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RINGKASAN EKSEKUTIF

Penyakit demam berdarah dengue (DBD) sampai saat ini masih merupakan
masalah kesehatan masyarakat di Indonesia dan merupakan salah satu program prioritas
utama di bidang keschatan. Hingga saat ini belum ada vaksin dengue yang tersedia di
pasaran, yang ada hanya kandidat vaksin dengue schingga masih dibutuhkan
pengembangan vaksin yang aman dan halal.

Studi awal pengembangan vaksin menggunakan virus DEN inaktit menghasilkan
hilangnya imunogenisitas  virus sebagian karcna proses inaktivasi.  Sclanjutnya
dikembangkan live attenuated vaccine yar.g dapat memicu kekebalan protektif” tinggi,
namun menimbulkan komplikasi klinis yang tidak diharapkan. Schingga pengembangan
vaksin saat ini ke arah sub unit protein rekombinan dan DNA rekombinan.

Tahun 2009 dan 2010 tclah dilakukan penclitian pengembangan vaksin Dengue
dengan teknologi sub unit protein reckombinan yang berasal dari protein Non Struktural 1
virus DEN | strain Indonesia (Bekasi 2003915846) dengan sistem ekpresi di Pichia
pastoris. Telah dihasilkan construct dari plasmid pP1CZ alpha B di Tt.coli Top 10F yang
mengckspresikan protein rekombinan DEN-1-NS 1. Kemudian telah diproduksi protein
rekombinan DEN-1-NS1 dengan berat molekul 120 kDa vang menggunakan sistem
ekspresi sekresi dari sel inang Pichia pastoris. Protein rekombinan yang dihasilkan telah
diverifikasi dengan PCR, sekuensing, SDS PAGE, ELISA dan Western Blott dan masih
menunjukkan respon imunogenisitas seperli bentuk wild typenya. Penelitian lanjutan
bertujuan  untuk mengcetahui  status kekebalan dan clikasi  protcktif subunit  vaksin
reckombinan NS 1-DEN-1 pada hewan coba mencit Balb/c.

Hasil status kekebalan pada mencit Balb/c yang telah divaksinasi dengan protein
rekombinan rNS 1. diberi adjuvan Freund dan aluminium hidroksida dengan rata-rata titer
antibodi  {OD 450 nm) berturut-turut scbagai berikut 0.125: 0.292; 0.501. Pemberian
vaksinasi dilakukan sebanyak 3 kali dengan interval 1 minggu dan dosis protein
rekombinan rNS1 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 pPICZaB (titer antibodi: 0.057).




Rata- rata titer antibodi lebih tinggi pada pemberian vaksin dengan adjuvant
dibandingkan tanpa adjuvant. Pemberian vaksin protein rekombinan dengan adjuvant
Freund hasilnya lebib tinggi dari pada adjuvant Aluminium hidroksida karcna adjuvant
Freund merupakan adjuvant yang scsuai untuk mencit Balb/c. Namun pemberian dengan
adjuvant Alum juga menunjukkan titer antibodi yvang lebih tinggt dibandingkan vaksin
yang tanpa adjuvant dan adjuvant alum merupakan adjuvant yang sesuai untuk manusia.
Sehingga dapat dipertimbangkan untuk pemberian vaksin protein rekombinan rNS1 juga
dapat diberikan tambahan adjuvant Alum untuk menghasilkan respon kekebalan yang
lebih optimal.

Hasil uji challenge tidak ditemukan kelumpuhan dan kematian pada seluruh
kelompok  mencit Balb/C. Hasil ini  menunjukkan bahwa mencit Balb/c  kurang
susceptible jika dilakukan pada mencit umur diatas 6 minggu. Sehingga kckebalan
pretektif diukur dengan titer antibodi pasca uji challenge. Rata-rata titer antibodi pasca
uji challenge dengan wild type virusnya menunjukkan kenaikan yang lebih tinggi
dibandingkan dengan pasca vaksin yaitu berturut-turut dengan vaksin pf'()tcin rekombinan
INS1, dengan adjuvant Alum dan Freund sebagai 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
demam dengue/demam berdarah dengue/dengue shock syndrome, sehingga menjadi prioritas
sama untuk pengendaliannya. Vaksinasi merupakan salah satu alternatif strategi
pengendalian yang efektif. Beberapa penelitian telab mengidentifikasi bahwa protein non-
sruktural 1 (NS1) merupakan antigen yang menjanjikan untuk pengembangan vaksin
dengue. Penelitian ini menggunakan protein rekombinan NS1 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-1 secara

infravena. Hasilnya menunjukkan bahwa vaksin subunit protein rekombinan NS1 DEN-I

dapat memberikan reaksi imunogenisitas dan respon imun terhadap infeksi virus Dengue liar.
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L. LATAR BELAKANG

Penyakit demam bercarah dengue (DBD) sampai saat im masih merupakan masalah
kesehatan masyarakat di Indonesia dan merupakan salah satu program prioritas i bidang
keschatan. Sampai saal ini obat anti virus dengue belum ada dan program pengendalian
vector masih belum berhasil mencegah KLB DBD. Vaksinasi merupakan straegt
pengendatian paling efekuf (Mustata et al. 2008). Hingga saat ini belum ada vaksin
dengue yang terscdia di pasaran, yang ada hanya kandidat vaksin dengue sehingga masih
dibutuhkan pengembangan vaksin yang aman dan halal.

Virus Dengue ditularkan ke manusia melalu gigitan nyamuk vang telah terinteksi
terwtama jenis nyamuk Adedes aegypti dan Aedes albopictus (Gubler.1998). Virus Dengue
ermasuk dalam genus Flavivirus, [amili I'laviviridac, terdiri dart 4 scrotipe (DEN-1.
DEN-2. DEN-3. dan DEN-4). Flavivirus merupakan virus yang memiliki ervelope,
positive sense RNA untai tunggal, dengan panjang genom 11 kb, dikelilingi oleh 180
kopt dan dua glikoprotein. mempunyai salu open reading frame yang dikode sebuah
polyprotein. Amino terminal dari genom terdirt dari 3.400 asam amino, dikode 3 protein

struktural dan 7 protein non struktural (Flamand et al, 1999, Mukhopadhyay ct al. 2005).

(Gambar 1. Protein structural dan non structural virus Dengue (Whitehead et al. 2007)

Virion DENV berbentuk spherical. mempunyai envelop dan berdiameter kira-kira 30 nim
(llhat gambar 2.). Virion terdiri dari 3 protein structural (capsid (C). membran (M),
envelope () dan RNA genome. Tiga structural protein berasal dan bagian N-terminal
poliprotein dan diikuti ofeh 7 protein non structural. Protein non struktural virus dengue

adalah NST. NS2A . NS2bh. NS5, NS4A. NS4B dan NS3. (Lindenbach & Rice. 2001).
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Gambar 2. Struktur virus dengue (Zang W et al. 2003).
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Penyebab dominan DBD di indonesia adalah virus Dengue serotipe 3 (DENV-3)

genotip lokal (Suwandono et al.

2004). Virus DENV-3 diduga scbagai penycbab

manifestasi kasus Demam Dengue berat yaitu Demam Berdarah Dengue atau Dengue

Shock Syndrome dan merupakan serotipe yang paling luas distribusinya disusul DENV-

2, BENV-{ dan DENV-4 (Corwin. ¢t al 2001).

Hasil studi cpidemiologi molckuler pada 311 penderita suspect Demam Berdarah

Deague i 3 RS DKI Jakarta th 2009 (Whinic, dkk) dengan pemeriksaan PCR

menunjuk kan serotype terbanyak adalah DEN 1 (21%) kemudian DEN 3 (12.5%) (Tabel
1). Hasil ini menunjukkan adanya perubahan serotype Dengue vang menonjol, hasil
penclitian tahun schelumnya lebih banyak didominasi oleh Dengue serotype 3 dan 2
tetapi pada tahun 2009 di DK Jakarta lebih banyak Denguc scrotype 1.

Tabel 1. Distribusi serotipe Dengue pada tersangka penderita DBD anak & dewasa di RS

DKI (Th 2009)

P}}sn PCR

~ Rumah Sakit Budi A si_FK(v_fa . Tarakan

Anak (101) Dewasa (210) NGy
Negative 43 (43%) 101 (48%) C 6ld6%)
DEN | 22 (22%) A0 [ es21%) |
DEN 2 9 (9%) (1% [ 33(11%)
 DEN 3 15 (15%) 24 (11%) 30(12.3%) |
DEN 4 P1 (1 1%0) 13 (6%) - 2_4_(_8[3’::_1___
Mix (DEN 1+DEN 2) | (1%) 42%) )
| : - 1(0.3%) 1(0.3%0)

 Mix (DEN 2+DEN 3)




Analisis phylogenetic (Dep. Mikrobiologi Ul menunjukkan bahwa strain DENV
Indonesia  berbeda dengan genotype di negara  lain  (Asia Tenggara) sehingga
kemungkinan untuk menimbulkan respon imunologi spesilik diperlukan pengembangan
strain lokal indonesia.

Studi awal pengembangan vaksin menggunakan virus DEN inaktif’ menghasilkan
hilangnya imunogenisitas virus sebagian karena proses iaktvast (Schlesinger RW.
1977). Sclanjutnya dikembangkan live attenuated vaccine yang dapat memicu kekebalan
pretektif tinggi. namun menimbulkan kemplikasi Klints vang tidak diharapkan (Edetman
R, et al 1994). Live attenuated vaccine ternyata juga berisiko menimbulkan replikasi
virus yang dapat menvebabkan virus bermutasi kembali menjadi patogen & memicu
respon imun yang merugikan (Shekhar, 2007). Sehingga pengembangan vaksin saat ini
ke arah sub unit protein rekombinan dan DNA rekombinan vaksin. Tetapi pengembangan
vaksin DNA rekombinan dikhawatirkan bisa mengakibatkan perubahan yang bersifat
onkogen dan sukar untuk dihilangkan karena DNA vaksin terintegrasi ke chromosome
hest.

Tabun 2009 dan 2010 telab dilakukan penelitian pengembangan vaksin Denguc
dengan teknologi sub unit protein rekombinan yang berasal dari protein Non Struktural 1
virus DEN | strain Indonesia (Bekast 2003915846) dengan sistem ekpresi di Pichia
pastoris. Pemilihan gen Non Struktural 1 pada studi ini sebagai pengganti gen struktural
bertiyuan untuk menghindart risiko anti-virion anttbody perantara antibody-dependent
enhancement (ADLE) yang bisa mengakibatkan manitestasi Dengue Haemorrhagic Fever
berat/ Dengue Shock Syndrom. Protein NSI tidak tergabung dalam virion schingga tidak
menimbulkan virus cnhancing antibody (Wu S.F. ¢t al 2003). Protein Non Struktural |
terdirt dari 1056 basa. 332 asam amino dengan berat molekul 40-46 kD. anugen pengikat
komplemen yang dapat larut. NSt ditemukan bersirkulasi di serum pasien terinfeksi virus
dengue. menunjukkan bahwa sckresi NS| rmerupakan hal penting pada inteksi I'lavivirus
di tubuh manusia. (Wua S.F et al. 2003). Protein NST juga adalah target penting dari
antibodi terhadap DENY (Flamand ctal. 1999, Wang ct al. 20093

Glikopr tein NS1 ada di seluruh Flavivirus dan berperan penting untuk replikasi &

viabilitas virus (I'lamand et al, 1999, Wang et al. 2009).




NSI diekspresikan pada permukaan virus yang menginteksi sel sehingga dapat menjadi
target T cells spesitik virus melalui compelement-mediated pathway (Schlesinger.].) el
al., 1987) dan antibody dependent cell exvtotoxicity (ADCC) (Schlesinger.J.J et al.. 1993).
NSI digunakan sebagai antigen yang penting bagi pengembangan vaksin dengue dan
juga sebagai reagen untuk diagnosis cepat dengue (Zhou et al. 2006). Epitop NS virus
Dengue yang bersitat imunogenik  yang berperan gebagai target antibody  untuk
pengembangan vaksin maupun rapid test diagnostik yaitu:

I. ELKCGSGIF terletak pada asam amino ke 12-20 (Khan AM ct al. 2000)

2. VHTWTEQYK terletak pada asam amino ke 25-33 (Andrew K1 FFalconar. 2007 &

2008)

‘ud

VHTITWTEQYKFEFQ terlctak pada asam amino ke 25-35 (Khan AM ct al. 2000)

4. EHKYSWKS terletak pada asam amino ke 170-117 (Wu HC et al. 2001).

5. HKYSWK terletak pada asam amino ke 111-1106 (Yao et al, 199)5)

6. HTLWSNGVLES terletak pada asam amino ke 229-239 (Khan AM et al, 2000)
7. GPWHLGKLE terletak pada asam amino ke 226-274 (Khan AM ctal, 2000)

8. RGPSLRTIT terlctak pada asam amino ke 294-302 (Khan AM et al. 2000)

9. Epitop LD2.24A, LX 1. 24C. dan FL.K-tvpe motif (Rochrig. 1997, Falconar et al
2007).
Studi pengembangan vaksin protein rekombinan NSI pada beberapa penelitian

menunjukkan bahwa NS sangat imunogentk serta dapat menimbutkan antibodi protektif
dengan aktivasi komplemen untuk membunuh target sci vang terinfeksi (Chaturvedi et al.,
2003, Costa et al. 2000). Protein NS1 clekiif tanpa menimbulkan risiko Tenomena
antibody dependent enhancemenr (ADE) yang mungkin discbabkan reaksi antibods non
netralisir terhadap protein strukwral E virus (Wu et al. 2003. Costa et al. 2000). Protein
NS1 dapat menginduksi kckebalan scluier dan humoral jangka panjang (Wu et al. 2005.
Costa ctal. 2000).

Sistem ckspresi yang dipilih pada penelitian ini menggunakan sel eukarotik di Pichia
pastorts. Pichia pastoris adalah spesics yeast methylotropic. famili saccharomyces vang

merupakan sel inang ckspresi dengan level ekspresi protein yvang tinggi. lebih cepat. tidak

mahal serta lebih mudah dibandingkan sistem ckspresi eukanotik Tainny a.




Plasmid yang digumakan sebagai vektor ekspresi adalah pPICZalphaB yang memiliki
signal alpha tactor sehingga dapat me mberikan sistem ckspresi berupa sekresi yang
mevudahkan saat purifkasi. Sclain it juga P.pastoris merupakan organisme non
patege n, protein rekombinan yang dickspresikan bebas pyrogen (tidak scperti ckspresi di
Ecoli), bebas toksindan bebas viral inclusions (lidak seperti ekspresi di tissue culture).
tdak bersinggungan/ mengandung komponen hewan (udak seperti ekspresi di cell
cultwre) sehingga anan & halal untuk digunakan ke manusia (Ftemad B, et al 2008).
Hasil pe nelitian tahun 2009-2011 telah dihasitkan construct dari plasmid rekombinan
pPICZ alpha B di E.coli Top 10F yang mengekspresikan protein rekombinan NS 1-DENI.
Kemudian telah diproduksi protein rekombinan DEN-1-NS1 dengan berat molekul 120
kDa yang merupakan homodimer menggunakan sistem ekspresi sckresy dart sel imang
Pichia pastoris. Protein rckombinan yang dihasilkan tclah diverifikasi dengan PCR.
sekuensing, SDS PAGE dan CLISA dan masih menunjukkan respon inunogenisitas
seperti bentuk wild typenya. Protein rekombinan NSIT-DENIT vang dibastlkan dapat
dikembangkan untuk kit diagnostik dan vaksin. Pada penelitian ini chiarahkan untuk
peugembangan kandidat vaksin schingga masih diperfukan penclitian lebth langut untuk

mengetahui status kekebalan dan etikasi protek uf dari subunit vaksin protein rekombinan

NSI-DENI.

RUMUSAN MASALAI

Penyak it demam berdarah denguc (DBI) sampai saat ini masih merupakan masalah
kesehatan masvarakat di Indonesia dan merupakan salah satu program prioritas uwtama di
bidang keschatan. Hingga saat ini belum tersedia obat anti virus terhadap virus dengue
din program pengendalian vektor sceara luas bdum berhasil wntuk mencegah KILB.
Vaksimasi  tampaknya adalah altemau ! yang paling potensial  sebagal  strategi
pengendalian yang paling efektif. Sampai saatini belum ada vaksin Dengue yang tersedia
di pasaran dan hanya ada kandidat vaksin schingga masih dibuwhkan pengembangan
vaksin yang aman dan halal. Saar ini pengembangan vaksin ke arah sub unit protein
rekombiman dan DNA vaksin. Tetapi DNA vaksin memiliki keterbatasan ad anva risiko

onkogen yvang sukar untuk dihilangkan karena DNA vaksin terintegrasi ke chromosome

host.




Studi awal pengembangan vaksin menggunakan virus DEN inakuf menghasilkan
hilangnya imunogenisitas virus sebagian karena proses inaktivasi (Schlesinger RW,
1977). Sclanjutnya dikembangkan live attenuated vaccine yang dapat memicu kekebalan
protektil tinggi, namun menimbulkan komplikasi klinis vang tidak diharapkan (Edelman
R, et al 1994). Live attenuated vaccine ternyata juga berisiko menimbuikan replikasi
virus yang dapat menycbabkan virus bermutasi kembali menjadi patogen & memicu
respon imun yang merugikan (Shekhar. 2007). Saat ini pengembangan vaksin ke arah sub
unit protein rekombinan dan DN vaksin. Tetapi DN:A vaksin memiliki keterbatasan
adanya risiko onkogen yang sukar untuk dihiJangkan karena DN A vaksin terintegrasi ke
chromosome host.

Hasil studi epidemiologi molekuler pacda 3171 penderita suspect Demam  Berdarah
Dengue di 3 RS DK Jakarta th 2009 (Whinie, dkk) dengan  pemeriksaan PCR
menunjukkan serotype terbanyak adalah DEN 1 (21%) kemudian DEN 3 (12.5%) Hasil
ini menunjukkan adanya perubahan serotype Dengue yang menonjol. hasil penelitian
tabun scbelumnya lebih banyak didominasi oleh Dengue scrotype 3 dan 2 tetapi pada
tahun 2009 di DKI Jakarta lebih banyak Dengue scrotype 1. Kemudian clilanjutkan
penelitian pengembangan vaksin diawali untuk Dengue serotype 1 menggunakan strain
Indonesia, yang nantinya dikermbangkan men jadh vaksin tetravalen.

Tahun 2009 dan 2010 telah chlakukan pencliian pengembangan vaksin Denguce
dengan teknologi sub unit protein rekombinan vang berasal clari protein Non Struktural 1
virus DEN 1 strain Indonesia (Bekasi 2003913846) dengan sistem ekspresi di Pichia
pastoris. Telah dihasitkan consuuct dari plasmid pPICZ alpha 3 di E.coli Top 10F yang
mengekspresikan  protein rekombinan DEN-T-NST dan  clah  diproduksi  protein
rckombinan DEN-1-NS1T dari scl inang Pichia pastoris. Protein rekombinan  vang
chihasilkan telah diverifikasi dengan PCR. sekuensing. SDS PAGE dan ELISA. ternyata
masih menunjukkan respon imunogenisitas seperti bentuk  wild typenva. Penelitian

lan jutan dilakukan untuk mengetahui status kekebalan dan clikasi protekil dari subunit

vaksin rckombinan NSE-DEN-1 pada hewan coba mencit.




I TUJSUAN

I Tujpan Umum:
Mengetahui status kekebalan dan elikasi protektil dari vaksin subunit protein rekombinan
NS 1-Dengue | yang berasal dari strain Indonesia (Bekasi 2003915846) pada mencit
Balb/c.
2. Tujuan khusus:
a. Mengukur titer antibodi NS -spesific lg G pasca vaksinasi subunit protein
rekombinan NS 1-DEN 1 dengan dan tanpa adjuvant.
b. Menilai efikasi protekiif pasca vaksinasi subunit protein rekombinan
NSI-DEN Idari hasil uji chaillenge.
(11 MANFAAT
4 Memberikan informasi bagi ilmu dasar untuk pengembangan prototype kandidat
vaksin dengue strain Indonesia yang aman & halal.
b. Menyediakan kandidat vaksin dengue strain Indonesia dengan teknologi subunit

protein rekombinan bagi pengembangan vaksin di industri

(@]

Dalam jangka panjang. hasilnya dapat dimanfaatkan bagi penyediaan vaksin

dengue strain  Indonesia untuk  program pencegahan Demam Berdarah di

masyarakat.




V. METODEL
I. Kerangka Pikir

Pengendalian Demam Dengue/
Demam Berdarah Dengue

\

ontrol vektor

v
Pengembangan vaksin

llenuated vaccine

)

Dasar Kesehatan.

vaceine
(chimeric)

il A &
nctivated Recombinant DNA Subunit protein
accine & live live attenuated vaccine rekombinan

vaceine

Construct plasmid rekombinan NS1 -
DEN 1 (Stram Indonesia. Bekas

20039158406)

|

Pretein Rekombinan NS1-DEN |

Status kekebalan pasca ‘
vaksinass {lanpa &
dengan adjuvant) pada

i menceit BalbiC

Tempat dan Wakw Penclitian

Teknologi Dasar Kesehatan.

Efikast protektf pasca
vakstnasi (tanpa &
dengan adjuvant) pada

mencil Balb/C

a. Penilaian status kekebalan dengan mengukur titer antibodi NSl-spesific lg G
pasca vaksinasi subunit protein rekombinan NS [-DEN 1 dengan dan tanpa

adjuvant antibedy dilakukan di Laboratorium Imunologi. Pusat Biomedis dan

b. Penyiapan titer virus Dengue dengan Plague Assay untuk uji challenge pasca

vaksinasi dilakukan di Laboratorium Linunologi. Pusat Biomedis dan Teknologi




c. Vaksinasi dan u i challenge pada mencit Batb/c merupakan penelitian kerjasama
vang dilakukan di Pusat Studi Primata. IPB-Bogor (PT Bimana Indomedical).
Selama vaksinasi dan uji challenge. pemcliharaan dan perlakuan hewan coba
memenuhi standar animal walfare dengan pengawasan rutin dokter hewan di PT
Bimana Indomedical. Penelitian ini  merupakan penelitan kerjasama vang
melibatkan juga peneliti-peneliti di hewan coba rodent (PT. Bimana Indomedical)
vang merupakan bagian dari PSSP-IPB Bogor. Perfakuan hewan coba yang
meliputi tndakan yang berisifat invasive berupa suntikan untuk imunisast.
pengambilan darah di sinus retro-orbital. penyuntikan untuk uji challenge
ditakukan oleh peneliti-peneliti terlath yang telah mempunyai sertitikat untuk
penanganan hewan coba rodent di PSSP-IPB Bogor. Sedangkan pengamatan
sclama vaksinast dan uji challenge ditakukan oleh peneliti Pusat Biomedis &
Teknologl Dasar Kesehatan didampingt oleh peneliti cdarl PSSP-1PB Boger bagian

hevvan coba rodent.

Wakiu: penelitian dilaksanakan selama 10 bulan dart bulan Marct sampai Desember

2012,

3. Desain Penclitian

Besain peneliian acalah studi eksperimental

4. Populast dan Sampel

Populasi adalah scluruh mencit Balbse umur 4 sampai 6 minggu.

Sampel adalah menctt Balb/e jantan umur 4 sampar 6 mingeu yang memenuhi standar
specitic pathogen free (SPF). Jumlal sample vang dibutuhkan adalah 50 mencit
mendapatkan perlakuan sesual standar dengan cuimal welfare. Setiap perlakuan
terdin davi 10 meneit vaitu vaksinasi dengan sub unit protein rekombinan NS 1-DENT

dengan adjuvant alum dan treund adjuvant dan tanpa adjuvant. Kelompok control

adalah yang divaksin dengan plasmid pPIC Zalphal3 dan tanpa vaksinasi.




3. Jenis Penelitian
Jenis  penelitian  acdalah  uji - prekliaik  dengan  eksperimental  laboratorrium

menggunakan model hewan coba mencit Balb/c.

6. Uji Laboratorium

a. Vaksinasi mencit Balb/c

a.1. Penviapan protein rckombinan NS - DEN T dan formulasi dengan adjuvant

Clone nomer 34  vang mengekspresikan  protein  rekombman  NS1-DENI
diekspresikan sesuai protocol untuk produksi dalam skala besar di media BMMNTY
dengan induksi methanol 1%.

Larutan  supernatant kemudian dikonsentrasi dengan metode  ultrafiltrasi. | asil
konsentrat dipurilikasi dengan metal chelating alfinity chromatographic (MACA)
column. Tormulasi complete Freund adjuvant dengan mengemulsikan volume vang
sama dalam Phosphat Bufter Saline (PBS) yang berisi 50 ug protem rekombinan dan
adjuvant sampai volume akhir 200 ul per mencit. Formulasi dengan ad juvant

aluminium hydroxide gel dilakukan dengan membuat larutan 1:1 (adjuvant: protein

rekombinan dalam PBS) sampai volume akhir 200 ul.

A

Menet jantan Balbie umur 4-6 mingeu dengan berat badan kurang lebih 10-15
gram vang memenuhi standar SPE diinjeksi intramuscular pada m. tibialis anterior
kaki belakang dengan konsentrasi SO ug protein rekombinan NSI-DENT vang
diformualast dengan adivant Freund complete dan alum. Kelompok kontrol diinjeksi
dengan 30 ue pPICZalphald dalam 30 ul PBS dan kelompok control lainnyva udak
ditmunisasi. Menent doimunisast scbanvak 3 dosis vang diberikan cengan interval 1
minggu. Pengambilan darah sebanvak 100 ul dilakukan pada sinus retvoorbial

L=

sebelum dan I minggu setelab imunisasi dosis terakiur. Setrap perlakuan pada mencit

oo

sesuar standar animal wellare.

b. Penyviapan titer virus Dengue serotype | untuk uji chalienge

=

- Penyiapan sel C6/36 untuk recovery (pemulihan)




e

Sel dari stok (lig. Nitrogen) inkubasi pada water bath (37°C) selama 3 — 5 menit.
Sebelum cair semua pindahkan kedalam tabung sentrifus 15 ml vang berisi 3 ml
MEM. Sentwifus 1300 rpm selama 10 menit. Buang supcrmatant, tambahkan 1 ml
MEM  dengan FBS 10% mix hingea menjadi homogen. Masukkan ke dalam fask
yang sudah ada 4 mI MEM FBS 10 %. inkubasi pada suhu 28°C.

- Penyiapan sel C6/36 untuk pemeliharaan

Gant medium sehari sctelah recovery. Ganti medium setiap 2-3 hari atau ketika pll
medium mulai wrun atau ketika ada vakuohisasi dan medium terlihat kotor. Gunakan
me dium yvang hangat.

- Penyiapan se1 C6/36 untuk Pasase

Sel monolayer. buang medium sisakan+ | — 2 ml. Dengan menggunakan cell scraper.
usap bagian permukaan flask yang ditumbuhi sel agar sel terlepas. Mix supernatant
sel agar gumpalan sel terlepas. Bag supermaiant sel pada beberapa flask yang sudah
ditsi 5 mI MEIM FBS 2 %. Inkubasi pada suhu 28°C.

- Tahap mokulasi virus (Yamada et al, 2002)

Sel monolayer C6/36. buang medium. Tambahkan 300 pl supcrnatant virus Dengue
I. Inkubasi pada suhu 28°C. agitasi setiap 30 menit sclama | — 2 jam. Tambahkan 5
ml MEM FBS 2%.. Inkubasi pada 28°C selama 7 hari.  Supernatan virus di dalam
media diambil kemudian disentrifuge 2000 rpm sclama 3 menit. Bagi supernatant sel
pada beberapa cryo vial (I ml per cryovial).

- Tahap preservasi dan penéhitungan titer virus

Sel monolaver BHK 21, buang medium. Tambahkan S mt PBS (tanpa Ca dan Mlg) pt
74 untuk membilas sel dan menghilangkan FBS vang dapat menghambat kerja
trypsin. Buang PBS. tambahkan 1 ml Trypsin EDTA inkubasi pada 37°C sclama 3
menit, Tambahkan 2 ml MEM BS 2% untuk menghentikan aktivitas Trypsin. Mix
supernatant sel sehingga sumpalan sel terlepas. Sentnfus 1500 rpm- selama S menit.
Buang supernatant. tambahkan MENM dengan FBS 10%. Bagi ke datam plate 6 well
(sebanyak 1<10°P"™ inkubasi selama | hari di 37°C dengan CO2 % hingga 75%
monolaver. Infeksikan dengan senal pengenceran 10 kali supernatan virus (mular dari

10" dengan perbandingan 25 ul supernatan virus + 225 ul medium MEM + TBS 2%)

sampai pengenceran 106 (Metode Yamada ct al. 2000).




Ambil masing-masing 100 ul dari setiap pengenceran ke sel BHK vang sudah
disiapkan untuk menghitung virus dengan plaque (dibuat duplo). Sctelah 2 jam
tambahkan medium semi solid (MEM 1 FBS2% + methyi ccllulosa 1%). Inkubasi
37°C dengan 3% CO2 selama 7 hari. Kemudian scl difiksasi dengan formalin 10%

dan diwarnai dengan gentian violel. Kemudian dilakukan penghitungan plaque.

c.Uji challenge

Dua minggu setelah dosis kedua. 5 kelompok mencit sesuar ketompok immnuisasi di

atas. diinjeksi iv dengan dosis Sx10% plaque-forming unit dari virus DEN-T strain

Indonesia.  Sctelah  di challenge.  diamati sctap  hari untuk  morbicitas  dan
mortalitasnya sclama 3 minggu. Morbiditas ditentukan dengan jumlah mencit yang

mengatami kelumpuhan kaki belakang.

d. Pengukuran tter antiboch NST-spesific lg G dengan mctode ELISA (sesuai

prosedur Costa et al, 2006)

Serum yang diperoleh dengan pengambilan darl sinus retro-orbital pada mencit yang
dimunisasi dianalisa untuk mengukur aclanya antibody NST spesifik. Konsentrasi
serum anti NS1 ditentukan dengan pengenceran sampai optimum dalam PBS yang
berisi 10% BSA. 0.03% tween-20. Plate ELISA microtiter 96 wel) dilapisi dengan
protein NS T rekombiman. Protein rekombinan NS | dengan konsentrasi 0,1 ug dalam
100 ut PBS dilapisi pada setiap well dan diinkubast semalam. Setelah itu dilakukan
blocking untuk mencegah ikatan non spesilik dengan menginkubasi sclama | jam
dengan larutan 5% skim milk clalam 200 ul PBS untak setiap well. Serial drlust dari
sample serum sebanyak 50 ul ditambahkan di setiap well dan dimkubasi semalam
pada suhu 4°C. Kemudian sample dicuci dengan larutan PI3S/Tween 20, ikatan
protein chdeteksi dengan TIRP-conjugated goul anu-mouse 1gC. Perubaban wama
dihasilkan dengan pcenambahan 2.2%-azino-bis (cthylbenzthiazoline sullonic acid).

Kemudian absorbansi pada 450 nm diukur dengan mesmn ELISA reader. Sebagai

control clicunakan serum dart mencit vang tidak diimunisasi.




BAGAN ALUR KERJA PENELITIAN

. Penyiapan protein rekombinan NST-DEN1T & formulasi
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Pengambilan darah sinus retroorbial 100 ub 1 minggu pasca vaksinasi dan |
vang tidak divaksinasi

y - r
&l 10 Kel2:10 { Kel 3: 10 Keld: 10 Kel 3: 10
Fmencit ckor mencit ckor mencit ekor mencit ckor mencit
ib:C Balb/C Balb/C Batb/C Balb/C
ur 4-6 umur 4-6 umur -6 uni 4-6 umur 4-6
gL minggu minggu minggu minggu
B=i0-15 BB=10-15 (BB=10-15 (BB=10-15 (B3B3=10-15
| gr) gr) ar) )
. L~ =
. : : , ,
Pengambilan darah sinus retroorbital 100 ul sebelum vaksinasi
4 h 4 4 . /A
Vaksinasi 3 dosis dengan interval | minggu
v y v
i =y . ] r o -
il g 30 ug protemn 30 ug 30 ug
ralcin rekombinan protemn plasmid
ckombinan NSI/DIENT + rekombinan pPICZ a3
SI/DEN | l'reund NS /DENY per dosis
ot dosis complete (1: 1) FAlumn

perdosis {1:1) per
( dosis
- -

N

r

4

1

L 4

|

§

4
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V. HASIL PENELITIAN

Penelitian telah mendapatkan persetujuan Ethical Approval dari Kemisi Lk
Penclitian Kesehatan, Badan Litbangkes, dengan nemcr KE 01 06/ FEC/989/2012
tanggal 6 Juni 2012. Penyiapan vaksin pretein rekembinan rNS! vang akan
digunakan untuk vaksinasi dalam 1 batch (salu kali pembuatan untuk selurth dosis
vaksin yang akan digunakan) dilaksanakan di laberatorium imunolog Pusat Biomedis
clan Teknelegi Dasar Kesechatan. Penyiapan dan karantina hewan ceba mencit Balb/c
scbetum cksperimental clilakukan di faberaterium hewan redent PSSP-1PB Beger (PT
Bimana Indemedical). Mencit yang digunakan untuk eksperimental berumur 6
minggu. Sebelum vaksinasi, dilakukan pengambilan darah untuk memperoleh data
clasar. Pengambilan darah pada sinus reire erbital dilakukan sesuai standar amimal
welfare dengan terlebih dahulu melalukan anestesi. Anestesi dilakukan menggunakan

ketamin dengan desis 120 mg/kg BB ditambah xylazine desis 10 mg/kg BB.

Gambar 1. Anestest mencit Balb/c secara intra peritoneal dengan Ketamin dan
Xylazine sebeluny pengambilan clarah.




Gambar 2. Pengambifan darah sinus retro orbital.

Pembertan vaksmasi dilakukan sebanyak 3 kali dengan interval 1 minggu dan dosis
protein rekombinan vNSI 50 ug/ml tanpa adjuvant dan dengan adjuvant Alumimum
hidroksida dan Freund . Hasil status kekebalan pada mencit Balb/e yang clah civaksmasi
dengan protein rekombinan rNS1. dibert adjuvan aluminium hidroksida dan Treund
dengan rata-rata titer antibodi (OD 430 nm) berturut-turut sebagai berikut 0.125: 0.292;
0.301. Hasil i menunjukkan telah terjch peningkatan titer antibodi - dibandingkan
dengan ketompok kontrol yang divaksin dengan PBS (titer antibodi: 0.062) dan plasmid
pPICZuB (titer antibodi: 0.057) (grafik 1.). Rata- rata titer antibodi lebih tinggi pada
pemberian vaksin dengan adjuvant dibandingkan tanpa adjuvant (gratik 1), Pemberian
vaksin protein rekombinan dengan adjuvant treund hasilnya lebih tinggr dari pada
adjuvant Aluminium hidroksida karena adjuvant reund merupakan adjuvant vang sesuai
untuk mencit Balb/c. Namun pemberian dengan adjuvant Alum juga menunjukkan titer
antibodi vang lebih tinggi dibanchngkan vaksin vang tanpa adjuvant dan adjuvant alum
merupakan adjuvant vang sesuai untuk manusia. Schingga untuk pemberian vaksin

protein rekombinan rNS1 juga dapat dipertimbangkan tambahan adjuvant Alam untuk

menghasilkan respon kekebalan yang tebih optimal
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Grafik 1. Rata- rata titer Antibodi pasca vaksinasi untuk menunjukkan status
kekebalan terhadap Bengue serotipe | dengan metode ELISA.

Uji challenge dilakukan pada mencit Balb/c setelah | minggu pasca vaksinasi dosis
ketiga dengan konsentrasi titer virus Dengue serotype | sebesar 7.5 x 107 PFU dalam 1 (00
ul secara intravena. Saat uji challenge, mencit sudah berumur 9 minggu. Sebelum uji

challenge. mencit dianestesi dengan ketamin dan xylazine.
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Gambar 3. Ujr challenge dengan injeksi mtravena pada  wena cauda  dengan
konsentrasi titer virus Dengue serotype 1 sebesar 7.3 x 107 PR




Hasil uj challenge tidak cditemukan kelumpuhan dan  Kematian pada  seluruh
kelompok mencit Balb/C. Penelitian Wu ct al, 2003 menunjukkan bahwa susceptibilitas
dipengaruhi oleh umur. schingga i challenge sebaiknyva dileakukan pada mencit umur
kurang dari 6 minggu. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa mencit Balb/c Kurang
susceptible karena dilakukan pada mencit umur diatas 6 minggu yaitu umur 9 minggu.
Schingga kekebalan protektif diukur dengan titer antibodi pasca up challenge. Rata-rata
titer antibodi pasca uji chailenge dengan wild tvpe virusnyva menunjukkan kenaikan yang
fchih tinggi dibandingkan dengan pasca vaksin yaitu berturut-turat dengan vaksin protein
rekombinan rNS1. dengan adjuvant Alum dan Treund sebagai berikut: 0.164: 0.512;
0.506 (gratik 2.). Hasil ini menunjukkan bahwa vaksinasi dengan protein rekombinan

dapat memberikan respon kekebalan protektif terhadap infeksi virus Dengue liar.
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Gratik 2. Pengukuran CLISA: rata-rata titer antibodi terhadap virus Dengue pasca uji

Chaltenge.
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