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Latar belakang. Protein H virus campak sangat penting agar virus dapat menginfeksi sel pejamu. Selain
itu, protein H dapat merangsang antibodi spesifik yang dapat menetralisasi virus campak, sehingga virus
tidak dapat menginfeksi sel. Bila ada perbedaan sekuens asam amino epitop sel B dan sel T pada protein
H antara virus campak liar dan virus vaksin campak, maka vaksin tidak dapat merangsang terbentuknya
antibodi protektif.

Tujuan. Mengetahui perbedaan sekuens asam amino epitop sel B dan sel T pada protein H antara virus
campak liar (G2, G3, dan D9) dan virus vaksin CAM-70, Schwarz dan Edmonston-wt.

Metode. Ekstraksi dan amplifikasi gen dilakukan di laboratorium menggunakan teknologi biologi molekuler
dan analisis gen dan protein dilakukan menggunakan teknologi bioinformatika.

Hasil. Ditemukan perbedaan sekuens asam amino epitop sel T pada protein H antara virus campak liar dan
virus Edmonstone-wt, sedangkan antara virus campak liar dan virus vaksin (CAM-70 dan vaksin Schwarz)
tidak ditemukan perbedaan. Ditemukan perbedaan sekuens asam amino pada epitop sel B protein H antara
virus campak liar dan virus vaksin (CAM-70 dan Schwarz, sedangkan antara CAM-70 dan Schwarz tidak
ditemukan perbedaan.

Kesimpulan. Tidak ada perbedaan sekuens asam amino epitop sel T antara virus campak liar dan virus
vaksin (Schwarz dan CAM-70). Perbedaan ditemukan pada epitop sel B antara virus campak liar dan virus
vaksin (CAM-70 dan Schwarz). (Sari Pediatri 2008;10(3):190-5).

Kata kunci: virus campak, protein hemaglutinin, epitop sel T, epitop sel B.

irus campak dapat menyebabkan penyakit
akut pada anak yang dimulai dari trakeus
respiratorius bagian atas, selanjutnya
Alamat Korespondensi: menyebar ke organ dan jaringan, sechingga
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dan makrofag, dan dapat menekan sistem imun yang
bersifat sementara."

Virus campak adalah virus RNA untai tunggal
negatif mengkode 6 jenis protein utama diantaranya 2
buah glikoprotein transmembran yaitu protein fusion
(F) dan protein hemaglutinin (H).> Agar virus dapat
menginfeksi sel diperlukan kerja sama antara kedua
protein tersebut. Protein F bertanggung jawab untuk
melakukan fusi antara dinding virus dengan membran
sel pejamu dan untuk penetrasi virus, sedangkan
protein H berfungsi untuk perlekatan virus melalui
interaksi dengan reseptor yang ada pada permukaan
sel pejamu. Glikoprotein F dan H bersama-sama
berfungsi untuk mengadakan fusi antara virus dan
membran sel pejamu, dan memfasilitasi masuknya
virus ke dalam sel.*

Sistem imun pejamu yang terinfeksi virus cam-
pak memberi respons terhadap protein H. Antibodi
terhadap protein H dapat diukur dengan tes netrali-
sasi infektivitas virus dalam biakan jaringan. Antibodi
netralisasi memegang peranan penting dalam proses
pencegahan penyakit.® Sistem imun selular juga mem-
beri respons terhadap protein H.

Variasi sekuens nukleotida gen H mengakibatkan
timbulnya berbagai clade dan genotipe virus campak
liar.® Adanya variasi gen H mengakibatkan terjadi
berbagai bentuk struktur protein H pada masing-
masing clade atau genotipe, sehingga epitop pada
masing-masing protein H akan berbeda-beda, yang
pada akhirnya berpengaruh terhadap respons imun
spesifik pada pejamu yang terinfeksi.

Sampai saat ini di Indonesia dikenal 3 genotipe
virus campak liar yaitu, G2, G3, dan D9. Jenis vaksin
campak yang banyak digunakan adalah vaksin campak
CAM-70 dan Schwarz. Virus vaksin campak CAM-
70 yang asli berasal dari virus campak galur Tanabe
dari Jepang, sedangkan virus vaksin Schwarz berasal
dari virus campak galur Edmonston yang diisolasi
pada tahun 1954. Hasil penelitian memperlihatkan
bahwa, sekuens nukleotida gen dari kedua vaksin ini
berbeda.!” Semua virus campak liar akhir-akhir ini
sudah mengalami penyimpangan genetik secara relatif
bermakna terhadap virus vaksin maupun terhadap
virus yang diisolasi pada tahun 1950 maupun pada
tahun 1960. "1

Penelitian bertujuan untuk menilai perbedaan
sekuens asam amino epitop sel T dan sel B pada protein
hemaglutinin antara virus campak liar dan virus vaksin
campak yang ada di Indonesia.
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Metode
Bahan dan Cara Kerja

Penelitian merupakan penelitian laboratorium, untuk
menganalisis gen dan protein virus campak liar dan
virus vaksin campak menggunakan teknologi biologi
molekuler dan bioinformatika. Isolat virus campak liar
G2, G3, dan D9 diperoleh dari Litbangkes Departemen
Kesehatan RI, yang sebagian dari masing-masing isolat
sudah dikirim ke ICDC (Atlanta-USA) dan genotipe
isolat virus tersebut sudah ditentukan. Genotipe ketiga
isolat virus campak liar tersebut ditentukan ulang di
Indonesia."

Ekstraksi RNA virus dilakukan dengan meng-
gunakan QIAamp® Viral RNA Mini Kir dari QIA-
GEN (Catalog n0.5204) sesuai dengan petunjuk yang
diberikan oleh perusahaan. Primer yang digunakan,
adalah primer yang dibuat berdasarkan analisis sekuens
referensi galur Edmonston-wt, substrain AIK-C
(Komase dkk) (AB046218) NCBI '* menggunakan
program computer soffware Primer-3.

Reaksi Reverse Transcriptase (reaksi transkripsi
terbalik) dilakukan menggunakan kit SuperScript™ 111
Reverse Transcriptase (invitrogen) dengan cara sesuai
dengan protokol yang diberikan oleh perusahaan.
Sedangkan ¢cDNA yang diperoleh sudah dapat
digunakan sebagai zemplate untuk amplifikasi PCR,
cDNA yang diperoleh dari reaksi reverse transcriprase
diperbanyak dengan metode PCR menggunakan
platinum taq DNA polymerase (invitrogen). Produk PCR
dideteksi menggunakan elektroforesis gel berdasarkan
berat molekul atau panjang rantai nukleotida." Produk
DNA dimurnikan dengan menggunakan kit Q/ Aquick
Gel Extraction Purification (QIAGEN Cat. No.28704).
Cara yang dilakukan sesuai dengan protokol yang
diberikan oleh perusahaan.

Untuk melakukan cloning hasil PCR, maka
digunakan 7OPO TA Cloning kit buatan Invitrogen
(Cat. No.K4500-01). Cara melakukan reaksi sesuai
dengan protokol yang diberikan oleh perusahaan.
Ekstraksi plasmid dilakukan sesuai dengan protokol
yang diberikan oleh perusahaan QIAGEN dengan
menggunakan kit QIAprep® Spin Miniprep (Cat.
No. 27104). Filtrat dalam tabung mikrosentrifugasi
yang diperoleh diberi label dan disimpan untuk
sekuensing.

Sekuensing dilakukan dengan direct sequencing dari
hasil PCR gen H. Pemeriksaan DNA disekuens dengan
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menggunakan automatic sequencer berdasarkan metode
Sanger (dideoxy termination method). Reaksi tersebut
dilakukan pada mesin automatic ABI PRISM® Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit.
Primer yang dipakai untuk melakukan sekuensing
sama dengan primer pada Tabel 1.

Hasil

Epitop spesifik CTL (cytotoxic T lymphocyte) pada
protein H

Pada protein H terdapat dua epitop spesifik CTL,
yaitu asam amino 343-351 dan asam amino 544-552.
Dari hasil penjajaran epitop 343-351 ternyata tidak
ditemukan perbedaan urutan asam amino, dan semua
isolat ditemukan mempunyai sekuens asam amino yang
sama yaitu Asp-Pro-Val-Ile-Asp-Arg-Leu-Tyr-Leu. Pada
penjajaran epitop asam amino 544-552 ditemukan
perbedaan pada asam amino 546 yaitu asam amino

G (glisin) pada virus Edmonston-wt (Ser-Pro-Gly-
Arg-Ser-Phe-Ser-Tyr-Phe), sedangkan pada genotipe
G2, G3, D9, CAM-70, dan Schwarz adalah S (serin)
(Ser-Pro-Ser-Arg-Ser-Phe-Ser-Tyr-Phe).

Epitop Spesifik Sel B (antibodi) pada Protein H

Epitop-epitop antibodi yang penting pada protein
H adalah, asam amino188-199, 313-314, 309-318,
dan 305-322. Epitop yang lain 49-72, 103-117,
123-137, 242-255, 293-307, 463-477. Dari hasil
penjajaran asam amino pada epitop-epitop tersebut,
tampak bahwa pada epitop 123-137 tidak ditemukan
perbedaan, sedangkan pada epitop-epitop yang lain
ditemukan beberapa perbedaan.

Perbedaan asam amino pada epitop 49-72, yaitu
asam amino 61 P (prolin) pada genotipe G3, sedangkan
G2, D9, CAM-70, Schwarz dan Edmonston adalah
H (histidin). Perbedaan epitop 103-117 ditemukan
pada asam amino 117 L (leusin) pada Schwarz,
sedangkan G2, G3, D9, CAM-70 dan Edmonston

Tabel 1. Primer digunakan untuk PCR dan sekuensing

No. Nama Primer Urutan nukleotida Posisi
7 Primer H 1 CAT CAA gCC CAC CTg AAA TTA TC 7183-7205
2 gAC ATg TTT gAg AAT TgA CCT CTg 7852-7875
8 Primer H 3 CAT Tgg TgA ACT CAA CTC TAC Tgg 7764-7787
4 gAg TegC TTg ¢gAT TTT ACC CTT ACA 8425-8449
9 Primer H 5 gAT CCA gTg ATA gAC Agg CTT TAC 8297-8321
6 CTAYCT GCG ATT GGT TCC ATC 9104-9124
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Gambar 2. Epitop CTL pada protein H (bayang hitam) (544-552, 343-351)
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Gambar 3. Epitop sel B pada protein H (bayang hitam).

adalah F (fenilalanin). Perbedaan epitop 188-199
ditemukan asam amino 133 S (serin) pada G2 dan
G3, sedangkan genotipe D9, CAM-70, Schwarz dan
Edmonston adalah R (arginin). Perbedaan epitop 242-
255 ditemukan asam amino 243 G (glisin) pada D9,
sedangkan G2, G3, CAM-70, Schwarz dan Edmonston
adalah R (arginin), asam amino 252 H (histidin)
pada D9, sedangkan G2, G3, CAM-70, Schwarz dan
Edmonston-wt adalah Y (tirosin). Perbedaan epitop
293-307 ditemukan asam amino 296 L (leusin) pada
CAM-70, Schwarz dan Edmonston, sedangkan G2,
G3 dan D9 adalah F (fenilalanin), asam amino 302

Sari Pediatri, Vol. 10, No. 3, Oktober 2008

R (arginin) pada genotipe D9, sedangkan G2, G3,
CAM-70, Schwarz dan Edmonston adalah G (glisin),
asam amino 303 G (glisin) pada G2, sedangkan G3,
D9, CAM-70, Schwarz dan Edmonston adalah E
(asam glutamat).

Perbedaan epitop 314-322 ditemukan asam mino
318 R (arginin) pada genotipe G2 dan G3, sedangkan
genotipe D9, CAM-7, Schwarz dan Edmonston
adalah S (serin). Perbedaan epitop 463-478 ditemukan
asam amino 476 L (leusin) pada genotipe G2 dan
G3, sedangkan genotipe D9, CAM-70, Schwarz dan

Edmonston adalah F (fenilalanin).

193



Made Setiawan dkk: Made Setiawan dkk: Sekuens Asam Amino Epitop Sel B dan Sel T Protein Hemaglutinin Virus Campak

Pembahasan
Analisis Epitop CTL dan Epitop sel B pada protein H

Infeksi virus campak dapat menginduksi respons
imun humoral dan respons imun selular. Kedua
glikoprotein virus campak dapat menginduksi
antibodi netralisasi yang dapat mencegah penyakit
secara in vivo, agar dapat kembali sembuh seperti
semula diperlukan respons sel T. Hal ini terbukti dari
anak yang menderita penyakit a-gamaglobulinemia
dapat sembuh dan normal kembali dari penyakit
campak, sedangkan anak yang menderita penyakit
kelainan sel T akan mendapat komplikasi bila
terserang penyakit campak. Maka peran sel T sangat
penting dalam penyembuhan penyakit serta pen-
cegahan terhadap komplikasi.’ Untuk pembuatan
vaksin, kedua faktor tersebut hendaknya mendapat
perhatian khusus agar respon imun yang terbentuk
di dalam tubuh optimum, sehingga sasaran program
imunisasi dapat tercapai.

Dua jenis epitop CTL yang sudah diketahui
pada protein H, epitop 343-351 dan 544-552.'
Pada penelitian kami dilakukan analisis dari kedua
epitop tersebut. Hasil analisis epitop 343-351 tidak
ditemukan perbedaan urutan asam amino antara virus
G2, G3, D9, CAM-70, Schwarz dan Edmonston-wt.
Perbedaan ditemukan pada epitop CTL 544-552, yaitu
asam amino 546 G (glisin) pada virus Edmonston-wt,
sedangkan pada genotipe G2, G3, D9, CAM-70 dan
Schwarz adalah S (serin). Berdasarkan data tersebut,
maka tidak ditemukan perbedaan epitop CTL antara
virus vaksin (CAM-70 dan Schwarz) dan virus campak
liar di Indonesia (G2, G3 dan D9). Dengan demikian,
virus campak liar (G2, G3 dan D9) dan virus vaksin
(CAM-70 dan Schwarz) akan memberikan reaksi yang
sama terhadap respon CTL.

Hu dkk'” menemukan beberapa epitop sel B pada
protein H. Obeid dkk'® juga menemukan beberapa
epitop sel B pada protein H. Dalam penelitian
kami, epitop-epitop yang ditemukan oleh Hu dkk'"
dan Obeid dkk'® dipakai sebagai rujukan untuk
menganalisis perbedaan sekuens asam amino antara
virus campak liar dan virus vaksin. Dari hasil analisis
penjajaran epitop-epitop spesifik sel B (antibodi)
antara virus campak liar (G2, G3, dan D9) dan virus
vaksin (CAM-70 dan Schwarz) ditemukan perbedaan
sekuens asam amino pada beberapa epitop. Epitop
yang berbeda adalah epitop 242-255 dengan dua
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lokasi perbedaan. Asam amino yang berbeda pada ke
dua posisi tersebut adalah asam amino dengan sifat
yang berbeda. Pada epitop 293-307 terdapat empat
lokasi asam amino yang berbeda, dua diantaranya
termasuk dalam kelompok sifat asam amino yang
berbeda. Pada epitop 314-322 ditemukan 1 lokasi
asam amino yang berbeda. Asam amino yang berbeda
tersebut ternyata mempunyai sifat yang berbeda.
Pada epitop 463-478 hanya ditemukan perbedaan 1
lokasi asam amino, tetapi asam amino yang berbeda
termasuk dalam kelompok sifat-sifat asam amino yang
sama. Asam amino 211 merupakan asam amino yang
penting pada protein H.? Dari hasil penelitian kami,
ditemukan perbedaan asam amino 211 yaitu G (glisin)
pada virus vaksin CAM-70, sedangkan virus campak
liar (G2, G3 dan D9) adalah (S) serin. Kedua asam
amino ini termasuk dalam kelompok sifat asam amino
yang berbeda. Akibat adanya perbedaan-perbedaan ini,
maka antibodi yang terbentuk tidak homolog sehingga
dapat mempengaruhi kemampuan untuk menahan
infeksi virus dari genotipe yang berbeda.

Kesimpulan

Disimpulkan dari hasil analisis sekuens nukleotida
gen dan asam amino protein H ditemukan perbedaan
sekuens asam amino epitop sel T pada protein H antara
virus campak liar dan virus Edmonstone-wt, sedangkan
antara virus campak liar dan virus vaksin (CAM-70
dan vaksin Schwarz) tidak ditemukan perbedaan.
Ditemukan perbedaan sekuens asam amino pada
epitop sel B protein H antara virus campak liar dan
virus vaksin (CAM-70 dan Schwarz), sedangkan antara
virus vaksin CAM-70 dan Schwarz tidak ditemukan
perbedaan.
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