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l.l. Latar Belakang 

BABI 

PENDAHULllAN 

Demam Berdarah Dengue (DBD) adalah penyakit infeksi yang disebabkan 

oleh virus Dengue yang ditandai dengan demam mendadak tinggi terus-menerus 

sepanjang hari disertai pendarahan spontan dan kecenderungan terjadi shock yang 

dapat berakibat fatal (Anonimus, 1997). 

Sampai saat ini dikenal ada empat serotipe virus Dengue, yaitu : Den-1, Den-

2, Den-3 dan Den-4. Keempat serotipe ini terdapat di Indonesia dan dilaporkan 

bahwa tipe virus Den-3 sering menimbulkan wabah (Sumarrno, 1987). 

Menurut Abednego pacta tahun 1993 bahwa salah satu upaya yar.g efektif 

untuk mencegah penyakit DBD adalah membe:-antas vektor atau nyamuk penularnya, 

yaitu nyamuk A e. aeKJ;pti dan A e. a/hopictus yang biasanya hidup, ti:1ggal dan 

berkembang di dalam rumah (Achmad, 1998). Penyuluhan dan gerakan 

pernberantasan sarang nyamuk DBD kurang efektif di beberapa daerah, maka pada 

akhir tahun 1997 dan awal 1998 telah terjadi pcningkatan kasus yang bermakna 

(kejadian luar biasa), sejak bulan Nopember 1997 sampai April 1998 di 11 Propinsi , 

20 Dati II , 33 Kecamatan, dengan jumlah penderita 7.585 dan angka kematian 

mencapai 201 jiwa (Achmad, 1998). 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KARAKTERISASI PROTEIN IMUNOGENIK... KARTIKA HATMISARI



2 

Adanya kejadian itu , maka pcrlu adanya tindakan alternatir dengan 

menciptakan vaksin Dengue yang spcsifik, tidak tc1:jadi intervensi satu suma lain, 

mampu melindungi dari semua serotipe dan dapal menginduksi dalam waktu yang 

cukup lama. Virus Dengue sangat patogen, mempunyai reaksi silang yang kuat satu 

sama lain dengan tingkat morbiditas dan mortalitas yang tinggi . Selain itu , virus 

bersifat tidak stabil , sehingga dapat te~jadi reaktivasi dan kemungkinan adanya 

intervensi diantara serotipe yang disertai adanya infeksi heterotipe. Virus Dengue 

secara serologi mempunyai sepuluh macam protein: Capsid (C), Premembran (pr-M), 

Envelope (E), Non Struktural I (NS 1 ), NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B dan NS5 . 

Berdasarkan beberapa sifat virus di atas, tindakan yang dilakukan untuk menciptakan 

vaksin tersebut adalah menemukan protein yang imunogenik terhadap keempat 

serotipe virus Dengue, nantinya digunakan sebagai bahan vaksin sub unit (Ng.M.L et 

a!., 1996). 

Berdasarkan Jatar belakang tersebut peneliti mencoba melakukan penelitian 

tentang karakterisasi protein yang imunogenik terhadap virus Dengue 3. Diharapkan 

dari penelitian tersebut dapat membantu dalam penemuan vaksin sub unit untuk 

pencegahan penyakit DBD. 

1.2. Rumusan Masalah 

I. Protein mana yang imunogenik terhadap virus Dengue 3 ? 

2. Kapan protein tersebut diekspresikan? 

l 
I 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KARAKTERISASI PROTEIN IMUNOGENIK... KARTIKA HATMISARI



3 

1.3. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi protein yang imunogenik, 

kemudian dianalisa dengan Western hlot yang nantinya dapat digunakan sebagai 

kandidat vaksin Dengue iso1at Indonesia. 

1.4. Manfaat Hasil Pene1itian 

Melalui karaktcrisasi v1rus Dengue 3 dapat diketahui jenis protein yang 

imunogenik terhadap virus Dengue isola! Indonesia khususnya scro tipc 3, denga n 

demikian dapat di gunakan scbaga i acuan untuk mcmproduksi vaksin sub unit. 

1.5. Landasan Teori 

Virus Dengue terdiri dari 4 scrotipc (De n- I, Dcn-2, Den-3 dan Dcn-4) yang 

sifat antigeniknya tidak sama dan mempunya i I 0 macam protein (C, pr-M , E, NS I, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B dan NS 5) ya ng sangat berperan dalam inkksi virus 

Dengue, serta bersil~1t imunogcnik pada host . lnlcksi dcnga n salah sa tu scrotipc 

han ya akan memberikan kekebalan untuk scrotipc tcrsebut, tetapi tidak memberikan 

kekebalan si lang penuh untuk serotipe lain (Hcncha l dan Putnak, 1990). 

Protein E, C dan pr-M rn erupakan protein struktural yang pertama kali 

berpcran pada proses penginfeksian virus ke se l (Fenner et a/. , 1993). Beberapa 

protein struktura1 memi1iki fungsi netralisasi, sehingga protein tersebut secara tidak 

langsung berperan sebagai antibodi (Rice, 1996), sedangkan protein non struktura l 

terlibat dalam pengaturan siklus replikasi (Fenner eta/. , 1993) 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Demam Berdarah Dengue (DBD) 

Demam Berdarah Dengue mempunyai beoerapa sinonim yaitu kred-Donc: 

Fever, Dandy Fever, Denguero, Bouq1Jet F~ver, Giraffe Fever, Polka Fever, 5-day 

Fever, 7-day Fever, Joint Fever (di Indonesia), Bilious Remitting Fever (di 

Philadelpia). Semenjak abad ke-19 tepatnya tahun 1869 oleh Royal College 

Physicans di London, nama Dengue ditetapkan untuk digunakan Ji seluruh dunia 

(Sabin, 1986). 

Demam Berdarah Dengue adalah suatu penyakit yang ditularkan melalui 

gigitan nyamuk yang menganc:!ung virus Dengue. Gejala yang tampak acialah den;am. 

kelemahan , kesakii:an yang berva1iasi di beberapa bagian tubuh, nafas menjadi cepaL 

limpadenopati dan leukopenia (Sabin, 1986). 

Menurut Brancaft pada tahun 1906 nyamuk Ae. aegypti bertindak sebagai 

vektor dari penyakit Dengue, sedangkan Simon et.al. pada tahun 1931 menyatakan 

Ae. albopictus sebagai vektor Dengue. Kenyataannya masih banyak spesies nyamuk 

lain yang dapat benindak sebagai vektor, misalnya spesies dari Anopheles dan Culex. 

Vektor yang sering menularkan penyakit DBD adalah Ae. aezypti danAe albopictus. 

Nyamuk tersebut merupakan parasit yang tennasuk dalam ektoparasit penghisap 

darah man usia kar~na mempunyai sifat anthropophilik ( dekat dengan manusia ). 

4 
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Aedes aegypti dan Ae. a/bopictus hidup, tinggal serta berkembang biak di dekat 

manusia. Nyamuk tersebut selalu hidup di dalam rumah sehingga anak-anak dan 

orang dewasa merupakan sasaran teijangkit penyakit DBD (Anonimus, 1997). 

2.1.1. Penyakit Demam Berdarah Dengue di beberapa benua 

Demam Berdarah Dengue sudah merupakan endemik sejak abad ke-18 . 

Hampir semua negara yang terjangkit penyakit ini selalu mengalami ledakan kasus. 

Misalnya pada tahun 1981 , Cuba rnensalami iedakan kasus terbesar untuk wilayah 

Amerika dengan jumlah kasus 344.203 dan angka kematian mencapai 158 dimana 

101 korban dari anak-anak. Tahun 1989 sampai tahun 1993 di Venezuela merupakan 

kasus terbesar ke-2 setelah Cuba dengan total penderita 11 .260 dan angka kematian 

mencapai 136 jiwa. Virus Dengue yang berhasil diisolasi dari Cuba dan Venezuela 

adalah serotipe Den-1, Den-2 serta Den-4 (Anonimus, 1997). 

Daerah Afrika dan Mediterania Timur dari Eropa juga merupakan daerah 

yang beresiko tinggi terjangkit DBD. Semenjak tahun 1967 virus Dengue sudah 

menyebar di Angola, Burkina Faso, Comoros, Cote d' lvoire, Congo, Djibouti, 

Ethiopia:, Ghana, Gui:1ea, Kenya, Madagascar, Mauritius, Mozambique, Nigeria, 

Pakistan, Reunion, Saudi Arabia, Senegal, Seychelles, Sierra Leone, Somalia, Sudan 

dan Tanzania (Anonimus, 1997). 

Pola aktivitas epidemik dari DBD biasanya mengaiami peningkatan jumlah 

kasus setiap 2 - 5 tahun sekali. Se1ain itu, banyaknya serotipe virus Dengue di suatu 
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daerah urban dapat menyebabkan peningkatan jumlah kasus (Sumar:no, 1987). 

Berikut ditunjukkan gambar daerah yang potensial terjangkitnya DBD. 

~ I Daerah ter,uiar 

Gam bar 1. Perkiraan daerah yang berpotensi bagi penyebaran A e. Aegypti 
Sumber: Arwnimu~ (1997) .. 

2.1.2. Penyakit Demam Berdarah Dengue di Indonesia 

David Bylon menyebutkan bahwa penyakit DBD pertama kali mewabah di 

Indonesia pada tahun 1779, yaitu di Batavia (Sabin, 1986). Pada tahun 1968 di 

Jakarta dan Sura~~:l)'ci Ji1a.porkan te1jadi ledakan kasus. Hingga saat ini DBD telah 

menjadi endemis di seluruh Indonesia dan cenderung me!l.ir.gkat jumlah kasusnya 

(Sumarrno, 1987). 
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Demam Berda~alt Den~ue L' lllLtmr.ya menyerang anak sehingga sering disebut 

atau digolongkan penyakiT an8.k, akar. tetapi kalau diamati temyata orang dewasapun 

dapat terserang penyakit ini. Di Indonesia DBD yang menyerang orang de•.vasa 

pertama kali dilaporkan dari Jakarta, Jawa-Barat, Ser,iarang dan Surabay:>. 

(Soewando, 1997). 

Musim penularan di Indones ia biasanya angka penderita meningkat setiap 

akhir tahun, mulai bulan Nopember dan mencapai puncak pada bulan Desember 

sampai Januari. Narnun untuk beberapa kota besar sepetti Jakarta, Bandung, 

Yogyakana dan Surabaya kasus DBD akan meningkat pada bulan Mei atau Juli, 

setelah itu akarr me:nurun kembali pada situasi kasus normal buianan (Ach111.ad, 

1998) 

2.2. Virus Dengce 

Virus Dengue merupakar1 famili Flaviviridae dengan genus Flavivirus, 

memiliki empat serotipe, yaitu: Den-1, Den-2, Den-3 dan Den-4. Virion terdiri dari 

genom yang dikelil ingi oleh nukleokapsid d~n merupaka11 single slranded RNA. 

Virus Dengue memiliki empat protein struh.'tUral yaitu : Capsid (C), Membrane (M), 

Premembran (pr-M) dan Envelope (E), selain itu juga memiliki tujuh protein non 

struktural, yaitu : NS l, NS?.A, NS?.B, NS3 , NS4A, NS4B dan NSS . (Henchal dan 

Putna~, I 990). 

Virus Dengue te nnasuk vi r'JS kecil dengan berat molekul 4 x 108 dalton serta 

berdiameter kira- kira 50 nm (Anonimus, 1997), berstruktur sperikel dan memiliki 
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nukleokapsid hel ikal. Komposisi vmon terdiri dari 6 % RNA, 66 <Vo protein, 9 % 

karbohidrat dan 17 % lipid. Berat molekul protein E 55 kd (kilodalton), C 14 kd, 

M 8 kd, pr-M 26 kd, NS l 48 kd , NS2A 24 kd , NS2l3 27 kd, NS3 68 - 70, NS4A dan 

NS4B 28 - 30 kd, dan NS5 I 04 - I 04 kd. Protein Envelope (E) dan Membrane (M) 

adalah membran tipe protein yang menempel dalam lapisan lipid pada hidropobik C-

terminal. Protein Capsid (C) merupakan protein pcnyusun nukleokapsid dari virion. 

Partikel virus yang imature mengandung pr-M dan sedikit infeksius daripada virion 

(Rice, 1996). Struktur genom virus Dengue dan struktur protein virus Dengue 

intraseluler dan ekstraseluler dapat ditunjukkan pada gam bar dibawah ini . 

5'NC ORF 

anch C prM envelop-E NS I - NS 2ANS 213 

"1 
26 K 55 K 48 K 

D pcm ttuk.kan r----1 mn II . vi rio buru L____l WJJ 
C NS I NS 2A 

. 8 D "''"'"'"'''oo \ 

3'NC 

NS 3 

/I 
DD 
NS4A NS413 

Signnlasc, ccpat. lumen 
I dibasik, sitoplasma 

2 dibasik, lambat, lumen 
@ bam, agak lumba~ lumen 

Komponcn rcplikasc 

8K \ 

--
AgHI 
Ag CF sbg larutan 
AgNt sci yang terinlcksi 

~1rus Dengue I 

Jlerat molckul = 4 x IS d 
dengan JJ()(X) nuklcotidu 

--
virion 

RNA 
virion dcngun RlllOSOM 

Gambar 2. Struktur Genom Virus Dengue 
Sumber: Rantam (1998). 
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Intracellular Virion Extracellular Vi1ion 

__ (prM) 

Nucleocapsid 

Gambar 3. Sruktur protein virus Dengue intraseluler dan ekstraseluler 
Sumber: Chambers et al. (1991). 

2.2.1. Isolasi virus Dengue 

9 

Di Indonesia, Den-1 , Den-2 dan Den-3 berhasil disolasi dari darah penderita 

sewaktu terjadi wabah di Semarang pada tahun 1973, pada waktu bersamaan keempat 

serotipe virus Dengue juga berhasil diisolasi di Jakarta dari darah penderita. Virus 

Den-1 dan 'Den-2 berhasil diisolasi dengan menyuntikkan darah penderita secara 

intrakutan pada anak tikus putih umur 1 hari . Virus Den-3 dan Den-4 diisolasi 

langsung dengan menggunakan anak tikus putih umur hari yang disuntik 

intraserebral dengan darah penderita. Sekarang ini selain tikus putih dapat pula 

dipakai kultur jaringan LKCMK 2 (Lili Laboratmy Cell Monkey Kidney), sel BHK 

(Baby Hamsters Kidney), vera dan jaringan nyamuk untuk mengisolasi virus. 

Sensitifitas isolasi tergantung pada macam serotipe virus, macam biakan jaringan, 

asal biakanjaringan danjumlah pasase biakanjaringan (Sumarmo, 1987). 
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2.2.2. Replikasi virus Dengue 

Virus masuk ke dalam sel melalui endositosis diperantarai reseptor. Replikasi 

berlangsung dalam sitoplasma dan berjalan agak lambat. Replikasi meliputi sintesis 

dari molekul komplementer beruntai plus (berfungsi sebagai messenger RNA/ 

mRNA), yang selanjutnya bertindak sebagai cetakan. Dalam sintesis, lebih banyak 

lagi molekul beruntai plus yang tidak berkapsid. Selama infeksi, sintesa untai plus 

menonjol, yang menunjukkan adanya mekanisme pengaturan yang rumit dan 

melibatkan penyusunan sel inang. RNA genom yang terbentuk secara langsung 

bertindak sebagai mRNA mengandung satu kerangka pembacaan terbuka yang lebih 

besar dari 10 kb dan ditranslasi secara tuntas dari ujung 5' untuk menghasilkan 

prekursor poliprotein yang besar dan selanjutnya memisah dan dimodifikasi untuk 

menghasilkan protein virus tersendiri . Sekitar sepertiga panjang RNA genom dari 

ujung 5' -nya menyandi tiga protein struktural (C, protein nukleokapsid; pr-M, 

precusor terglikosilasi yang memisah menjadi M, protein transmembran; dan E, 

glikoprotein peplomer utama), dan dua pertiganya menyandi sejumlah protein tidak 

berstruktur (NS 1, yang terlibat di dalam sintesa virus dan perakitan serta pelepasan 

virion, NS2A, NS2B, NS3 dan NS5 yang menjadi bagian dari polimerase RNA, 

NS4A dan NS4B). Perakitan virion pada sel vertebrata berlangsung pada membran 

retikulum endoplasma, sedangkan pada sel nyamuk terjadi pada membran plasma, 

tetapi bakal kapsid tidak terlihat. Namun, virion yang terbentuk dengan sempurna 

terdapat dalam retikulum endoplasma dan dilepaskan melalui perusakkan sel 

(Fenner et al., 1993). 
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2.2.3. Daya ikat dan saat awal infel<si virus Dengue 

Proses daya ikat dan proses awal infe ksi virus Dengue pada sel adalah 

tergantung adanya ADE (Antibody Dependent /~'nhuncement). Setelah virus diikat 

oleh ADE, virion diambil oleh RME (l?eceptor Mediated Fndocytosis) , terjadi fusi 

secara langsung pada membran plasma kemudian terjadi pelepasan selubung 

nucleokapsid dan translasi genom RNA. Protein E dengan pH rendah memegang 

peranan pada proses tersebut, karena dapat mendorong fusi virion dengan liposome 

membran (Rantam, 1998). 

2.2.4. Akibat infeksi virus Dengue pada set inang 

Virus Dengue dapat dibiakan pada sel mamalia seperti BHK 21 clone 13 dan sel 

ginjal kera (sel vero), sel avian, sel artropoda dan sel nyamuk A e. albopictus (C6 I 36) 

(Sumarmo, 1987). 

Biakan sel yang telah diinokulasi dengan virus Dengue terdapat perbedaan, 

yaitu ada atau tidaknya CPE (cytopathogenic effect). Perbedaan ini san gat tergantung 

pada tipe selnya. Pada sel vertebrata dapat terjadi CPE dan perubahan struktur 

termasuk vakuolisasi serta degenerasi membran intraseluler, sedangkan pada sel 

nyamuk seringkali CPE tidak tampak, sehingga mengakibatkan infeksi persisten. 

Pada biakan sel arthropoda dapat menimbulkan terbentuknya CPE tetapi sebagian 

besar hanya terlihat adanya sel fusi dan syncitium. Walaupun umumnya 

penginfeksian virus pada sel bersifat sitosidal dan beberapa virus tidak tampak CPE, 

tetapi infeksi yang ditimbulkan bersifat kronis (Rantam, 1998). 
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2.3. Patogenesis 

Patogenesis DBD merupakan proses imunopatologis. Ada ~mpat hipotesis 

mengenai DBD (Soewondo, 1998). Hipotesis pertama : DBD dapat terjadi apabila 

terinfeksi ulang dengan virus Dengue yang serotipe virusnya berbeda dengan infeksi 

pertama (infeksi primer) (Sumanno, 1987). Hipotesa kedua : DBD dapat timbul 

akibat infeksi virus Dengue dengan serotipe yang ganas (Sumanno, 1987). Hipotesa 

ketiga : Antigen antibodi komplek I komplek imun yang terbentuk akan merangsang 

komplemen yang kemudian akan mengeluarkan bahan mediator C3a dan C5a 

anaphylatoxin yang mempunyai efek fannakologis cepat dan pendek. Bahan ini 

bersifat vasoaktif dan prokoagulasi sehingga menimbulkan kebocoran plasma (shock 

hipovolumik) dan pendarahan (Swette, 1987). Hipotesa keempat : sel target untuk 

replikasi virus Dengue adalah sel fagosit mononuklear yang membawa Fe (fraction 

complement)-reseptor dipennukaannya. Infeksi aktif pada penderita yang telah 

mempunyai antibodi (Ig G) terhadap virus Dengue akibat infeksi sebelumnya akan 

membentuk kompleks imun, lebih mudah masuk ke dalam sel-sel mononuklear 

tersebut dibanding dengan virus bebas. Akibatnya di dalam tubuh penderita akan 

terdapat banyak sel mononuklear yang mengandung virus Dengu~ dalam jumlah yang 

lebih banyak. Proses replikasi virus di dalam sel mononuklear akan merangsang sel T 

memori yapg telah teraktifasi , yang akan mengadakan proliferasi menjadi sel T -4 dan 

T -8 sitotoksis yang akan men genal dan akan menghancurkan virus-virus Dengue 

yang ada di dalam sel-sel fagosit mononuklear, maka teijadinya proses pembersihan 

secara imunologis. Proses ini akan berdampak negatif karena akan melepaskan bahan 
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mediator yang memiliki sifat vasoaktif atau prokoagulasi, misalnya: interleukin, 

tumor necrotizing factor (TNF), platelet activating factor (PAF). Bahan mediator 

tersebut akan mempengaruhi sel-sel endotel dinding pembuluh darah dan hemostatik 

yang akan mengakibatkan kebocoran plasma dan perdarahan (Kurane dan Ennis, 

] 992). 

Dengue virus infection 
of human monocytcs Class I FeY R Class 0 

/_~ -~ ,.~'\ \~/ 
~} e) ··~~ ~ 

T cell aclivali@on ~ ~ 
CD-1 -::;:;:;· VVV'VVV"IJ'-- lL-2 

other ly rnphokin~,;s ; €;~) 
I ..._,.,.,...} to 
I I 
lly•is 1 

· " ) L--- .. • "'::..~ "V'NVVV, _ 11 .-1 TNF ---

. - - -- ·-- -- • ~· \ . '-""' ...... "" "'- Tissue Factor ---
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® ·~d.: ® -vvv'"'- Chemical Mcdi;llor - -
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I>~ I -

"' . l:P ( ~~:r:~:::~,:\1 
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Gam bar 4. Mekanisme patogenesis virus Dengue 
Sumber: Kurane dan Ennis (1992). 

2.4. Respon Imun Infeksi Virus Dengue 

Setelah virus Dengue masuk dalam tubuh melalui gigitan vektor infektif, virus 

berkembang biak dalam sel retikulum endoplasma yang selanjutnya diikuti adanya 

viremia yang berlangsung sekitar 5-7 hari. Masa inkubasi virus sulit untuk diisolasi , 

karena jumlah virus masih sedikit. Virus mudah untuk diisolasi saat demam 2-3 hari 

karena jumlahnya dalam ali ran darah meningkat (Sumarmo, 1987). 
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Akibat adanya infcksi dari virus ini maka timbul adanya respon imun baik itu 

humoral maupun seluler antara lain : antinetralisasi, antihemaglutnin, antikomplemen. 

Antibodi ini pada umumnya adalah kelas lg G disamping itu juga Jg M. Antibodi Ig 

M ini muncul setelah beberapa hari terinfeksi Dengue dan bertahan sampai bcberapa 

bulan . .Jika terinfeksi ulang oleh virus Dengue dcngan tipe yang berbeda, maka 

antibodi yang timbul tidak hanya tertuju pada infeksi yang kedua, tetapi juga tcrtuju 

pada infeksi yang pertama, sehingga memberikan c!Ck booster (boosting e./feet) tetapi 

hanya pada antibodi kelas lg G. Respon imun scbenarnya mempunyai arti penting 

dalam menetralisasi infeksi virus ke dalam tubuh, tetapi lain halnya dengan virus 

Dengue, di mana respon imun mempunyai respon yang bertentangan, yang berarti 

pertama sebagai pencegahan infeksi virus Dengue dan melindungi dari infeksi, kedua 

berfungsi sebagai imunopatologi dari DBD I DSS. Hal ini dapat diterangkan secara 

skematis di bawah ini (Rantam, 1998). 
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Gambar 5. Re3pon imun terhadap virus Dengue yang memberikan kontribusi 
dalam mengontrol infeksi virus dan patogenesis DBD 
Sumber: Rantam (1998). 

2.5. Diagnosa Laboratorium 

Pasien yang diduga terinfeksi virus Dengue dapat dilakukan 2 (dua) macam 

pemeriksaan yaitu: pemeriksaan non spesifik dan spesifik. 

2.5.1. Pemeriksaan non spesifik 

Pada setiap penderita yang diduga terinfeksi vtrus Dengue dilakukan 

pemeriksaan lengkap meliputi pemcriksaan darah, tinja dan air seni , sedangkan 

penderita secara klinis disangka menderita DBD dilaksanakan pemeriksaan 

hemoglobin, hematokrit dan trombosit. Di samping pemeriksaan rutin pada beherapa 

penderita dilakukan juga pemeriksaan hematologis lain yaitu pemeriksaan biopsi 

sumsum tulang belakang, waktu protrombin dan waktu tromboplastin parsial , 

pemeriksaan kadar e iektrolit, kalium, natrium dan klorida plasma/serum, analisis gas 
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darah dan pemeriksaan faa! hati. Apabila dianggap perlu dikerjakan pemeriksaan 

khusus diantaranya pemeriksaan cairan serebrospinal (Sumarrno, 198?). 

2.5.2. Pemeriksaan spesifik 

Pemeriksaan spes!fik meliputi pemeriksaan serologi dan virologi. Prosedur 

serologi utama yang digunakan dalam virologi adalah ELISA (Enzym Linked 

lmmunosorbent Assay), radioimunoasai, Western b/ot,netralisasi virus, hambatan 

hemaglutinasi, imunofluoresensi dan imunodifusi (Fenner et al., 1993). Untuk DBD, 

pemeriksa.an serologi yang sering dilakukan antara lain: uji hambatan hemaglutinasi , 

uji pengikatan komplemen, uji netralisasi, uji dot blot dan uji ELISA. Pemeriksaan 

virologi yang sering dilakukan : deteksi antigen, PCR (polymerase chain reaction), 

isolasi virus (Anonimus, 1997). 
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MATERI DAN METODE 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan selama enam bulan, mulai tanggal 20 Oktober 

1998 sampai 20 Mei 1999, di Laboratorium Virolog~ dan Imunologi Fakultas 

Kedokteran Hewan dan Laboratorium Dengue Tropical Disease Center (TDC) 

Universitas Airla:ngga, Surabaya. 

3.2. Materi Penelitian 

3.2.1. Bahan-bahan kimia 

PBS (Phospat Buffer Saline), Tripsin 0.25%, running gel 12%, stacking gel 

12%, NP 40 0.5%, pewarna silver, electrophoresis buffer, transfer buffer, BSA 

(Bovine Serum Albumin) 1%, fast-red, pengembang warna, laemmli buffer dan 

b:.ttanol 50%, Prestained, Naphthol -As- Mx Phosphat (Sigma). 

3.2.2. Media 

MEM (Minimal Essential Medium) 

Dalam 50 ml media pertumbuhan sel perlu ditambahkan : 

FCS (Fetal Cal( Serum) 10% . . I 5.0 ml 

Streptomicin 1% 0.5 ml 

17 
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3.2.3. Virus 

Virus Dengue serotipe 3 didapat dari Lab. Dengue TDC UNAI.R (yang berasal 

dari isolasi pasien yang sakit DBD di rumah sakit Dr. Sutomo Surabaya) dan US

NAMRU-2 (United States Naval Medical Research Unit No. 2) Jakarta. 

3.2.4. Serum 

Serum yang digunakan diperoleh dari serum kelinci yang telah diinfeksi 

dengan virus Den-3 sebanyak 2 kali, dengan dosis 1 M.O.I (Multiplicity Of Infection) 

setelah 21 hari darah diambil melalui telinga ± 5 cc, kemudian didiamkan sampai 

darah tadi keluar scrumnya (antibodi I). Konjugat yaitu fragment Ig G a( anti) kelinci 

berlabel enzim alkalin phosphatase (antibodi II). 

3.2.5. Sel BHK21 clone 13 (Baby Hamsters Kidney) 

Sel BHK 2 1 Clone :3 adalah established eel/line yang dibuat dari ginjal anak 

hamster yang telah di pasasikan berpuluh-puluh kali dari Capstick 62, sehingga sifat

sifat selnya tidak mudah diubah lagi. 

3.2.6. Bahan dan alat 

Bahan dan alat yang digunakan untuk penelitian adalah sebagai berikut: 

Gelas Beaker 100 ml , pipet hisap 1 ml; 5 ml; 10 ml, Erlemeyer 100 ml , 

eppendorf tube 1.8 ml, Petridish berdiameter 6 em; 9 em, mikroskop inverted, 
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inkubator C02 5%, laminar flow cabinet, api bunsen, freezer, lemari es, 

electroblotting transfer apparatus, gelas plate bersekat, com~, vertical gel 

elektmphoresis apparatus, sentrifuse, shaker, aluminium foil , kertas saring, kertas 

filter dan membran nitroselulosa. 

3.3. Metode Penelitian 

3.3.1. Perbanyakan sel monolayer BHK 21 cloP..e 13 

Untuk perbanyakan sel BHK 21 clone 13 yang perlu diperhatikan adalah umur 

sel, persentase pertumbu..l-tan sel dan sterilisasi bahan dan alat. Umur sel yang paling 

baik adaiah tidak Iebih dari 48 jam dan persentase pertumbuhan lebih dari 80%. Cara 

perbanyakan sel adalah membuang media sel yang pertumbuhannya mencapai 80% 

atau lebih, kernudian menarnbahkan 0.8 rnl Trypsin 0.25% agar sel Iepas satu persatu 

dari dinding Petridish. Langkah selanjutnya adalah menambahkan 12 ml medium 

MEM untuk dibagi rnenjadi 3 Petridish. Tahap ak..l-tir dari proses ini adalan memberi 

kode pada masing-masing Petridish yang terdiri dari nama sel , berapa kali pasase, 

tanggal pembiakan dan nama pemilik. Kemudian menginkubasi Petridish dalam 

inkubator C02 5% dengan temperatur 37 °C sampai sel menjadi monolayer dan 

tumbuh merata. 
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3.3.2. Inokulasi virus Den-3 pada kultur jaringan sel monolayer BHK 21 clone 13 

Sel BHK 21 clone 13 yang memperlihatkan persentase pertumbuhan lebih dari 

' 80%, dapat digunakan untuk inokulasi virus. Hal itu bertujuan agar biakan virus dapat 

menghasilkan CPE yang karakteristik. Observasi dan koleksi virus dilakukan pada 2, 

6, 12, 24, 48 dan 72 jam pasca inokulasi virus. Cara: melakukan inokulasi adalah 

menyiapkan 6 Petridish yang mengandung persentase pertumbuhan sel 80% atau 

lebih. Selanjutnya, dilakukan inokulasi virus Den-3 ke sel BHK 21 clone n dalam 

keadaan steril (sebelumnya media dari biakan diganti dengan media baru). Dosis 

yang diberikan sebesar 1 M.O.l atau 300 ~d . Tahap akhir adalah menginkubasi 

kembali sel yang telah diinokulasi ke dalam inkubator C02 5%, temperatur 37 ° C. 

3.3.3. Memanen virus Den- 3 dalam BHK 21 clone 13 

Pemanenan virus dilakukan pada waktu yang telah ditentukan yaitu : 2, 6, 12, 

24, 48 dan 72 jam pasca inokulasi virus. Langkah pertama yang dilakukan ada1ah 

membuang media dari biakan, dilanjutkan dengan menambahkan 0.8 ml Trypsin 

0.25% dan 1 ml media MEM, kemudian menempatkan suspensi tadi ke dalam 

eppendorf tube 1.8 mi. Untuk mendapatkan pelct, langkah berikutnya ada1ah 

memusingkan suspensi dengan keccpatan 1500 sampai 2000 rpm selama 10 men it. 

Akhir dari proses ini adalah membuang supernatannya dan menginkubasi pelet ke 

dalam freezer bersuhu - 70 ° C. 
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3.3.4. Membuat sellysat 

Melakukan thawing pelet yang disimpan pada suhu - 70 °C !erlebih dahulu, 

. kemudian dilanjutkan dengan memusingkan pelet dengan kecepatan 5000 rpm selama 

10 menit. Langkah berikutnya adalah membuang supernatan dan menambahkan NP 

40 0.5% sebanyak 100 J..ll , dilanJutkan memusingkan kembali dengan kecepatan 5000 

rpm selama 10 menit. Langkah akhir adalah membuang supematan sampai habis dan 

rnenginkubasi sel lysat dalam suhu - 70 ° C. 

3.3.5. SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gels Electrophoresis) 

SDS merupakan suatt! detergen anion natrium dodesil sulfat yang digunak&n 

untuk melarutkan virus murni, sedangkan protein penyusunnya dipisahkan dalam pita 

terpisah sesuai BM (Berat Molekul) dengan elektrophoresis gel poliakrilamid (SDS

PAGE) (Davis et a/. , 1994). 

a. Mencetak running ge/12% 

Langkah awal dari proses ini adalah mencampurkan bahan-bahan running gel 

sampai homogen, kemudian dengan cepat memasukkannya ke dalam gelas piate yang 

telah bersekat dan melakukan fiksasi sedemikian rupa agar hasil running gel rata. 

Untuk meratakan bagia:1 atas running gel yaitu dengan cara menambahkan butanoi 

50% diatas running gel, kemudian menginkubasi selama 25 menit pada suhu kamar 

agar running gel memadat. Langkah terakhir adalah membuang butanol 50% dan 
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mencuci running gel dengan elektrophoresis buffer yang sudah diencerkan 10 kali, 

kemudian membersihkan dan mengeringkan running gel dengan kerta~ filter. 

b. i\lencetak stacking ge/12 1X, 

Seperti cara mencetak running gel, setelah bahan stacking gel tercampur 

menjadi satu dan homogen, kemudian menuangkannya pad~ cetakan running gel, dan 

memasukkan comb. bkubasi selama 25 menit pada suhu kamar sampai stacking gel 

padat. Langkah akhir yaitu melepaskan comb dan membersihkan serta mencuci 

stacking gel. 

c. Menyiapkan sampel 

Diawali dengan mencampur sel lysat sebanyak 20 1-1! dan laemmli buffer 

(indikator wama) sebanyak 20 1-1i ke dalam tabung eppendorf yang tutupnya sudah 

berlubang. Langkah selanjutnya dilakukan den~turasi protein dengan cara 

memanaskan campuran terse but pada suhu 100 ° C selama 5 men it. 

d. Elektrophoresis 

Diawali dengan memasang gelas plate pada elekrophoresis (sebelumnya 

sekatnya dilepas) dan memfiksasi gelas plate dengan baik. Langkah berikutnya adalah 

menuangkan sampel dan Prestained (marker) pada staking gel, kemudian menyalakan 

elekrophoresis (apabila sampel masih berada pada stacking gel, voltase dipasang 
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40 V, 10 rnA, apabila sarnpel telah rnelewati stacking gel voltase dipasang 120 V, 25 

rnA dan yang perlu diperhatikan jangan sampai ada gelernbung. udara) . Untuk 

rnenghentikan elekrophoresis harus menunggu sarnpai sarnpel turun melewati 

running gel. 

Hasil elektrophoresis diproses dalarn beberapa tahap: tahap pertarna rnencuci 

dengan methanol 50% dan asam asetat 7.5% dalam 200 ml aquadest selarna 30 menit. 

Tahap kedua pencucian Jengan methanol 5% ditambah asarn asetat 7.5% dalam 200 

rnl aquadest selama 20 menit. Tahap ketiga pencucian dengan glutaraldehyd 10% 

dalam 200 rnl aquadest selarna 20 menit. Tahap kecrnpat pencucian dengan aquadest 

200 rnl selama 30 menit sebanyak 3 kali . Tahap kelirna memasukkan pewarna silver 

selama 15 rnenit. Tahap keenam pencucian dengan aquadest 200 rnl selama 2 rnenit 

sebanyak 2 kali. Tahap ketujuh memasukkan cairan pengembang warna band selarna 

kurang lebih 5 rnenit. Setelah itu pewarnaan dihentikan dengan rnenambah asam 

asetat secukupnya. Tahap kedelapan pencucian dengan aquadest 200 rnl selarna 2 

men it sebanyak 2 kali . Tahap terakhir rneletakkan gel dalam larutan 10% glyserin 

dalam 200 rnl aqudest agar tidak rusak. Sernua tahapan di atas selalu dilakukan di atas 

shaker dengan kecepatan 0.30 getaranldetik dan diakhiri dengan rnernbuang cairan. 

3.3.6. Western blot 

Western blot adalah suatu analisa yang dapat digunakan untuk rnendeteksi 

secara simultan antibodi terhadap beberapa protein dari virus tertentu. Langkah awal 

dari analisa ini adalah pernisahan protein dengan SDS-PAGE, kemudian protein-
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protein itu dialihkan secara elektroforetik (blotted) ke dalam membran nitroselulosa. 

Hasil pengalihan protein ke membran nitroselulosa direaksikan dengan antibodi 

poliklona] dari kelinci (antibodi I) dan konjugat fragmen lg G a (anti) kelinci berlabel 

enzim alkalin phosphatase (antibodi II). Untuk menunjukkan protein virus yang dapat 

berikatan dengan antibodi I dan II dilakukan pewarnaan fast-red (Rantam, 1999). 

a. Semi dry elektrophoresis 

Pertama-tama hasil SDS-PAGE tanpa dilakukan pencucian dan pewarnaan, 

ditransfer ke membran nitroselulosa. Cara mentransfer dilakukan dalam beberapa 

tahap. Tahap pertama yaitu dengan cara memotong kertas filter dan membran 

nitroselulosa sama besar dengan gel , kemudian merendamnya selama kurang lebih 

15 menit dalam transfer buffer. Tahap kedua pada anode elektroblotting transfer 

aparatus diletakkan secara berturut-turut 5 lembar kertas filter, membran 

nitroselulosa, gel dan 5 lembar kertas filter. Setelah tersusun rapi dan dipastikan 

sudah tidak terdapat ge!cmbung udara, dilanjutkan dengan memasang katode dan 

menghubungkannya dengan aliran listrik (dengan Voltage kurang lebih 5 V, 45 mA) 

selama 60 menit. Tahap akhir mengambil membran nitroselulose dari alat tersebut. 

b. Imunoblotting 

Diawali dengan memasukkan membran nitroselulosa ke dalam larutan PBS 

ditambah ] % BSA selama I 0 menit pada temperatur ruangan, untuk memblok protein 
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yang tidak spesifik. Langkah berikutnya memasukkan membran nitroselulosa dalam 

larutan antibodi I dalam PBS dengan perbandingan I : 500 selama 3 jam. Dilanjutkan 

mencuci membran nitroselulosa dengan 1arutan PBS dan 0.05% Tween 20 selama 2 

menit sebanyak 3 Kali . Tahap berikutnya membran nitroselulosa dimasukkan dalam 

larutan antibodi II (konjugat) dalam PBS dengan perbandingan 1 : 10.000 selama I 

jam. Selanjutnya mencuci membran nitroselulosa dengan larutan PBS dan 0.05% 

Tween 20 selama 2 menit sebanyak 3 kali. Tahap akhir adalah pewarnaan fast-red, 

caranya dengan mencampur stainning solution dan Naphthol - As - Mx phosphat 

(substrat) bersamaan dalam kertas saring dengan perbandingan 1 : 1, kemudian 

mencuci membran nitroselulosa dalam PBS selama kurang lebih 5 sampai 10 men it 

pada temperatur ruangan. Hasil proses ini sudah dapat untuk menentukan protein 

yang imunogenik dan spesiftk. Semua proses di atas dilakukan di atas alat shaker 

dengan kecepatan 0.30 getaran/detik dan sclalu diakhiri dengan membuang cairan . 
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4.1. Hasil SDS-PAGE 

BABIV 

BASIL PI~NELITAN 

Untuk mengetahui waktu dan macam protein yang banyak dieksprcsikan, 

v1rus Dengue 3 diinokulasikan pada sci BHK 21 clone IJ, kemudian dianalisis 

menggunakan metode SDS-PAG E 12% dengan pcwarnaan silver. Hasil SDS-PAGE 

ditunjukkan pada gambar 6. Kolom I tampak beberapa protein mulai dapat diamati 

walaupun jumlahnya masih sedikit. Protein E (Envelope) ditandai dengan adanya pita 

yang terletak antara 45 - 66 kd dan protein pr-M (premembran) ditandai dengan pita 

kecil yang terletak antara 21.5 -· 31 kd, tampak pada kolom I. Pada kolom 2, selain 

protein E dan pr-M yang muncul , protein C (Capsid) yang memiliki berat molekul 

dibawah 14.5 kd mulai dapat diamati , walaupun pada gambar wama yang tampak 

masih kurang jelas. Apabila dibandingkan dengan kolom sebelumnya yaitu kolom 1 

dan 2, pada kolom 3 macam protein yang dapat diamati semakin banyak, yaitu mulai 

tampakjelas pita-pita yang terletak antara 14.5-21.5 kd dan 31 - 45 kd. Kolom 3 ini 

pita-pita untuk protein E, C dan pr-M semakin tampak jelas diikuti dengan intensitas 

warna yang makin kuat. Keadaan itu tampak semakin jelas dalam kolom 4, di mana 

pada gambar tampak protein- protein diekspresikan secara optimal oleh virus Dengue 

3, terutama untuk protein E, C dan pr-M. Pada kolom 5 dan 6 macam protein yang 
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dihasilkan masih tetap seperti pada kolom sebelumnya, hanya saja terdapat perbedaan 

pada intensitas warna. 

Berdasar hasil tersebut, protein yang banyak diekspresikan oleh virus Dengue 

3 adalah protein E, C dan pr-M. Ketiga protein tersebut secara optimal diekspresikan 

pada inkubasi antara 24 - 72 jam pasca inokulasi virus Dengue 3 dalam sel BHK 21 

clone 13 , sedangkan untuk protein E dan pr-M sudah mulai diekspresikan pada 

inkubasi 2 jam pasca inokulasi . 

4.2. Basil Western blot 

Setelah mengetahui bahwa protein E, C dan pr-M banyak diekspresikan oleh 

virus Dengue 3, penelitian dilanjutkan dengan mencari protein yang imunogenik dan 

spesifik terhadap virus Dengue 3 isolat Indonesia dengan menggunakan metode 

Western blot. Analisis ini , basil SDS-PAGE dialihkan pada membrane nitoselulosa 

kemudian direaksikan dengan antibodi poliklonal serum dari kelinci yang telah 

diinokulasi dengan virus Den-3 sebanyak 1 M.O.I dan berikutnya ditambahkan Ig G 

a(anti ) kelinci berlabel enzim alkalin phosphatase (konjugat). Untuk menunjukan 

ikatan tersebut dilakukan pewarnaan fast-red . Hasil Western blot didapatkan seperti 

yang tampak pada gambar 7. Dalam analisis ini protein yang muncul pada membran 

nitroselulosa merupakan protein yang imunogenik dan spesifik terhadap virus Dengue 

3. Kolom 1, protein yang tampak berikatan dengan antibodi I dan IT adalah protein E 

dan pr-M . . Kolom 2, selain protein E dan pr-M, protein C juga tampak berikatan 
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dengan antibodi , sedangkan pada kolom 3 , 4 dan 5 protein C tidak begitu jelas 

penampakan pitanya. Berbeda dengan pita-pita dari protein E ~n pr-M yang 

penampakannya masih dapat diamati dengan j ~las pada gam bar, pada kolom 6 protein 

C kembali tampakjelas, begitujU£"- dengan protein E dan pr-M. 

Berdasarkan hasil di atas, protein E, C dan pr-M merupakan protein yang 

imunogcnik dan spesifik terhadap virus Dengue 3, walaupun protein C kurang begitu 

memberikan hasil yang memuaskan. 
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Gambar 6. Basil SDS PAGE12% dengan pewarnaan silver dari 
virus Den-3 yang sebelumnya diinokulasikan pada sel 
BHK21 clone 13 sebanyak 1 M.O.I. 

Kolom 1 inkubasi 2 jam pasca inokulasi 

Kolom 2 inknbasi 6 _jam pasca inokulasi 

Kolom 3 inkubasi 12 jam pasca inokulasi 

Kolom 4 inkubasi 24 jam pasca inokulasi 

Kolom 5 inkubasi 48 jam pasca inokulasi 

Kolom 6 inkubasi 72 jam pasca inokulasi 
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Gambar 7. Hasil \Vestern blot dengan pew~rnaan fasi-red dari virus 
Den-3 yang direaksikan dengan serum dari kelinci (1 : 500) 
yang sebelumnya diinokul~si deng::.n Yirus Den-3 sebanyak 
1 M.O.I. dan fragment Ig G a (anti) kelinci (1 : 10.000). 

Keterangan : Kolom 1 inkubasi 2 jam pasca inokulasi 

Kolom 2 inkubasi 6 jam pasca inokulasi 

Kolom 3 inkubasi 12 jam pasca inokulasi 

Kolom 4 inkubasi 24 jam pasca inokulasi 

Kolom 5 inkubasi 48 jam pasca inokulasi 

Kolom 6 inkubasi 72 jam pasca inokulasi 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

Mengetahui karakterisasi protein vtrus Dengue 3 isolat Indonesia sangat 

penting untuk menemukan macam protein imunogenik yang nantinya dapat 

digunakan dalam membuat vaksin sub unit, yaitu vaksin yang mengandung protein 

virus yang dapat menimbulkan antibodi protektif. Vaksin sub unit ini diharapkan 

dapat digunakan untuk memberikan kekebalan seseorang terhadap penyakit DBD. 

Basil penelitian ini menunjukkan bahwa protein virus Dengue 3 isolat 

Indonesia yang potensial untuk dijadikan kandidat vaksin sub unit adalah protein E, C 

dan protein pr-M. Protein tersebut diekspresikan secara optimal antara 24 - 72 jam 

setelah virus Dengue 3 diinokulasikan pada sel BHK 21 clone 13. 

Protein pr-M, C dan protein E adalah protein struktural dari vmon. Peran 

penting dari golongan protein struktural adalah memberi lapisan pelindung bagi asam 

amino virus. Protein struktural lain yang termasuk ligan, digunakan untuk pelekatan 

molekul reseptor sel (Fenner et a/. , 1993). Berdasarkan hal tersebut di atas, protein E, 

C dan protein pr-M memiliki fungsi yang tidak jauh bcrbcda. fungsi protein E adalah 

bertugas melekatkan virus ke membran sel (Marianneau eta/., 1996). Penetrasi virus 

ke dalam sel , menyebabkan hambatan hemaglutinasi, melindungi maturasi virus dan 

menyebabkan netralisasi (Gollins dan Portfield, 1985; Guirakhoo et a!., 1991 ). 

Protein E merupakan protein utama yang mcnyusun amplop dari virion (Marianneau 
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et a/. , 1996). Protein C memiliki fungsi yang utama sebagai penyusun nukleokapsid 

dari virion (Rice, 1996). Protein C secara langsung kurang mempe.ngaruhi proses 

penginfeksian virus ke sel. Protein pr-M sendiri merupakan suatu prekursor glikosilat 

dari struktur protein M (Rice, 1996). Protein M terbentuk setelah protein p::-M 

mengalami maturasi , dalam waktu singkat sebelum atau bersamaan dengan pelepasan 

virion, protein pr-M pecah dan terbentuk proteiu M dan N-terminal pr segmen 

(Chambers et a!., 1991 ). Tidak semua pr-M yang mengalflmi maturasi akan pecah 

menjadi protein M (Rice, 1996), karena pr-M juga memiliki peran sebagai pelindung 

protein E pada proses maturasi virion di dalam acidic vesicles pada proses eksotoksis 

(Randolph et a!., 1990; Guirakhoo et a!., 1992). Keadaan itu dapat dilihat pada 

gam bar 3 yang dikutip dari Chambers et a!. ( 1991), bahwa pada intraseluler dan 

ekstraseluler protein pr-M masih tetap tampak. Protein pr-M dan protein E rnemiliki 

peranan dalam proses translasi dari retikulwn enlioplasma ke membran sel (Ruiz

Linores et a!. , l989; Despres at a!., 1990). Hal terpenting pada protein pr-M ini 

adalah netralisasi yang dilepaskan virion mengandung pr-M, sehingga secara tidak 

langsung protein pr- M berperan sebagai antibodi (Rice,l996). Jadi ketiga protein 

tersebut yaitu: E, C dan pr-M hanya protein C yang tidak mempunyai fungsi 

netralisasi, sehingga protein C kurang dapat menginduksi secara spesifik antibodi 

protektif. 

Pada analisa secara Western blot menunjukkan bahwa antibodi dari kelinci 

yang telah diinokulasi dengan virus Dengue 3, dapat berikatan dengan protein pr-M, 

C dan protein E. Proses terbentuknya antibodi pada tubuh kelinci adalah segera 
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setelah infeksi, beberapa partikel virus difagositosis oleh makrofag kemudian akan 

dihancurkan. Protem virus diuraikan menjadi peptida yang lebih pend~k dan disajikan 

pada perrnukaan makrofag dalam kaitannya dengan protein MHC (MaJor. 

Histocompability Complex) kelas II. Kombinasi ini dapat dikenali o!eh limfosit CD4~. 

Th 1 (helper T cell) memberik~n respon melalui proliferasi limfosit T, kemudian 

melepaskan limfokin yang menarik monosit darah ke ttmpatnya, selanjutnya 

merangsang untuk berproliferasi dan herdiferensiasi menjadi makrofag yang aktif. 

Hal ini merupakan dasar dari respon peradangan. Limfosit Th2 memberikan respon 

dengan mengeh,arkan sejumlah limfokin yang berbeda untuk membantu sel B, 

i<:emudian berikatan dengan virus, membelah dan berdiferensiasi menjadi sel plasma. 

Sel plasma inilah yang nantinya mengeluarkan antibodi spesifik. Sel Tc (cytotoxic T 

cell) diaktifkan setelah pengenalan peptida virus dalam kaitannya dengan MHC kelas 

I pada perrnukaan dari sel yang terinfeksi (Fenner et al. , 1993). Jadi dalam serum 

kelinci dihasilkan antibodi spesifik terhadap protein E, C dan protein pr-M. Ketiga 

protein tersebut, protein E, pr-M yang lebih imunogenik dibanding dengan protein C. 

Hal ini disebabkan protein E dan protein pr-M merupakan protein penyusun amplop 

dari virion, terutc.ma protein E (Rice, 1996) serta memiliki fungsi netralisasi, 

sehingga karena adanya kedua protein struktural inilah proses penginfeksian virus ke 

sel dapat berjalan dan antibodi spesifik dibentuk oleh sel B. Antibodi spesifik yang 

dibentuk oleh sel B dapat berikatan dengan tiap epitop pada protein perrnukaan dari 

virion, tetapi hanya antibodi beraviditas cukup tinggi yang dapat berikatan dengan 

epitop pada protein kapsid luar atau amplop virion, dan mampu menetralkan 
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infektifitas virus (Fenner eta!., 1993). Protein E memiliki susunan nukleotida primer: 

792 sampai 812, 892 sampai 923, 1119 sampai 113 8, 15 82 sampai 1600, 183 1 sampai 

184 7 dan 2088 sampai 21 07), protein C memiliki susunan nukleotida primer 616 

sampai 632, dan protein pr-M.memiliki nukleotida primer 1 sampai 21 . Protein E 

ditunjukkan memiliki tiga antigenik domain (Mandl et a!., 1989) yang berperan 

sebagai reseptor dari virus dan juga dibantu oleh protein pr-M. Protein E dan pr-M 

dapat disebut protein kunci, karena protein tersebut biasanya mengandung ligan dan 

berikatan antara reseptor virus dan reseptor sel (Fenner eta!., 1993). 

Hasil dari penelitian ini sedikit berbeda dengan hasil penelitian yang 

dilakukan oleh Staropoli et. a! (1997) untuk virus Dengue serotipe I dan Despres et.a/ 

(1990) untuk virus Dengue serotipe 2. Pada virus Dengue serotipe 1 menghasilkan 

protein yang spesifik terhadap virus Dengue I, yaitu E, NS 1 dan pr-M . Virus Dengue 

serotipe 2, protein E dan pr-M adalah protein yang mampu berikatan dengan antibodi 

dari tikus yang diinokulasi dengan virus Dengue serotipe 2. Protein non struktural 

yang berikatan dengan virion utamanya adalah enzim, sebagian besar terlibat dalan1 

transkripsi asam amino, pengaturan, penggolongan atau replikasi (Fenner et a/., 

1993). Protein NS 1 merupakan protein non struktural yang berperan untuk sintesis 

virus, perakitan dan pelepasan virion . Protein NS 1 dapat mempengaruhi virulcnsi dan 

juga berperan dalam pembentukan kekcbalan tubuh. Perlinclungan ini melalui 

antibodi (Rice, 1996). Pada dasarnya, scpuluh macam protein yang dimiliki oleh virus 

Dengue berperan dengan fungsin ya masing-masing dalam proses penginfcksian virus 

ke sel (Chambers eta!., 1991 ), hanya saja sctiap scrotipe dari virus Dengue mcmiliki 
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rnerniliki perbedaaan genetik pada struktur asarn amino. Misalnya pada deretan asarn 

amino untuk protein pr-M, M danE pada Den-1 , 2, 3 dan 4 terdapat perbedaan secara 

genetik (Lee et al. , 1993), sehingga pernbentukan antibodi spesifik setiap serotipe 

akan rnenjadi berbeda, karena untuk rnenentukan spesifitas antibodi ditentukan pada 

urutan asarn amino yang terdiri dari ternpat pertautan dan antigenik 

Protein E dan protein pr-M ini mulai diekspresikan setelah dua jam virus 

diinokulasikan pada sel BHK 21 clone 13, walaupun pengekspresian protein belum 

banyak, tetapi rnacam protein yang tampak sudah dapat diamati . Pada inokulasi dua 

jam ini tampak ada beberapa protein yang dapat diamati , padahal masa eklips dari 

virus Dengue sendiri sekitar tiga jam (Fenner eta!. , 1993), maka dapat diperkirakan 

protein E dan pr-M yang diekspresikan oleh virus berasal dari retikulum endoplasma, 

sehingga protein yang diekspresikan belum banyak. Pada inkubasi 6 sampai 72 jam, 

tampak pelepasan virus dan pengekspresian protein semakin banyak, terutarna pada 

inkubasi antara 24 - 72 jam pasca inokulasi, protein diekspresikan secara optimal oleh 

virus Dengue 3. 
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6.1. KESTMPULAN 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpula·:-t sebagai berikut: 

1. Protein E (Em·elope), protein C (Capsid) dan protein pr-M (premembran) adalah 

protein imunogenik terhadap virus Dengue 3 isolat Indonesia. 

2. Protein E, protein C dan protein pr-M diekspresikan secara optimal antara 24- 72 

jam setelah virus diinokulasi ke sel BHK 21 clone 13. 

6.2. SARAN 

Berda~arkan hasil penelitian secara invitro, perlu dilakukan penelitian secara 

invivo untuk meleng;kapi data sebelumnya, bahwa protein E , C dan pr-M spesifik dan 

protektifterhadap virus Dengue 3 isolat Indonesia. 
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RINGKASAN 

Kartika Hatmisari . Karakterisasi protein imunogenik virus Dengue 3 isolat 

Indonesia, dibawah bimbingan Bapak Dr. Fedik. Abdul Rantam, Drh selaku dosen 

pembimbing perta.ma dan Bapak Dr. Hario Puntodewo S., M AppSc, Drh selaku Josen 

pembimbing kedua. 

Penelitian ini bertujuan ur.tuk me11getahui karakter protein imunogenik, yang 

nantinya dapat menjadi kandidat vaksin Dengue isolat Indonesia. 

Virus Dengue 3 isolat Indonesia diinokulasikan pada sel BHK 21 clone 13 (Baby 

Hamsters Kidney) sebanyak 1 M.O.I (Multiplicity Of Infection) yang ditumbuhkan dalam 

medium MEM (Minimum Essential Medium) pada suhu 37° C. Pengumpulan sampel 

dilakukan dengan cara memberi selang waktu pada inkubasi didalam inkubator C02 5% 

yaitu 2, 6, 12, 24, 48 dan 72 jam pasca inokulasi, yang bertujuan untuk meliltat kapan 

protein imunCJgenik diekspresikan. Masing-masing sampel dibuat menjadi sel lysat age.r 

protein virus keluar dari sel, kemudian dianalisis menggunakan metoda SDS-PAGE 12% 

dengan pewamaan sil v~r, untuk menentukan macam protein dari virus Dengue 3 

berdasarkan berat molekulnya. Analisis selanjutnya adalah Western blot dengan 

pewamaan fast-red, untuk mengetahui protein imunogenik terhadap virus Dengue 3. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa protein E (Envelope), C (Capsid) dan protein 

pr-M (premembran) merupakan protein imunogenik terhadap virus Dengue 3. Ketiga 

protein tersebut diekspresikan secara optimal antara 24 - 72 jam pasca inokulasi. 
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Lampiran 1 

Sagan alir Penelitian Set Monolayer BHK 21 Clone 13 

Set monolayer 
BHK 21 Clone 13 

Inokulasi virus 
DEN-3 

pada kultur jaringan 

Set 
Lysat 

Western Blott 

4 I 
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Lampiran 2. 

Komposisi bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian : 

1. Komposisi Media Minimum Essential Medium (MEM) 

Metabolik Substrat 

Arginin 
Cystin 
Glutamin 
Histidin 
lsoleusin 
Leusin 
Methyonin 
Lysin 
Phenyalanin 
Threonin 
Tryptofan 
Tyrosin 
Valin 
Glucosa 

Vitamin 

Choline 
Folic Acid 
Inosital 
Nikotinamid 
Panthotenat 
Pyridoxal 
Riboflavin 
Thiamin 

Garam-garam Anorganik 

NaCI 
KCI 
CaCI 
MgCh.6H20 

m mol dm-3 

0.6 
0.1 
2.0 
0.2 
0.4 
0.4 
0.1 
0.4 
0.2 
0.4 
0.05 
0.2 
0.4 
5.5 

8.3 
2.3 
11.0 
8.2 
4.6 
6.0 
0.27 
3.0 

116 
5.4 
1.8 
1.0 

42 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KARAKTERISASI PROTEIN IMUNOGENIK... KARTIKA HATMISARI



2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

NaH 2P04. 2H20 
NaHC03 

1.1 
23 .8 

Komposisi Phosphat Buffer Saline (PBS) 

NaCl 137 mM (8.0 g) 
KCl 2.70 mM (0 .2 g) 
Na2HP04 x 2H20 8.0 mM (1.42 g) 
KH2P04 1.8 mM (0.24 g) 
Aquadest ad 1000 ml 

Komposisi Tripsin 0.25% 

PBS 100 ml 
Trypsin 0.5 g 
EDTA 0.07 g 

Komposisi Running Ge/12% 

Acrylamid 2.5 ml 
Tris- HCI pH 8.8 1.2 ml 
SDS 0.5% 1.2 ml 
Aquadest 1.1 ml 
Temed 5.0 ) .. tl 
APS 10% 30 ).!1 

Komposisi Stacking Ge/12% 

Acrylamid 0.66ml 
Tris-HCl pH 6.8 0.8 ml 
SD~ 0.5% 0.8 ml 
H20 0.74ml 
Temed 4.0 ).!1 
APS 10% 20 ).!1 

Komposisi NP 40 O.so;;, 

Aquadest 50 ml 
NP40 250).!1 
NaCI 1.45mg 
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7. Komposisi pewarna silver 

Aquadest 
NaOH 0.36% 
NH3 25% 

147m! 
42 ml 
2.8 ml 

AgN03 dilarutkan dalam 8 rr.; Aquadest 

8. Komposisi pengembang warna 

Aquadest 
Fonnaldehyd 37% 
Asa;n Citrat 5% 

9. Komposisi Transfer Buffer 

Tris (hydroxymethyl) aminomethan 
Glycin 
Methanol (pA) 
Aquadest ad 

10. Kom posisi Electrophoresis Buffer 

1.6 g 

200m! 

lOOJ.!l 
200J.!l 

15.15g 
72.00g 
lOOOml 
5000ml 

Tris (hydroxymethyl) aminomethan 30.29g 
Glycin 144.13g 
SDS CH n l12 S04 10 g 
Aquadest ad l OOOml 

11. Komposisi Bovine Serum Albumin (BSA) 1% 

BSA (dilarutkan dalam 4 ml aquadest) 4 g 
Aquadest 100 ml 

12. Komposisi Fast-red 

Buffer untuk pewarna<m 200mM Tris HCI pH 8.0 15.75g/ 500 ml 
2mM MgCI 2 0.203g/ 500ml 

Solutio Strainning fast-red dalam Tris Buffer 12 mg/ ml 
Substrat untuk pewarnaan ~-napthol As- mx phosphat dim H20 destilan 0.8 

mg/ml 
Aquadest 500 ml 
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Lampiran 3. Beberapa peralatan yang digunakan dalam penelitian 

Laminar Flow Hood 
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Inkubator C02 
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a. Peralatan untuk SDS PAGE dan Western Blot 

b. Shaker 
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