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ABSTRAK

Infeksi demam berdarah dianggap sebagai salah satu masalah kesehatan utama di Indonesia dan
disebabkan oleh virus dengue. Kemampuan reaksi silang pada virus dengue dapat memperparah
jika terjadi infeksi lainnya. Protein precursor membrane (prM) pada virus dengue merupakan bagian
yang rentan akan terjadinya antibody dependant enhancement dan evolusi gen prM berubah setiap
tahunnya. Studi ini bertujuan untuk menganalisa reaksi silang gen prM dari virus dengue yang
endemis di Indonesia. Sebanyak 96 data sampel dari National Center for Biotechnology Information
digunakan pada studi ini. Prediksi antigenisitas dengan metode B-cell epitope prediction lalu di
lanjutkan proses analisis reaksi silang menggunakan Basic Local Aligntment Search Tool (BLAST)
dengan perbagian 20 protein prM pada setiap genotype virus yang memiliki antigenisitas yang
spesifitasnya 0,8. Hasil dari studi ini didapatkan 4 prediksi antigenisitas dan beberapa hasil reaksi
silang terhadap protein lain seperti anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin heavy chain, human
immunodeficiency virus type I enhancer-binding protein 2, insulin receptor substrate like protein
partial, cerebellar-degeneration-related antigen. Pada studi ini ditemukan adanya perubahan
prediksi antigenisitas dari gen prM virus dengue yang muncul setiap tahun dan adanya reaksi silang
dengan protein lain.

Kata kunci: virus dengue; cross reactivity; prM

PENDAHULUAN

Demam berdarah adalah penyakit yang
disebabkan oleh virus dengue (DENV)
yang ditularkan melalui nyamuk Aedes
aegypti.  Infeksi DENV

gambaran Kklinis yang luas, mulai dari

memiliki

subklinis sampai yang berbahaya, mulai
dari Dengue Fever (DF) hingga Demam
Berdarah Dengue (DBD) dan Dengue
Syok Sindrom (DSS) yang berpotensi
mengancam jiwa. Virus dengue memiliki
4 macam serotipe yaitu DENV-1,
DENV-2, DENV-3 dan DENV-4. Secara

genetik keempat serotipe virus dengue
memiliki kesamaan 65%, namun masing-
masing memiliki perbedaan antigen
sehingga menimbulkan respon antibodi
yang berbeda. Keempat serotipe DENV di
temukan di berbagai daerah Indonesia dan
yang terbanyak adalah DENV-2 dan
DENV-3. Virus dengue 3 (DENV-3)
merupakan serotipe virus yang paling
dominan yang menyebabkan kasus berat.
Dengan penanganan yang tidak tepat

dapat menyebabkan kematian, Kemenkes
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Rl menyatakan jumlah kematian yang
disebabkan oleh virus demam berdarah di
seluruh Indonesia mencapai 459 pada
bulan juli 2020.2 Saat ini terdapat
beberapa vaksin dengue yang sudah
ditemukan namun patologi penyakit yang
kompleks sulit untuk mengendalikan
empat serotipe virus secara bersamaan
sehingga kerja vaksin kurang efisien.

Protein precursor membrane (prM) pada
DENV memiliki cross-reactive (reaksi
silang) pada keempat serotype DENV.
Hal tersebut berbahaya dikarenakan dapat
menjadi masalah yang serius seperti dapat
menyebabkan Antibody-
Dependent Enhancement (ADE).® Ketika

kejadian

seseorang sebelumnya pernah terinfeksi
virus dengue, adanya prM akan
menyebabkan  keparahan  perjalanan
penyakit dan dapat menjadi Dengue
Haemorrhagic Fever (DHF). Saat ini
identifikasi prediksi epitop sel B pada
protein prM/E dan prediksi epitop sel B
dilakukan dengan software online
IEDB.>* Prediksi antigen

untuk mengetahui apakah ada kesamaan

bertujuan

antigen lain pada tubuh manusia. Bila
terjadi kesamaan atau reaksi silang
protein antigen virus dengue dengan
protein lain di dalam tubuh manusia akan
menyebabkan meningkatnya keparahan
penyakit tersebut.

Berdasarkan uraian di atas, maka studi ini

dilakukan untuk menganalisa reaksi
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silang gen prM dari virus dengue yang

endemis di Indonesia.

METODE PENELITIAN

Sampel ini menggunakan seluruh data
sampel sekuen virus dengue yang
bersirkulasi di Indonesia dan didapatkan
sebanyak 96 sampel. Sampel data
didapatkan dari bank data GenBank
National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Analisis prediksi antigenisitas

Analisis prediksi antigenisitas dilakukan
pada sel B di protein prM yang bermutasi
untuk melihat protein mana yang
merupakan antigen di setiap genotype
dengan menggunakan aplikasi web
BCPred. Studi ini menggunakan 20 asam
amino pada sampel prediksi antigenisitas.
Data prediksi yang spesifitasnya di atas
0,8 yang artinya protein tersebut antigen
akan diberi warna. Tujuan data tersebut
untuk dilanjutkan pada proses pembuatan
data perubahan protein pada 96 sampel
dengue virus dan data protein yang
antigen tersebut akan dilihat cross-
reactivity  antigen pada  manusia
menggunakan aplikasi Basic Local
Aligntment Search Tool (BLAST).

Analisis reaksi silang
Prediksi
antigenisistas
BLAST di website NCBI dengan

analisis reaksi silang

menggunakan  proses



perbagian 20 protein prM pada setiap

yang
antigenisitas yang spesifitasnya 0,8.

genotype  virus memiliki

HASIL PENELITIAN

Sebanyak 148 sampel virus dengue yang
terdapat di GenBank kemudian dilakukan
skrining menjadi hanya 96 sampel karena
alasan waktu koleksi sampel data dan
tempat pengambilan sampel tersebut
bukan berasal dari negara Indonesia. Data
sampel yang digunakan merupakan virus
dengue complete genome dan rata-rata
panjang nukleotida pada sampel virus
dengue tersubut £10.000bp. Dari 96 data
yang

ini

sequence digunakan  dalam
dilakukan

filogenetik untuk melihat kekerabatan

penelitian analisa

antar sampel virus dengue yang berasal

dari  Indonesia. Analisa filogenetik

dilakukan dengan menggunakan software
MEGA-X versi 10.1.8 dengan parameter

Tarumanagara Medical Journal
Vol. 4, No. 1, 179-187, April 2022

neighboor joining dengan bootstrap
1000. Hasil uji filogenetik menunjukan
serotipe 1 (DENV-1) sebesar 45%,
DENV-2 sebesar 29%, DENV-3 sebesar
15%, dan DENV- 4 sebesar 7%. (Gambar
1) Kemudian dilakukan perhitungan jarak
kekerabatan dan

setiap  serotipe

didapatkan nilai rata-rata  distance
kekerabatan pada sampel protein prM
dengue virus. Variasi tertinggi pada virus
dengue gen prM terdapat pada serotipe
prM virus dengue 1 sebesar 3,9%. untuk
variasi terendah terdapat pada gen prM

virus dengue 4 sebesar 1,8%. (Tabel 1)

Daftar perubahan protein prM

Hasil prediksi antigenisitas pada sel B di
protein prM yang bermutasi untuk
melihat protein mana yang merupakan
antigen di setiap genotype dengan
menggunakan BCPred
ditunjukkan pada Tabel 2 (http://ailab-

projectsl.ist.psu.edu:8080/bcpred/).

aplikasi

Tabel 1. Nilai rata-Rata Within Genetics Distance Phylogeny Dengue Virus (1-4)

Spesies Rerata Standard error
prM DV 1 3,90% 0,48%
prM DV 2 2% 0,36%
prM DV 3 2,20% 0,43%
prM DV 4 1,80% 0,40%
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Gambar 1. Phylogeny DENV-1 hingga DENV-4
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Pada Tabel 2 terlihat beberapa perubahan
atau mutasi protein prM di setiap tahun
pada genotype dengue virus (1-4).
Ancestor pada setiap genotype sudah
ditentukan sebagai pembanding agar
dapat menemukan perubahan perotein
pada prM di setiap sampel genotype

Tarumanagara Medical Journal
Vol. 4, No. 1, 179-187, April 2022

dengue virus. Tujuan dari pembuatan data
tabel ini adalah untuk melihat perubahan
protein atau asam amino pada protein prM
virus Dengue dari tahun ke tahun.
Perubahan protein terbanyak adalah pada

dengue virus genotype 1 (DENV-1)

Tabel 2. Daftar perubahan protein prM setiap data sequences

Genotype

Prediksi Ancestor

Variasi

Dengue Virus 1

Dengue Virus 2

Dengue virus 3

Dengue Virus 4

CEDTLTYKCPRITEAEPDDV

CWCNATDTWVTYGTCSQTGE

GLGLETRTETWMSSEGAWRQ

CWCNSTSTWVTYGTCTATGE
GLETRTETWMSSEGAWKHAQ

TRTQTWMSAEGAWRQVEKVE

YKCPLLVNTEPEDIDCWCNL

CEDTMTYKCPRITETEPDDV
CEDTMTYKCPRITEAEPDDV
CEDTQTYKCPRITEAEPDDV

CWCNATETWVTYGTCYQTGE
CWCNATETWVTYGTCSQTGE

GLGLETRTETWMSSEGAWKH
GLGLETRTETWMSSEGAWKQ

CWCNSTSTWVTYGTCTAPGE

GLETRTETWMSSEGAGKHAQ
GLETRAETWMSSEGAGKHAQ

TRAQTWMSAEGAWRQIEKVE
TRAQTWMSAEGAWRQVEKVE

YKCPLLVNTEPEDIDSWCNL

YKCPLLVNTEPEDIVCWCNL

Prediksi cross-reactive pada DENV

Data Tabel 3 merupakan hasil BLAST
pada table prediksi antigenisistas. Proses
BLAST dilakukan di website NCBI
(htpps://ncbi.nih.gov) dengan perbagian
20 protein prM pada setiap genotype virus
yang memiliki  antigenisitas  yang
spesifitasnya 0,8. Tabel 3 memper-
lihatkan virus dengue dapat mengalami
reaktivitas silang dengan beberapa epitop
yang diantaranya adalah anti-SARS-CoV-
2 immunoglobulin heavy chain, Human

immunodeficiency virus (HIV) type 1

enhancer-binding protein 2, insulin
receptor substrate like protein partial,

cerebellar-degeneration-related antigen.

PEMBAHASAN

Virus Dengue di Indonesia

Indonesia merupakan daerah endemis
DENV dan telah mengalami peningkatan
kejadian 700 kali lipat selama 45 tahun
terakhir.® Kasus DBD di 34 provinsi
Indonesia telah dilaporkan beredarnya
keempat serotipe DENV (DENV-1, -2,

-3, dan-4).” Pemahaman vyang jelas
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tentang epidemiologi DENV saat ini di
Indonesia  sangat  penting  untuk
kesehatan

merancang tindakan

masyarakat yang tepat.

Phylogenetics
Hasil dari pembuatan pohon
phylogenetics menunjukan bahwa ada 4
serotipe dengue virus di Indonesia.
Serotipe yang banyak ditemukan adalah
serotipe 1 dan 2 disusul dengan serotipe 3
dan 4. Hal ini sesuai dengan studi dari
Harapan, et al dan beberapa studi lainnya
yang mengungkapkan bahwa DENV-3
tidak lagi menjadi serotipe yang dominan
dan telah digantikan oleh DENV-2 dan
DENV-1.510 Pengetahuan serotipe ini
penting dalam penyebaran virus dengue
di Indonesia. Studi Harapan, et al
menunjukkan tidak ada pola penyebaran
serotipe dengue yang homogen di

Indonesia selama awal tahun 2000-an.®

Distance

Distance adalah memperkirakan jumlah
substitusi nukleotida atau asam amino
yang diperlukan untuk menghitung jarak
evolusioner dan menilai keragaman
urutan asam amino di dalam (within) dan
di antara kelompok (between).!! Dalam
tabel Distance complete genome Denv
(within) menunjukan persentase hasil dari
pembagian dari satu serotype DENV-1,
DENV-2, DENV-3, dan DENV-4. Hasil

dari persentase dalam satu serotipe
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tersebut dapat diartikan sebagai jarak
evolusioner dan keberagaman asam
amino dalam satu serotipe, di mana asam
amino dari virus dengue ini dapat berubah
setiap tahunnya dan akan mengakibatkan
perubahan prediksi antigen antara satu
serotype dengan yang lainnya. Pada tabel
Genetic  distance  (within/between)
complete genome maupun gen prM,
menunjukkan hasil presentasinya tidak
jauh berbeda. Menurut Jenkins, et al
perubahan urutan asam amino Vvirus
dengue ini relatif lambat di bandingkan

dengan virus lainnya'?.

Prediksi antigenisitas gen prM

Dengan adanya data tabel prediksi
antigenisitas gen prM dapat dilihat
adanya perubahan antigenisitas dari
masing-masing serotipe pada lokasi yang
berbeda. Pada dengue 1 terjadi perubahan
15 variasi, dengue 2 terjadi perubahan 5
variasi, dengue 3 terjadi perubahan 2,
dengue 4 terjadi perubahan 2 variasi.
Dalam prediksi tersebut, studi ini
menggunakan bioinformatic ~ tools
BCPREDS dimana sekuens asam amino
yang mendapat lebih dari skor 0,8
dianggap sebagai antigen®. Perubahan
suatu prediksi antigen akan dapat
mengalami  kejadian  aktivasi  dari
poliklonal sel B yang menginduksi
antigen virus menyebabkan potensi

immune-escapel4, parameter immune-



escape ini adalah untuk melihat derajat
keparahan penyakit dengue dan dapat
mempengaruhi resistensi vaksin dan obat
antivirus**15,

Dalam studi ini, data gen prM merupakan
bagian antigenik dan ada banyak
perubahan asam amino spesifik pada
bagian genom, dapat dibuktikan dalam
tabel perubahan asam amino terhadap
setiap data sekuens data (Tabel 2). Hal
yang serupa juga pernah dilaporkan
dalam studi Pollett, et al.®® Menurut
Katzelnick, et al bagian virus dengue
yang berperan dalam evolusi adalah pada
gen E (envelope) dan prM*’. Guzman, et
al menyatakkan bahwa gen prM virus
dengue  berperan  penting  dalam
perjalanan penyakit antibody-dependent
enhancement (ADE). Dalam penjelasan
tersebut, gen prM membuat infeksi virus
dengue menjadi lebih sulit untuk
dinetralisasi oleh antibodi®.

Prediksi cross-reactive pada gen prM
virus dengue

Dalam tabel prediksi gen prM cross-
reactive pada virus dengue (Tabel 3),
diperlihatkan ~ virus dengue dapat
mengalami reaktivitas silang dengan
beberapa epitop yang diantaranya adalah
anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin heavy
chain. Beberapa kasus reaktifitas silang
antara DENV dan SARS-CoV-2 telah
dilaporkan. Masyeni, et al melaporkan

adanya temuan dengue rapid tes antigen

Tarumanagara Medical Journal
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NS1 dan anti-IgM positif serta anti-IgG
negatif pada dengue, sedangkan hasil
rapid tes pada COVID-19 IgG adalah
reaktif. Temuan ini mengarah pada
serologi COVID-19 false positive pada
pasien demam berdarah®®. Temuan pada
studi ini perlu dibuktikan lebih lanjut
karena hanya merupakan prediksi.

Pada studi ini ditemukan reaksi silang
HIV dengan DENV. Hubungan antara
HIV dengan DENV sudah pernah di
laporkan oleh Watt, et al vyang
menggambarkan presentasi klinis infeksi
dengue pada pasien yang terinfeksi HIV-
1%, Pasien dengan DENV dan HIV
koinfeksi menunjukkan perdarahan yang
tidak  terlalu  parah,  manifestasi
hemoragik, dan kebocoran plasma.
Infeksi DENV pada pasien HIV dikaitkan
dengan penurunan viral load. Laporan ini
menunjukkan bahwa koinfeksi HIV
dengan DENV

perkembangan klinis penyakit dengue

menghasilkan

yang lebih ringan, serta penekanan HIV-1
replikasi selama fase akut infeksi
dengue?®.

Reaksi silang antara antibody yang
mengenali DENV dengan cerebellar-
degeneration-related  antigen  juga
ditemukan pada studi ini. Ramos, et al
menemukan adanya antibodi IgM
terhadap virus dengue di cairan
serebrospinal (CSF) pada kasus DBD

yang melibatkan gejala sistem saraf pusat
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(SSP) yang parah, seperti penurunan
kesadaran, kejang, dan ensefalitis?.
Namun studi mengenai hubungan
langsung reaksi silang terhadap antibody
tersebut harus di kaji lebih lanjut di
laboratorium.

Studi ini hanya data prediksi sehingga
data yang didapatkan belum tentu benar.
Perlu dibuktikan lagi dengan studi lebih
lanjut di laboratorium dengan data yang
lebih lengkap. Akan tetapi penelitian
bioinformatika ini dapat mempermudah
peneliti dalam mengakses data virus dan

analisi virus.

KESIMPULAN

Pada studi ini didapatkan 4 serotipe virus
dengue yang bersirkulasi di seluruh
Indonesia dari tahun 2004-2020. Selain
itu, ditemukan adanya perubahan prediksi
antigenisitas pada gen prM virus dengue
yang muncul setiap tahun dan hasil dari
BLAST menunjukkan kemungkinan
reaksi silang anatara antibodi prM virus
anti-SARS-CoV-2

immunoglobulin heavy chain, human

dengue dengan

immunodeficiency virus type | enhancer-
binding protein 2, insulin receptor
substrate like protein partial, cerebellar-

degeneration-related antigen.
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