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RIN GK.ASAN EKSEKUTIF 

Penyakit demam berdarah dengue (DBD) sampai saat ini masih merupakan 

masalah kesehatan m asyarakat di Indonesia dan rnerupakan salah satu program prioritas 

utama di bidang keschatan. Hingga saat ini belum ada vaksin dengue yang terseclia di 

pasaran, yang ada hanya kandidat vaksin dengue schingga masih di butuhkan 

pengembangan vaksin yang aman dan halal. 

Studi awal pengembangan vaksin menggunakan virus DEN inaktif menghasilkan 

hilangnya imunogenisitas virus sebagian karena proses inaktivasi. Selanjutnya 

dikembangkan live attenuated vaccine yar.g dapat memicu kekebalan protektif tinggi, 

namun menimbulkan komplikasi klinis yang tidak diharapkan. Sehi ngga pengembangan 

vaksin saat ini ke arah sub unit protein rekombinan dan DNA rekombinan. 

Tahun 2009 dan 2010 telah dilakukan pencl itian pengembangan vaksin Dengue 

dengan teknologi sub unit protein rckom bi nan yang berasal dari protein Non Struktural J 
virus Dl�N l strain Indonesia (Bekasi 2003915846) dengan sistem ekpresi di Pichia 

pastoris. Telah dihasilkan construct dari plasmid pPICZ alpha B di E.coli Top I OF yang 

mengeksprcsikan protein rckornbinan DEN-l -NS 1. Kemudian tel ah diproduksi protein 

rekombinan DEN -1-NS 1 dengan berat molekul 120 kDa yang menggunakan sistem 

ekspresi sekresi dari sel inang Pichia pastoris. Protein rekombinan yang dihasi lkan telah 

diverifikasi dengan PCR, sekuensing, SDS PAGE, ELISA dan Western Blott dan masih 

menunjukkan respon imunogcnisitas sepcqi bentuk \Vild typenya. Pcnelitian lanjutan 

bertujuan untuk mengetahui status kckebalan dan cfikasi protcktif subunit vaksin 

rekombinan NS 1-DEN-1 pada hevvan coba mencit Balb/c. 

Hasil status kekebalan pada mencit I3alb/c yang telah divaksinasi dengan protein 

rekombinan rNS I. dibcri adjuvan Freund dan aluminium hidroksida dengan rata-rata titer 

antibodi (OD 450 nm) be11urut-turut scbagai bcrikut OJ25; 0.292; OJOl. Pemberian 

vaksinasi dilakukan sebanyak 3 kali dengan interval I minggu dan dosis protein 

rekombinan rNS l 50 ug/ml. Hasil ini menunjukkan telah terjadi peningkatan titer 

antibodi dibandingkan dcngan kelompok kontrol yang divaksin dengan PBS (titer 

antibodi: 0,062) dan plasmid pPlCZaB (titer antibodi: 0.057). 



Rata- rata titer antibocli lebih tinggi pada pemherian vaksin clengan acljuvant 

dibandingkan tanpa adjuvant. Pemberian vaksin protein rekombinan dengan adjuvant 

Freund hasilnya lebih tinggi dari pada adjuvant Aluminium hidroksicla karcna acljuvant 

Freund merupakan adjuvant yang scsuaj untuk mcncit Ralb/c. Namun pemberian dengan 

adjuvant Alum juga menunjukkan titer antibodi yang lebih tinggi dibandingkan vaksin 

yang tanpa adjuvant dan adjuvant alum merupabn acljuvant yang sesuai untuk manusia. 

Sehingga dapat dipertimbangkan untuk pembcrian vaksin protein rekornbinan rNS l juga 

dapat diberikan tambahan adjuvant J\lurn untuk menghasilkan respon kekcbalan yang 

lebih optimal. 

Hasil uji challenge tidak diternukan kelumpuhan dan kematian pada seluruh 

kelompok mencit Balb/C. Hasil ini mcnunjukkan bahv.·'a mencit Balb/c kurang 

susceptible jika dilakukan pada mencit umur diatas 6 minggu. Sehingga kckcbalan 

protektif diukur dengan titer antibodi pasca uji challenge. Rata-rata titer antibo<li pasca 

uji challenge clengan wil.d type virusnya menunjukkan kenaikan yang lebih tinggi 
·
dibandingkan dcnga.n pasca vaksin yaitu berturut-turut dengan vaksin p1:otcin rekombinan 

rNSI, clenga.n adjuvant Alum dan Freund scbagai berikut: 0,164; 0,312; 0,506. Hasil ini 

menunjukkan bahwa vaksinasi dengan protein rekombinan dapat memberikan respon 

kekebalan terhadap infeksi virus Dengue liar. 
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ABSTRAK 

Virus dengue yang ditularkan melalui gigitan nyamuk dapat menyebabkan penyakit 

dernam dengue/demam berdarah dengue/dengue shock syndrome, sehingga menjadi prioritas 

utama untuk pengendaliannya. V aksinasi merupakan salah satu alternatif strategi 

pengendalian yang efektif. Beberapa penelitian telah mengidentifikasi bahwa protein non­

struktural 1 (NS 1) merupakan antigen yang menjanj ikan untuk pengembangan vaksin 

dengue. Penelitian ini menggunakan protein rekombinan NS I DEN-1 strain Indonesia yang 

diekspresikan pada Pichia pastoris. Vaksinasi dilakukan pada mencit Balb/c secara 

intramuscular, kemudian dilanjutkan dengan uji challenge dengan virus DEN-I secara 

intravena. Hasilnya rnenunjukkan bahwa vaksin subunit protein rekornbinan NS 1 DEN-1 

dapat memberikan reaksi irnunogenisitas dan respon irnun terhadap infeksi virus Dengue liar. 
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I .  LATAR BELAKANG 

Penyakit demarn berclarah dengue (0 80) sampai saat ini masih merupakan masalah 

kesehatan masyarakat di Indonesia clan mcrupakan salah satu program prioritas di bidang 

keschatan. Sampai saat ini obat anti virus dengue bclum ada clan program pcngcndalian 

vector masih belum berhasil mencegah KL8 080. Vaksinasi merupakan st rnkgi 

pengendalian paling efektif (Mustafa et al, 200 8). Hingga saat i n i  belum ada vaksin 

dengue yang terscdia di  pasaran, yang ada hanya kandidat vaksin dengue schingga masih 

dibutuhkan pengembangan vaksin yang aman clan halal. 

Virus Dengue ditularkan ke manusia melalui gigitan nyamuk yang telah terinfeksi 

terutama jenis nyamuk Aedes aegypti clan Aedes albopictus (Gubler, 1998). Virus Dengue 

tcrmasuk dalam genus Fla vi v i rus. fami li Flaviviridac. terdiri dari 4 scrotipc (Dl-:N-L 

DEN-2 . DEN-3. clan DEN-4). Flavi virus merupakan virus yang rncmi l i k i em'elop<:'. 

positive sense Rl\iA untai tunggal, dengan panjang genom I l kb, dike l i l i ngi oleh J 80 

kopi dari dua g l ikoprotein, mempunyai satu open reoding .fume yang dikode sebuah 

pulyprotein. Amino terminal dari genorn tcrcliri clari 3.400 asarTi amino, d.ikocle 3 protein 

struktural clan 7 protein non struktural (F lamand et al, \ 999, Mukhopadhyay ct aL 2005). 

! •. -- 1 � ...... ·: 

Gambar l. Protein structural clan non structural virus Dengue (Whitehead et al. 2007) 

Yirion DENY bcrbcntuk spherical. rncmpunyai envelop clan berdiarnctcr kira-kira 50 nm 

(liha1 gambar 2.) .  Virion tcrdiri dari 3 protein structural (capsid (C). rncrn brnn (1\.1). 

envelope (E) clan RNA genome. Tiga structural protein berasal clari bagian >!-terminal 

poliprotein dan diikuti  oleh 7 protein non structural. Protein non struktural virus dengue 

adalah NS 1. NS21\. NS2b. NS3. NS4;\. NS4H clan NS5. (Linclcnbach & Rice. 2001 ). 
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Gambar 2. Struktur virus dengue (Zang \Vet al, 2003). 

�.:�-ilk<' Of(l,l'l;.:-,1liu11 

of st1rrace rlirriers 

Penyebab dominan DBD di Indonesia adalah virus Dengue serotipc 3 (DENV-3) 

genotip lokal (Suwandono et al. 2004). Virus DENY-3 diduga sebagai pcnyebab 

manifestasi kasus Demam Dengue berat yaitu Demam Berdarah Dengue atau Dengue 

Shock Syndrome clan merupakan serotipe yang paling luas distribusinya disusul DENY-

2, DENY-I clan DENV-4 (Corwin. ct al 2001 ). 

Hasil studi cpidemiologi molekuler pada 3l1 pendcrita suspect Dcmam Bcrdarah 

Dengue di 3 RS OKI Jakarta th 2009 (Whinic, dkk) dengan pcmeriksaan PCR 

men unjuk kan serotype terbanyak adalah DEN 1 (21 %) kemudian DEN 3 ( 12.5%) (Tabel 

I). Hasil ini menunjukkan adanya perubahan serotype Dengue yang menonjol, hasil 

penelitian tahun sebclumnya lcbih banyak didominasi oleh Dengue scrotypc 3 clan 2 

tctapi pada tahun 2009 di OKI Jakarta lcbih banyak Dengue scrolypc 1 .  

Tabel I. Distribusi serotipc Dengue pada tersangka penclcrita DHD anak & dcwasa di RS 
OKI (Th 2009) 

------
I lasil PCR Rurnah Sakit Bucli Asih. Koja. larakan 

- -f-----Anak(101) Dewasa (210) N(311L_ _ 
Negative 43 (43%) 1 01 (48(Yo) 61 (46%) --
DEN 1 22 (22%) 43 (20%) 6.5(21 %) 

-- -·-
DEN 2 9 (9%) 24(11%) 33( 1 1%2 -
DEN 3 1.5 ( 1 5%) 24 (11%) 39(12.5%) 

DEN4 l I (I  1%) 13 (6%) 24(8 %_) -
Mix (DEN 11-DEN 2) I(!%) 4(2%) ' 5(2%) � 

1 Mix (DEN 2+DEN 3) - 1 (0.5%) 1(0.3%) 
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Analisis phylogenetic (Dep. Mikrobiologi UJ) menunjukkan bal1\va strain DENY 

Indonesia berbeda dengan genotype di negara lain (Asia Tenggara) sehingga 

kemungkinan untuk menimbulkan respon imunologi spcsifi.k cliperlukan pengembangan 

strain lokal Indonesia. 

Stucli awal pengembangan vaksin rne'.1ggunakan virus DE:t\ inaktif menghasilkan 

hilangnya imunogenisitas virus sebagian karena proses inaktivasi (Schlesinger R'vV. 

1977). Selanjutnya dikembangkan live attenuated vaccine yang dapat mcmicu kekebalan 

protektif tinggi, namun menimbulkan komplikasi klinis yang tidak cliharapkan (Edelman 

R, et al J 994). Live attenuated vaccine ternyata juga berisiko menimbulkan replikasi 

virus yang dapat menyebabkan virus bermutasi kembali menjadi patogen & memicu 

respon imun yang rncrugikan (Shekhar, 2007). Sehingga pcngcmbangan vaksin saat ini 

ke arah sub unit protein rekombinan dan DNA rekombinan vaksin. Tetapi pcngembangan 

vaksin DNA rekombinan dikhawatirkan bisa mengakibatkan perubahan yang bersifat 

onkogen dan sukar untuk dihilangkan karena DNA vaksin terintegrasi ke chromosome 

host. 

Tahun 2009 dan 20 1 0  telah dilakukan penelitian pengcrnbangan vaksin Dengue 

dengan teknologi sub unit protein rekombinan yang berasal dari protein Non Struktural 1 

virus DEN I strain Indonesia (Bekasi 200391 5846) dengan sistem ekpresi di Pichia 

pastoris. Pemilihan gen Non Struktural 1 pacla sludi ini scbagai pcngganli gen s1ruktural 

bertujuan untuk mcnghindari risiko anti-virion antibody perantara antibody-dependent 

enhancement (ADE) yang bisa mengakibatkan manifestasi Dengue Haemorrhagic rever 

berat/ Dengue Shock Syndrorn. Protein NS l tidak tergahung dalam virion sehingga tidak 

menimbulkan virus enhancing antibody (Wu S.F. ct a\ :2003). Protein Non Struktural l 

terdiri dari 1 056 basa. 352 asam amino clcngan bcral molckul 40-46 kD. antigen pengikm 

komplemen yang dapat larut. NS I ditemukan bersirkulasi di serum pasien terinfeksi ,·irus 

dengue. menunjukkan bahwa sekresi NS l nerupakan hal penting pada infeksi Flavivirus 

di tubuh manusia. (\Vu S.F ct al. 2003 ). Protein NS 1 juga adalah target pcrrting clari 

antibodi terhaclap DENY (Flamand ct aL 1999, Wang ct ::ii. 2009) 

Glikoprotein NS 1 ada di seluruh Flavivirus dan berperan pcnting untuk replikasi & 
viabilitas virus (flamancl et al, 1999, V./ang et al. 2009). 
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NSl diekspresikan pada perrnukaan vims yang menginfeksi sel sehingga dapat menjadi 

target Tc cells spesifik virus melalui compelement-mediated pathway (Schlesinger.J..J et 

al., 1987) dan antibody dependent cell cytotoxicity (/\DCC) (Schlcsingcr.J.J ct al.. 1993). 

NS I digunakan scbagai antigen yang pcnting bagi pcngcrnbangan vaksin dengue clan 

juga sebagai reagen untuk diagnosis cepat dengue (Zhou ct al. 2006). Fpitop NS I virus 

Dengue yang bersifat imunogenik yang herperan sebagai target antibody untuk 

pcngembangan vaksin maupun rapid test cliagnostik y8itu: 

1 . ELKCGSGI F terlctak pacla asam amino kc 1 2-20 (Khan i\M ct al. 2006) 

2. VHTWTEQYK terletak pada asam amino ke 25-33 (Andre\v Kl falconar. 2007 & 
2008) 

3. Vl fTWTEQYKFQ terlctak pacla asam amino ke 25-35 (Khan AM et al. 2006) 

4. EHK YSWKS tcrlctak pada asam amino ke 110-1 1 7  (Wu I IC et al. 2001 ) .  

5. HKYSWK terletak pada asam amino ke 1 1 1 - 1 1 6 (Yao et al, 1995) 

6. HTLWSNGVL.ES terletak pada asam amino ke 229-239 (Khan Atvl et al, 2006) 

7.  GPWllLGKLE terlctak pada asam amino kc 226-274 (Khan /\1\.1 et aL 2006) 

8. RGPSLRTfT terlctak pada asam amino kc 294-302 (Khan /\M ct al. 2006) 

9. Epitop LD2 . 24A, LXl. 24C. dan r:LK-typc motif (Roehrig. 1997. Falconar ct al 
2007). 

Studi pengembangan vaksin protein rekombinan NS I pada beberapa penelitian 

menunjukkan bahwa NS I sangat imunogenik serta dapat menimbulkan antibodi protektif 

clcngan aktivasi komplcmen untuk membunuh target sci yang tcrinfcksi (Chaturvccli ct al. 

2005. Costa et al. 2006). Protein NS 1 cfcktif tanpa rnenirnbulkan risiko lcnomena 

antibody dependent enhancemenl (A DE) yang mungkin discbabkan reaksi antibodi non 

nctralisir terhadap protein struktural E virus (Wu et al. 2003. Costa et al. 2006). Protein 

NSl dapat mcngincluksi kckcbalan sclulcr dan hurnornl jangka panjang (\lv'u ct al. 200:1. 

Costa ct al. 2006). 

Sistem ckspresi yang dipilib pada penelitian ini menggunakan sci eukarotik di Pichia 

pastoris. Pi chia pastoris adalah spesies yea.st methylotropic. famili saccharomyces yang 

merupakan sci inang cksprcsi dcngan level cksprcsi protein yang 1inggi. lcbih ccpal. tidak 

rnahal serta lebih rnudah dibandingkan sisLcrn cksprcc;i cukmiotik lainn) a. 
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Plasmi d  yang digunak an sebagai vektor ekspresi adalah pPICZalphaB yang mem iliki 

signal alpha fac tor sehingga dapat mem berikan sistern ck spresi herupa sekresi yang 

mem udahkan saat purifikasi. Sclain itu juga P. pastoris mc rupak an organisme non 

patogen, pro te in rckom bin an yang dicksprcsikm1 bcbas py rogen ( tidak scperti cksprcsi di 

E.coli), bebas toksin,dan bebas vim/ inclusions (tidak sepe rti ekspresi d i  tissue culture). 
tidak bersinggungan/ m engandung korn ponen he\.VHn (tidak seperti ekspresi di cell 

culture) sehingga aman & halal untuk digunakan kc m anusia (Etcmad 8. ct al 2008). 

B asil penclitian tahun 2009-2 0 1 1 tclah dihasilkan con struct dari pl asm id rckombinan 

pPICZ alpha B d i  E .coli Top I Of yang m engeksp resikan protein rekomhin an NS 1 -DEN 1 .  

Kemudian telah diproduksi protein rekomhinan DEl\-1 -NS I dengan berat molekul 120 

kDa yang mc rupakan h om odimer 1nenggunakan sistcm ckspresi sckrcsi dari sci 111ang 

Pichia pastoris. Protein rckom bin an yang dihasil k an Lelah cliverifikasi clcngan PCR. 

sekuensing, SDS PAGE clan ELISA d an masih menun jukkan respon imun ogen isitas 

seperti bentuk vvi ld  typenya. Protein rekombinan NS I-DEN I yang dihasi lkan dapat 

dikembangk an unt uk kit diagnostik dan vak sin. Pacla pcnelitian ini cl iarahkan untuk 

pengcmbangan kandidat vaksin schin gga masih diperl ukan pcncl i tian lcbi h lanjut unluk 

mengetahui status keke balan clan efikasi protekt if dari subuni t v aksin protein rekombinan 

NSI -DEN J .  

RUMUSAN MASALAH 

Penyakit demam berdarah dengue ( DBD) sampai saat ini rnasih rne rupakari masalah 

kesehatan m asyarakat di I n donesia dan merupakan salah satu prngrnm prioritas utama di 

bidang keschatan. I l ingga saat ini bcl urn tcrscclia obat anti \· iru s tcrhadap v irus den gue 

dan program pc11 gen dalian vektor sccara luas bclurn bc rhasil untuk mcnccgah K LB. 

Vaksinasi tamp akny a adalah alte rnatif yang: pa ling porensial  sehagai strategi 

pengendalian yang pal ing efektif. S am pai  saat ini belurn ada vaksin Dengue y ang tersedia 

d i  pasaran clan hanya  ada kandiclat vak sin schi ngga masih di butuhkan pe ngcmbangan 

vaksin yang aman clan hal al. Saal ini pc ngcmbangan \ 'aksin k.c arnh suh unit protein 

rekomhinan dan DNA v ak sin. Tetapi DNA v aksin mem iliki kcterhatasan adanya risiko 

onkogen yang sukar untuk dihilangkan karena DNA vaksin terintegrasi ke chromosome 

host. 

> 
-- - -- - -
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Studi awal pengernbangan vaksin menggunakan virus DEN inaktif rnenghasi lkan 

hilangnya i munogenisitas virus sebagian karena proses inaktivasi (Sch lesi nger R \V, 
I 977). Selanjutnya dikcmbangkan l ive attenuated vaccine yang dapat memicu kckcbalan 

protektif  tinggi. namun m en im bulkan kom pl i kasi k l i n i s  yang tidak diharapkan (Edel man 

R, et a l  I 994). Live attenuated vaccine ternyata juga herisiko menimbulkan replikasi 

virus yang dapat menyebabkan virus bermurnsi kemhali menjacl i patogen & mem icu 

respon i mun yang merugikan (Shekhar. 2007). Saal ini pcngcm bangan vaksin ke arab sub 

unit protein rckombinan dan DN,i\ vaksin. rctapi D�J\ vaksin memiliki kctcrbatasan 

adanya risiko onkogen yang sukar untuk dihi lang.kan karena DN A vaksin terintegrasi ke 

chromosome host. 

Hasil studi cpidcmiologi molekuler pacla 3 1 1  penderita suspect Demam Bcrdarah 

Dengue d i  3 RS DK I Jakarta th 2009 ( \\ihinic. dkk) clcngan pemcriksaan PCR 

menunjukkan serotype terhanyak adalah DEN I ( 2 1 °/o) kemudian DEN 3 ( 1 2 .5%) Hasil 

ini menunjukkan adanya perubahan serotype Dengue yang rnenonjol, hasil penel i t ian 

tahun sebclumnya lcbih banyak didomi nasi olch Dengue scrotype 3 dan 2 telapi pacla 

tahun 2009 d i  O K I  Jakarta lebih banyak Dengue scrotype 1 .  Kcrn ucli an clilanjulkan 

penelitian pengembangan vaks in cliawali untuk Dengue serotype 1 menggunakan strain 

Indonesia, yang nantinya dikernbangkan menjadi vaksin tetravalen. 

Tahun 2009 clan 2010 tclah clilakukvn pcnclitian pcngcrn bangan vaksin Dengue 

dcngan teknologi sub unit  protein rckombinan yang hcrasal clari protein Non Struklural l 
virus DEN I strai n Indonesia (I3ekasi 2003 9 1 58..J.6)  dengan sistem ekspresi di Pichia 

pastoris. Telah <lihasilkan construct dari plasmid pPICZ alplrn 13 di C.coli Top I Of yang 

rncngckspresikan protein rckombinan J )H \ - 1 -NS I dan tclnh cl i prod uksi protein 

rekombinan DEN- 1 -NS 1 clari scl inang Pichia pastoris. Protein rckombinan yang 

clihasilkan telah cliverifikasi clengan PCR. sekuensing. SDS P,.\()[ dan ELISA. ternyata 

masih menunjukkan respon imunogenisiws sereni bentuk wild t ypenya. Penelitian 

lanjutan d i l akukan untuk rncngctnhui status kck�bal<:rn dan dikasi protckti r dari subunit 

vaksin rckombinan N S l -DEN-1 pacla hewan cob0 rnencil. 
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I I. TU.JUAN 
I. Tujuan Urnum: 

Mcngctahui status kckebalan clan c fikasi protcklil' clari vaksin subunit protein rckombinan 

NS 1-Dcnguc 1 yang bcrasal dari strain Indonesia (Hekasi 2003915846) pada mcncit 

Balb/c. 

2. Tujuan khusus: 

a. Mcngukur liter antibodi N S l -spcsific lg G pasca vaksinasi subunit protein 

rekombinan NS 1 -DEN 1 dengan clan tanpa adjuvanl. 

h. Menilai efikasi protektif pasca vaksinasi subunit protein rekombinan 

NS I -DEN ldari hasil uji chadenge. 

Ill .  MANFAi\T 

a. Memberikan inforrnasi bagi ilmu clasar untuk pcngembangan prototype kandidat 

vaksin dengue strain Indonesia yang aman & halal. 

b. Menyediakan kandidat vaksin dengue strain Indonesia dengan teknologi subunit 

protein rckom.binan bagi pcngcrnbangan vaksin di industri 

c. Dalam jangka panjang, hasilnya dapat dimanfaatkan bagi pcnycdiaan vaksin 

dengue strain I ndonesia untuk program pencegahan Demam Berdarah di 

masyarakat. 
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IV. METODE 

I .  Kerangka Pikir  

Pengendal ian Demam Dengue/ 
Demam Bcrdarah Dengue 

Kontrol vektor 

Inactivated 

I vaccine & l ive 
attenuated vacci nc 

Therapy rehidrasi cairan 

nant 
uated 

. ) 

Recomb1 
l ive ancn 
vaccine 
(chimeric 

Pengemhangan vaksin 

1 
DNA Subunit protein 
vaccine rekombinan 

vaccine 

1 
Construct plasm id rckombinan N S l -
DEN l (Strain Indonesia. Bekasi 
2003 9 1 5846) 

i 
I Protein Rekombinan NS I -DEN I 

I \ 
I 

Status kekebalan pasca Efikasi protektif pasca 
vaksinasi (tanpa & 
dengan ad juvant) pada 
mcncil Balb/C 

2. Tcmpat clan Waktu Pcnc l i tian 

vaksinasi (Lanpa & 
dengan adjuvant) pada 
111cncit Balb/C: 

a. Pen i laian status kekebalan dengan meng:ukur titer untihodi NS 1 -spesifi c lg G 

pasca vaksinasi subunit pro tein rekombinan NS I-DEN dengan dan tanpa 

adjuvant antibody dilakukan d i  Laboratoriurn lmunologi. Pusat Biomcdis clan 

Teknologi Dasar Kcschatan. 

b. Penyiapan titer ,·irus Dengue dcngan Plague Assay untuk u_j i challenge pasca 

vaksinasi d i l akukan di Laboratorium Imunologi. Pusat l3io medis dan Teknologi 

Dasar Kcsl:hatan. 
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c. Vaksinasi dan uji challenge pada mencit 13alb/c rnerupakan penelitian kerjasama 

yang dilakukan di Pusat Studi Primata, IPB-Bogor (PT 13imana lndomedical). 

Selama vaksinasi dan uj i challenge. pemcl iharaan dan pcrlakuan hcwan coba 

mcrnenuhi standar animal walfarc clcngan pcngawasan rutin doktcr hcwan di PT 

Birnana l ndomedical. Penclitian ini merupakan pencl itian ke1jasama yang 

melibatkan ju ga peneliti-pencliti di he\van coba rodent (PT. Bimana ln<lornedical) 

yang merupakan bagian dari PSSP-!PB Rogor. Perlakuan hc\van coba yang 

mcli puti tindakan yang bcrisi fat invasive bcru pa sun ti kan untuk i mun isasi. 

pengambilan darah di  sinus retro-orbital. penyuntikan untuk uj i c ha llenge 

dilakukan o leh peneliti-peneliti terlatih yang telah mempunyai sertifikat untuk 

penanganan hcwan coba rodent di PSSP-IPB Bogor. Sedangkan pengamatan 

sclama vaksinasi dan uj i  challenge clilakukan olch pcneliti Pusat Biorncdis & 
Teknologi Dasar Kesehatan d idampingi o leh pene liti clari PSSP-IPB Bogor bagian 

he,van coba rodent. 

Waktu: penelitian di laksanakan se lam a l 0 bulan clari bu Ian M aret sarnpai Dcscmber 

2 0 1 2 . 

3. Desain Pcnelitian 

lksain pcnelitian aclalab studi ekspcrimental 

4. Populasi clan Sampel 

Populasi adalah scluruh mcncit 8<ilbic urnur 4 sa111pai 6 rninggu. 

Sarnpel adalah rncncit Balb/c jan tan umur -I sarnpai 6 rn i11ggu yang rncmcnuhi stanclar 

specific pathogen ji-ee (SP!') . .lumlah sample yang dibutuhkan ada lah 50 menci t 
mendapatkan perlakuan sesuai standar dengan u11i111al m:l{ore. Setiap perlakuan 

tcrdiri clari l 0 rncncit yaitu vaksinasi clcngan sub unit protein rckombinan N S  1 -DFN l 

dcn gan adj uvan t alum clan frcuncl aclj uvanl clan tanpa ml_j uvant. Kclom pok control 

adalah yang divaksin dengan plasmid pPIC Zalphal3 clan tanpa Yaksinasi. 
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5. Jenis Penel i t ian 

Jenis pcnelit ian aclalah UJ l prekli:i i k  clengan eksperimental laboratorrium 

rnenggunakan model hewan coba mencit Balb/c. 

6. U j i  Laboratorium 

a. Vaksinasi mencit Balb/c 

a. 1 .  Pcn yiapan protein rckornbinan N S  I- DEN 1 clan fo rrnulasi dcngan aclj uvanl 

Clone no mer 54 van n - b mengckspresikan protein rckombinan NS 1 -Di:-:N I 

cliekspresikan sesuai protocol untuk produksi dalam skala besar cli media BM!'.,1Y 

dengan induksi methanol 1 %. 

Larutan supernatant kcmudian di konscntrasi clcngan rnetode ultrafiltrasi. l lasil 

konsentrat d ipuri rikasi dcngan metal chelating affinity chromatographic ( \!L'\C'\) 
column. Formulasi complete Freund a<lj uvant dengan mengemulsikan volume yang 

sama dalam Phosphat Buffer Saline (PBS) yang berisi 50 ug protein rekombinan dan 

adjuvant sampai volunK akhir 200 ul per rncncit. Formulasi dcngan adjuvant 

aluminium hydroxide gel dilakukan dcngan mcmbl1at larutan 1: l (adjuvant: protein 

rekombinan dalarn PBS) sampai volume akh ir 200 u l .  

a.2. Mcneil jantan Balb/c umur 4-6 rn i nggu dengan bcrat badan kurang lcbih J 0- 1 5  

gram yang rncmcnuhi standar S P F  diinjcksi i ntramuscular pada in .  ti bial is  anterior 

kaki belakang clcngan konsentras! 50 ug protein rekombinan NS I -DEN 1 yang 

d iformulasi dengan adjirrant freuncl complete dan alum . Kelompok kontrol diinjeksi 

dcngan 50 ug pPIC/.<dpbaf-3 dalarn 50 ul PBS clan kclompok control lainnya tidak 

diimunisasi .  �v1cncit di irnunisasi scbanyak > dos is yang dibcrikan clcngan in ten al 1 

rninggu . Pengamhllan darnh sehanyak I OU ul dila kukan padCl :-.in us retrourbital 

sebclum clan I ming:gu sctelah imunisasi dosis tcrnkhir. Set iar per lakuan pada mencit 

sesuai standar uni11wl 1rel/arc. 

b. Penyiapan titer Y i rus Dengue serotype I untuk u j i  challenge 

- Penyiapan sel C6/36 un tuk recovery (pemulihan) 
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Sel dari stok ( liq. Nitrogen) inkubasi pada water bath ( 3  7°C) selam a 3 - 5 rnenit. 

Sebelum c air semua pindahkan kedalam tabun g sentrifos 15 m l  yang berisi 3 ml 

MEM. S entrifus 1500 rpm selam a 1 0  men it. Buang supernatant. tambahkan m l  

M�M d en gan F BS 1 0% m ix hingga mcnjadi hornogcn. M asukkan ke d alam fl ask 

yang sudah ada 4 m l  MEM fBS l 0 %, inkubasi pacla subu 28°C 

- Penyiapan sel C6/36 untuk pemeliharaan 

Ganti medium sehari s etclah recovery. Ganti medium setiap 2-3 hari atau kctika p l  l 

medium rn ulai turun , at au ketika ada vakuolisasi clan m ed ium tcrlihat kotor. Gunakan 

medium yang hangat. 

- Penyiapan sel C6/36 untuk P asase 

Scl monolaycr. buang medium sisakan± 1 - 2 m l. Dcngan m c nggu nakan cell scraper. 

usap bag ian pcrrnukaan flask y ang ditum buhi sel agar sci tcrlepas. Mix supernatant 

sel agar gumpalan sel terlepas. Bagi sup ernat ant sel pada bcberapa flask y ang sudah 

diisi 5 ml M Etvl FBS 2 %. lnkubasi pada suhu 28°C. 

- T ahap inok ulasi virus ( Y amada et al. 2002) 

Sci rnonolaycr  C6/36, buang medi um. Tambahkan 500 ,Ld supern at ant virus Dengue 

I .  lnkubas i pada suhu 28°C, agit asi setiap 30  rn enit sclam a l - 2 jam. Tambahkan 5 

m l  M EM rBS 2<x). Inku basi pada 28°C selam a 7 hari. Supernatan virus di  dalarn 

media diarn bil kernuclian discntrifuge 2000 rpm sclama 5 mcnit. Bagi supernatant sci 

p ad a  bebcrapa c ryo vial (1 m l  per c ryovi al). 

- Tahap p reservasi clan p enghitungan t iter virus 

Sel rnonolaycr BHK 2 l .  buang medium. Tamhahkan 5 m l  PBS (tanpa Cn dan !Vig) pH 

7.4 untuk mcrnbi las sci dan mcnghilangkan FBS yang d ap at mcngharnbat kcija 

Trypsin. Buang. PBS. tarn bahka n 1 ml l"ryp sin F! Y I  /\ i 11kubasi pada 37"'C sclama 5 

me11 it. Tambahkan � m l  Tv1E.tvt rBS 2cYo untuk rnenghe ntika11 aktivitas Trypsin. l'vlix 

supernat<lllt sci sehingga gumpalan sel terlepas. Scntrifus 1500 rrm selama 5 menit. 

Bua ng supernatant. tambahkan M U v1 clcngan FBS 1 0%. Bagi kc dalain plate 6 well 

(scbanyak 1x l 06 prr rn1), inkubasi seJama l hari di 3 7''C clengan C02 5% hingga 75%i 

monolayer. lnfeksikan clengan serial rengcnceran I 0 kali supernatan v irus (mulai dari 

l 01 dengan perbandingan 25 ul supernatan \'i rus t 225 ul medium rv! CM + fBS 2%) 

sa1npai pcngcnccran l 06 ( Mc todc Yamada ct al. 2000). 
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Ambil masing-masing 1 00 ul dari setiap pcngenceran ke sel BHK yang sudah 

disiapkan untuk menghitung virus dengan plaque (dibuat duplo). Sctelah 2 jam 

tambahkan medium semi solid UvlEl\1 1 FBS2% + methyl cellulosa 1 % ) .  lnkubasi 

37°C dengan 5% C02 sclama 7 hari .  Kcmudian sci d i fiksasi dengan formal in 1 0% 

dan div.,.arnai dengan gentian violet. Kemudian dilakukan penghitungan plaque. 

c.Uji challenge 

Dua minggu setelah dosis kedua_ 5 kelompok mencit sesuai kelompok imini sasi di  

atas. d i i njeksi iv dengan dosis 5x IO(' plaque-forming unit dari virus DEN-I strain 

Indonesia. Setclah d i  challenge, diamati sctiap hari untuk n1orbiclitas clan 

mortali tasnya sclmna 3 minggu. tvlorbiditas ditcntukan clengan jumlah rncncit yang 

mcngalami kelumpuhan kaki belakang 

cl. Pcngukuran titer antibocli NS 1 -spesi fie lg C dcngan metodc r: l . JS ,-\ (sesuai 
prosed u r  Costa et al, 2006) 
Serum yang di peroleh dengan pengambilan dari sinus retro-orbital pada mencit yang 

diimunisasi dianalisa untuk mengukur aclanya antibody NS I spesifik. Konsentrasi 

serum anti NS I ditentukan dengan pengenceran sampai optimum dalarn PBS yang 

berisi I 0% BS/\. 0.05% t\vccn-20. Plate !-::LIS!\ microtiter 96 well clilapisi clcngan 

protein NS l rekombinan. Protein rekomhinan NS I dengan konscntrasi 0 , 1  ug dalam 

1 00 ul PBS di lapisi pada setiap \Vei l  dan d i inkubasi semalam. Setelah itu di lakukan 

blocking untuk mcnccgah ikatan non spesi fik dcngan menginkubasi sclarna 1 jam 

dengan lc1rutan 5% skim mi lk  clal<1rn 200 ul PRS untuk sctiap \Vei l .  Serial dilusi clari 

sample serum sebanyak 50 ul ditambahkan di setiap well dan di inkubasi sernalam 

pada suhu 4°( ·. Kemudian sample di.:uci dengan larutan PBS/T\\ecn 20. ikatan 

protein clidctcksi dengan I !RP-conjugated gout anti-mouse lgCI. Pcrubahan warna 

dihasilkan dcngan pcnambahan 2.2'-azino-bis (cthylbcnzthia?oline sul fonic acid). 

Kernudian absorbansi pacla 450 nm diukur dengan mesin ELISA re<1der. Sebagai 

comrol cligunakan serum dari mencit yang t idak diimunisasi. 
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BAGAN ALUR KER.lA PENELlTIAN 

Penyiapan protein rckombinan NS I -DEN 1 & fonnulasi 
clcngan adj uvant 

�el I: JO Kcl 2:  J O  Kcl 3 :  J O  Kel 4: 1 0  
ck0r mencit ck or mcnc it  ck or mcrn: i t  ekor rncncit 
BaJb!C Ba lb/C Balb/C Balb/C 
:-nur4-6 umur 4-6 umur 1\-6 Ullllll' 4-6 
winggu mmggu rnmggu m1nggu 
1RB-:I 0-15 ( B B= I 0- 1 5  ( 8 l3= 1 0- J 5 (RB= 1 0- 1 5  
�r) gr) gr) gr) 

Kel 5: 1 0  
ckor rnencit 
11alb/C 
umur 4-6 
m 111ggu 
( l m= I 0- 1 5 
gr) 

Pengambilan darah sinus retroorhital 1 00 ul sebelurn vaksinasi 

Vak s i nasi 3 dosis clcngan interval l rninggu 

ill ug 50 ug protein 5 0  ug 50 ug 
protein rekomhin an protein plasm id 
rekombinan NS 1 /Dl:N I + rekombi nan pPIC7ul3 
NSl/DEN 1 rreurid NS l/DFN I per dosis 
per dos is compktc ( I :  I )  � Alumn 

per dosis ( I  : I ) per 
dos is 

Pcngambi lan clarah sinus rctroorbital I 00 ul 1 minggu pasca \ aksi nasi clan 
yang t i clak di\aksinasi 

Pcnyiapan titer virus 
DEN- I untuk uji 
chal lenge: 
1 .  Penyiapan sel C6/36 
untuk recovery 
(pemulihan) 
2.  Penyiapa n sel C6/36 
untuk pemeliharnan 
3 .  Pcnyiapan sci C6/36 
untuk passase 
4. Tahap inoku lasi 
virus 
5 .  Tahap preservasi 
dan penghitungan titer 
v 1 rus 

Scluruh rncnc i t d i i njcksi IV.  5 x 1 06 PFU virus DF\J-1  strain Indonesia 

Pcngarnatan kelumpuhan kaki bclakang dan kcrmuian sclam0 3 rninggu 
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V .  HAS IL PENEL ITIAN 

Penelitian telah mendapatkan persetujuan Ethical Appmva/ dari Komisi Etik 

Pcncl it ian Kesehatan, Badan Litbangkes, dcngan no mer KE 01 06/ r:C/989/20 1 2  

tanggal 6 Juni 201 2. Penyiapan vaksin protein rekombinan rNS I yang akan 

digunakan untuk vaksinasi dalam 1 batch (satu kali rembuatan untuk seluruh dosis 

vaksin yang akan digunakan) dilaksanakan di laboratorium imunologi Pusat 13iomedis 

clan Teknologi Dasar Keschatan. Pcnyiapan dan karantina hcwan coba mcncit Halb/c 

scbelum cksperimental clilakukan di laboratorium hewan rodent PSSP-I PB Bogor (PT 

Bimana lndornedical). Mencit yang digunakan untuk eksperirnental berumur 6 

mtnggu. Sebelum vaksinasi, dilakukan pengambilan darah untuk memperoleh data 

clasar. Pengam bilan darah pada sinus retro orbital di lakukan sesuai standar animal 
we(lare dengan terlcbih dahulu melakukan anestesi. Anestcsi cl i lakukan mcnggunakan 

ketamin dengan dosis 1 20 mg/kg BB di tam bah xylazine dosis 1 0  mg/kg BI3. 

Gambar I : A nestcsi mencit Balb/c secarn intra peritoneal deng.an Ketamin dan 
Xyla1.inc si.:bclun1 pcngam bilan clarah. 
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Garnbar 2. Pengambilan darah sinus retro orb ita l . 

Pembcrian vaksinasi d i lakukan scbanyak 3 kal i dengan interval I rninggu dan dosis 

pro te in  rekombinan rNSI 50 ug/ml tanpa aclj uvant clan dengan adj uvant Aluminium 

hidroksida dan Freund . I lasil  status kekcbalan pacla mcncit Balb/e yang tc;lah cli vaks inasi 

dengan protein rekombinan rNS L di beri adjuvan aluminium hidroksida clan freund 

dengan rata-rata titer antihodi (OD 450 nm) herturut-turut sehagai berikut 0 . 1 2 5 ;  0292; 

0.30 1 .  l lasi l in i  mcnunjukkan tclah tc1:j<..cli pcningkatan titer antibodi dibanclingkan 

clengan kelompok kontrol yang divaksin dengan PBS ( t i ter antibodi: 0.062) clan plasmid 

pPICZu.B (t iter antibodi: 0,057) (grafik 1 . ). Rata- rnta titer antibocli lebih tinggi pada 

P.ern ber ian vaksin dengan adjuvant dibanclingkan tanpa adjuvant (grafik l ). Pemberian 

vaksin protein rckorn binan clcngan adj uvnnt Freund hasilnya lcbi h t ing.g.i dari pada 

adj uvanl Aluminium. h idroksida karcna aclj uvant J.'rcund rnerupakan adjuvant yang scsuai 

untuk mencit Balb/c. Namun pemberian dengan adjuvant Alum juga menuniukkan t i ter 

antibodi yang lebih tinggi dib<mclingkan vaksin yang tanpa ad_iuvant dan adj uvant alum 

mcrupakan ad_iu\·ant yang sesuai unlllk rnanusia Schingga untuk pcmberian vaks in 

protein rckombinan rNS 1 juga dapal dipcrtirnbangkan tarnbahan aclj uvant 1\lum untuk 

menghasi l kan rcspon kekebalan yang lebih optimal. 
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0.350 
0.300 
0.250 
0.200 -
0 . 1 50 
0.100 0.062 0.057 
0.050 D D 0.000 

0. 1 25 

D 

0.292 0.301 
--

-

o Rata-rata titer 
Ab (00. 450 nm) 

Grafik 1 .  Rata- rata t i ter Antibodi pasca vaksinasi u ntuk rnenunjukkan status 
kekebalan terhadap Dengue serotipe l dengan metode E LISA . 

Uji challenge di lakukan pad a mcncit 8alb/c sctcl ah 1 rninggu pasca vaksinasi dosis 

ketiga dengan konsentrasi ti ter virus Dengue serotype l sebesar 7.5 x l o
' PflJ dalam I 00 

ul  secarc.1 intravena. Saat uj i  challenge, mencit sudah berumur 9 rn111ggu. Sebelum uj i 

challenge. mencit diancstesi dengan ketamin dan xyla7.inc. 

,,,;: • . #' .. 

-·�· 

Ciambar J .  lij i chal lenge dcngan injcksi intrm cna pada vcna cauda dengan 
konsentrasi ti ter vi rus Dengue serotype I sehesar 7.5 x 10' Pl-U. 

1 9  



Hasil uji challenge tidak clitemukan kelumpuhan dan kematian pada seluruh 

kelompok mencit Balb/C. Penelitian Wu ct al, 2003 mcnunjukkan bahwa suscept ib i l i tas 

dipengaruhi oleh umur. schi ngga uji challenge scbaiknya clilakukan pada rnencit umur 

kurang dari 6 rninggu. 1-IasiJ penclit ian ini  menunjukkan bahwa mcncit Raible kurang 

susceptible karena d i l akukan pada mencir umur diatas 6 minggu yaitu umur 9 minggu. 

Sehingga kekebalan protektif cliukur dengan titer antibodi pasca uji chal lenge. Rata-ratn 

titer antibodi pasca uji challenge clcngan wild type virusnya mcnunjukkan kenaikan yang 

lcbih tinggi dibandingkan dcngan pasca vaksin yaitu benurut-turut clcngan vaksin protein 

rekombinan rNS I ,  dengan adjuvant Alum clan f reund sebagai berikut: 0, 1 64;  OJ J 2;  

0.506 (grafik 2.). Hasil ini  menunjukkan bahwa vaksinasi dengan protein rekombinan 

clapat membcrikan rcspon kekcbalan protckli f tcrhadap infeksi vi rus Dengue liar. 

0.60 
0.50 
0.40 
0.30 
0.20 
0. 10 
0.00 

0.506 

0.312 

0.135 0.164 LL 0.08 
n n '--'-0__.__.____.___...__.___ , 

R:>0 
« .:<J /I '.,O ? v 

rf:·:· 
.(":"" 

o Rata-rata titer 
Ab (OD. 450 
nm) 

Grafik 2. Pengukuran ELJSA: rata-rata titer antibodi terhadar virus Dengue pasca up 
Challenge. 
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