml aquadcst). BIoI dicuci lagi dcngan PBS sclama 5 

menit dan dikeringkan (Harlow dan Lane, 1988). 

Pada Western Blot ini digunakan marker berupa protein standar 

dengan berat molekul antara 14,2-86,0 kOa produksi BIO-RAO. 

4.8 Isolasi Protein E 

Gel dari SOS-PAGE tanpa pewarnaan dipotong sepanjang pita pada 

protein E, kemudian dilakukan dialisis dalam kantong nilon yang dilctakkan 

dalam elektrophoresis. Kantong ni Ion kemudian dituangi electrophoresis 

buffer dan diberi tegangan 150 V dengan kuat arllS 30 mA, selama 2 jam 

(Harlow dan Lane, 1988). 
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RAn v 
IfASIL nAN I'EMBAIIASAN 

5.1 Basil Pcnclitian 

Untuk mengetahui berat molekul (BM) protein struktural dari vIrus 

Dengue isolat Surabaya, pad a penelitian ini telah dilakukan preparasi 

protein dengan teknik SDS-PAGE. Hasil preparasi protein terlihat pada 

Gambar 5.1 yang memperlihatkan pita-pita dari protein struktural berturut-

turut dari atas ke bawah adalah protein E, prM dan C. 

Pita protein E yang mcmiliki 8M 52 kDa terletak antara marker 

dengan BM 45 - 66 kDa. Di bawah protein E adalah pita protein prM dcngan 

8M 26 kDa terletak antam marker dengan 8M 21,5 - 31 kDa, sedangkan 

pita protein C terlctak paling bawah dcngan BM 14 kDa terktak paJa 

marker di bawah dengan 8M kurang dari 14,5 kDa. Dari ketiga pita protein 

terlihat bahwa protein E paling mendominasi dari seluruh protein struktural 

yang diekspresikan virus Dengue-3, dengan bentllk pita yang tebal dan 

intensitas warna yang tajam, baik pada kolom I atau 2. Sementara pita 

protein prM dan C terlihat diekspresikan dengan bentuk yang lebih tipis dan 

intensitas warnajuga berkurang. Pada Gambar 5.2 dapat ditunjukkan hasil 

identifikasi protein struktllral virus Dengue-3 isolat Surabaya dengan teknik 

WeSlern B/ol menggunakan antibodi poliklonal kelinci anti-Den-3. Ketiga 

protein dapat ditransfer pada membran nitroselulosa dan terikat sccara 

spesifik terhadap antibodi anti-Den-3. Berturut-turut dari atas ke bawah 

adalah hasil transfer protein E, prM dan C, sesuai dengan 8M dari masing-

14 
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masing protein. Protein E bereaksi paling kllllt di atltllra protein strllktural 

dengan antibodi kt:linci anti-Den-3 dibanding protein prM atau C. 

-----~-------- --------

kOa 1 2 

116.0 -
97.4 -
66.0 - ¢:l E 
45.0 -
31.0 -

¢:l pr-M 

21.5 -

14.5 -

Gambar 5.1 Hasi! Ilrclulrllsi protcin sturktural Virus Dcnguc-3 isolut 
Surabaya dcngan tcknik SDS-PAGE. 

Setelah dilakukan pemotongan terhadap pita protein E dari gel yang 

tidak diwarnai, kemudian dilakukan isolasi dan dicek kcmbali dengan SDS-

PAGE hasilnya dapat dilihat pada Gambar 5.3. Pada Gambar 5.3 tclah dapat 
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dibllktikan bahwa protein E y,lng berhasil diisolasi membentllk satu pita 

protein yang tidak tercampur dengan protein prM Iltllupun C. 

---------._-_.,,--_._._-- -----

kDa 2 

86.0 

60.0 -. 

¢:l E 
34.1 -. 

29.0 .. 

¢:l pr-M 

14.2 -. 

Gamhar 5.2 Hasi! karaktcrisasi protein struktural Virus Dcnguc-3 
isolat Suruhayu dcngun tcknik Wcstcrn Blot. 
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116.0 ... 

97.4 ... 

66.0 ... 

45.0 ;..,. 

31.0 ... 

21.5 

14.5 ... 
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1 2 

¢::l E 

GambaI' 5.3 IIasil isolasi protein E Virus Dengue-3 isolat SUl'abaya 
yang dicek kcmbali dengan teknik SDS-PAGE. 

5.2 Pembabasan 

Dalam penelitian ini untuk isolasi protei.n E dari virus Dengue·3 

isolatSurabaya dilakukan dcngan tcknik SDS·PAGE. Dari hasil pcnclitian 

tclah dapat dikarakterisasi bahwa protein E memiliki 13M 52 kDa. Beberapa 

pcncliti menunjukkan bahwa 13M protein E berkisar antara 54 • 62,9 kDa 

(Sittisombut, 1994~ Rice, 1996). Adanya perbedaan variasi ini dapat 
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menyebabkan perbedaan kamkter biologis padl\ stn\in yang berluinan. 

meskipun masih tcrmasuk dalam salu scrolipc (Igarashi, 1999). 

Berdasarkan hasil blotting dengan tcknik Westcm Blot, terlihat 

bahwa protein E dari virus Dengue-3 isolat Surabaya adalah protein 

antigenik. Hal ini dapat dibuktikan, ketika direaksikan dengan antibodi 

rabbit anti-Den-3 dapat bereaksi secara spesifik, sehingga pada membran 

nitroselulose, pita protein E tampak mendominasi, dibanding pita protein 

prM atau C. Ng<) el at.{ 1996) yang menggunakan protein virus Dengue 

untuk mendeteksi antibodi penderita dengan Western Blot dapat menunjuk­

kan, bahwa urutan antigenitas dari protein struktural berbeda-beda. Urutan 

antigenik tertinggi dijumpai pada protein E dengan daya ikat terhadap 

antibodi penderita sebesar 100%, baik menggunakan protein dengan BM 

60kDa atau protein yang terdegradasi/bentuk unglycosylated dengan 8M 54 

kDa. Sementara protein C-prM memiliki daya ikat 98,8%, protein prM 

sebesar 97% dan protein C sebesar 0%. Hal ini menunjukkan bahwa protein 

E mcmpunyai peluang yang tinngi untuk digunakan sebagai bahan 

diagnostik karena kespesifikkannya tcrhadap antibodi penderita. Selain 

bersifat antigenik, protein E juga telah terbukti dapat menginduksi 

pembentukan antibodi netralisasi dan mampu mengaktifkan sel T sitotoksik 

(Tc) secara spesifik (Staropoli et al., 1997; Konishi et at., 1999). 

Hasil penelitian ini, protein E yang diisolasi ini selanjutnya dapat 

dimanfaatkan untuk berbagai tllj lIan, an tara lain untuk imunisasi dalam 

pembuatan antibodi monoklonal (Suwarno dkk., 1999), atau untuk 

pembuatan vaksin sub-unit (Rantam dkk., 1999). Pada pene/itian ini protein 

1 
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E dapat dipersiapkan sebagai komponen diagnostik terhadap DHF. misalnya 

dengan uji ELISA atau Weslall mol. 
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6.1 Kcsimllulan 

BAil VI 
KESIMPl1l.AN nAN SAI~AN 

I) Protein E virus Dengue isolat Surabaya mempunyai berat molekul 52 

kDa pada hasil preparasi dengan teknik SDS-PAGE. 

2) Protein E virus Dengue isolat Surabaya adalah protein antigenik, 

yang secara spesifik mampLl mengikat antibodi spesifik rabbit anI i-

Den-3 pada Western Blot. 

6.2 Saran 

Berdasarkan karakter d,lri protein E dan daya antigeniknya terhadap 

antibodi secara spesifik, maka dapa! disarankan bahwa protein E virus 

Dengue isolat Surabaya, disarankan untuk dapat digunakan sebagai bahan 

diagnostik terhadap kasus DIIF. lIntllk itu perlu clilakllkan penclitian lebih 

lanjut untuk mencoba membuktikan protein E virus Dengue isola! Surabaya 

ini sebagai bahan diagnostik padn kasus DI-IF, baik pada infeksi primer 

maupun sekunder. 

20 
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