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ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is the causal agent of dengue fever that is transmitted by Aedes aegypti and
Aedes albopictus mosquitoes. DENV has four serotypes that have been widely recognized in the
world: DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4. DENV has RNA as the genome, and its length is
almost 11 kilo bases. DENV RNA composed of 5'- and 3'-UTR; 3 structural genes; 7 non-structural
genes (NS). Among the seven non-structural genes exist, NS3 plays an important role in viral
replication as protease, helicase and NTPase. This study aimed to compare the variation of NS3
gene and amino acid sequences of DENV-2 in Indonesia with DENV-2 from several other countries.
This research is an in silico study by using softwares to analyze the data retrieved from GenBank.
The result of the multiple alignment of 100 sequences showed that NS3 gene from Indonesia samples
had variations at 10 amino acid sites, which were occured at sites number 14, 119, 122, 171, 248,
289, 308, 392, 453 and 535, while the remaining global samples had 69 amino acid sites that were
found to be variated.
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ABSTRAK

Virus Dengue (DENV) merupakan penyebab penyakit demam berdarah yang ditransmisikan melalui
nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus. DENV memiliki empat serotipe yang telah dikenal
secara luas oleh dunia, yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4. DENV merupakan virus
dengan materi genetik berupa rantai RNA yang panjangnya hampir 11 kilo basa. RNA DENV
tersusun atas 5’- dan 3’-UTR; 3 gen struktural; 7 gen non-struktural (NS). Di antara ketujuh gen non-
struktural yang ada, NS3 merupakan gen yang berperan penting dalam replikasi virus, yaitu sebagai
protease, helikase dan NTPase. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan variasi sekuens dan
asam amino gen NS3 DENV-2 yang ada di Indonesia dengan DENV-2 dari beberapa negara lain.
Penelitian ini merupakan studi in silico dengan menggunakan software yang menganalisis data yang
diperoleh dari GenBank. Hasil penjajaran 100 sekuens menunjukkan bahwa gen NS3 sampel
Indonesia memiliki variasi yang terjadi pada 10 situs asam amino, yaitu pada nomor 14, 119, 122,
171, 248, 289, 308, 392, 453 dan 535, sedangkan sampel global memiliki 69 situs asam amino yang
mengalami variasi.

Kata kunci : Virus Dengue, DENV-2, NS3, in silico, variasi sekuens
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PENDAHULUAN

Virus Dengue (DENV) merupakan virus
yang paling diwaspadai secara global. Virus
ini disebarkan oleh nyamuk sebagai vektornya.
DENV merupakan ancaman serius bagi sekitar
2,5 miliar orang yang tinggal di 128 daerah
endemik dengue di seluruh dunia. Setiap tahun
terjadi 390 juta kasus infeksi dengue, dengan
jumlah insidensi yang menunjukkan gejala
klinis mencapai 96 juta (WHO, 2015).

Di Indonesia, jumlah kasus demam
berdarah (DBD) berfluktuasi dari tahun ke
tahun. Berdasarkan data Kemenkes (2012),
angka kesakitan atau incidence rate (IR) DBD
per 100.000 penduduk selama kurun waktu
2007-2012 yaitu: 71,78 (2007); 59,02 (2008);
68,22 (2009); 65,70 (2010); 27,67 (2011);
37,11 (2012). Jumlah penderita DBD yang
dilaporkan pada tahun 2012 mencapai 90.245
kasus dengan jumlah kematian 816 orang
(IR=37,11). Terjadi peningkatan jumlah kasus
pada tahun 2012 dibandingkan pada tahun
2011 (65.725 kasus dengan IR=27,67). Dari
tulisan lain yang diterbitkan olenh Kemenkes
(2014), diketahui bahwa pada tahun 2014, dari
bulan Januari sampai pertengahan bulan
Desember penderita DBD di 34 provinsi
berjumlah 71.668 orang, 641 diantaranya
meninggal dunia. Angka tersebut sedikit lebih
rendah dibandingkan pada tahun 2013, dengan
jumlah penderita sebanyak 112.511 orang dan
jumlah kasus meninggal sebanyak 871.

Penyakit DBD disebabkan oleh DENV
yang ditransmisikan melalui nyamuk Aedes
aegypti dan Aedes albopictus. Virus ini
temasuk ke dalam genus Flavivirus dengan
nama famili Flaviviridae (Cardozo et al.,
2014; Anoop et al., 2010). Ada empat serotipe
DENV vyang telah dikenal, yaitu DENV-1,
DENV-2, DENV-3 dan DENV-4. Semua
serotipe dapat menimbulkan penyakit demam
berdarah yang disebut Demam Dengue (DD),
Demam Berdarah Dengue (DBD) dan

Sindrom Syok Dengue (SSD) (CDC, 2014;
WHO, 2009). Pada umumnya istilah demam
berdarah yang sering digunakan masyarakat
mengacu pada ketiga jenis penyakit tersebut.

DENV merupakan virus dengan materi
genetik berupa rantai RNA yang panjangnya
hampir 11 kilo basa. Dalam RNA DENV
terdapat 3 gen struktural (gen C, gen M dan
gen E) dan 7 gen non-struktural (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B dan NS5). Semua
gen berperan penting dalam patologi virus.
Sebagai gen non-struktural, gen NS3
menghasilkan protein NS3 yang memiliki
fungsi enzimatik yang diperlukan dalam
replikasi virus (Pangerapan dan Kolondam,
2015). Penelitian yang dilakukan oleh Ayub et
al. (2013) dan Li et al. (1999) memperlihatkan
bahwa protein NS3 berperan sebagai helikase
dan nucleoside triphosphatase (NTPase), serta
merupakan komponen dari NS2B-NS3pro
yang memiliki fungsi protease. Kerusakan atau
kecacatan pada protein NS3  dapat
mengganggu proses replikasi virus, sehingga
laju perkembangan virus Dengue dalam sel
menjadi terhambat. Peran penting protein NS3
bagi virus menjadikan protein NS3 sebagai
target potensial untuk obat-obatan antivirus
(Ayub et al., 2013).

Meskipun DENV merupakan virus RNA
yang memiliki laju mutasi yang tinggi, namun
sebagian sekuens dari gen NS3 vyang
menghasilkan residu asam amino untuk
replikasi virus ini terus dikonservasi (Ayub et
al., 2013; Lauring et al., 2013). Penelitian
semacam ini sebelumnya telah dilakukan oleh
Ayub et al. (2013), namun sekuens yang
digunakan adalah konsensus semua serotipe
Virus Dengue. Penelitian tersebut tidak
berfokus pada variasi yang terjadi pada situs-
situs yang tidak terkonservasi.

Hingga akhir Juni 2015, terdapat 40
sekuens genom DENV-2 yang berasal dari
Indonesia yang tersedia di GenBank.
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Berdasarkan penelusuran yang dilakukan,
belum pernah ada penelitian  yang
memanfaatkan  data  tersebut. DENV-2
merupakan serotipe yang berkembang dengan
pesat dalam dekade terakhir dan memiliki laju
pertumbuhan populasi tertinggi secara global
dibandingkan ketiga serotipe lainnya (Costa et
al., 2012). Dengan dasar tersebut, maka
DENV-2 dipilih sebagai objek penelitian ini.
Dalam penelitian ini dikaji variasi sekuens gen
NS3 yang ada di Indonesia dengan DENV-2
dari berbagai negara di dunia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Juni 2015 sampai bulan Januari 2016.
Pengumpulan dan pengolahan data dilakukan
di Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Sam Ratulangi, Manado.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu berupa laptop dan beberapa software
untuk pengumpulan dan pengolahan data,
yaitu Geneious versi 5.6 (Drummond et al.,
2012), Paint, PAUP versi 4.0b10 (Swofford,
2000) dan TreeView versi 1.6.6 (Page, 1996).
Bahan yang digunakan dalam penelitan ini
adalah data sekuens gen NS3 Virus Dengue
Serotipe 2 (DENV-2) dan Virus Dengue
Serotipe 4 (DENV-4) yang bersumber dari
GenBank (Benson et al., 2005).

Pencarian Database dan Ekstraksi Gen NS3

Database genom DENV-2 beserta virus
outgroup diperoleh dari GenBank dan diproses
menggunakan Geneious. Alamat situs yang
diakses yaitu http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
Dari sekitar 300 hasil pencarian, dipilih data
sekuens yang mewakili setiap negara yang
ada. Khusus data sekuens yang berasal dari
Indonesia, diambil sebanyak mungkin sekuens
yang memiliki  kelengkapan informasi

penunjang yang diperlukan (nama sekuens,
accession number, tahun pengambilan sampel
dan sumber isolat). Setiap data sekuens genom
virus utuh disalin dalam bentuk FASTA dan
disimpan sebagai new sequence dalam piranti
Geneious. Dari data sekuens genom virus utuh
yang diperoleh kemudian dilakukan ekstraksi
yang menghasilkan sekuens gen NS3 untuh
untuk dilakukan analisis.

Penjajaran Nukleotida

Penjajaran nukleotida dikerjakan dengan
menggunakan  piranti  lunak  Geneious.
Sebanyak 100 data sekuens yang telah
disimpan ditambah tujuh sekuens outgroup
dipilih dan kemudian dijajarkan (alignment)
menggunakan algoritma ClustalW.

Translasi Sekuens Nukleotida menjadi
Asam Amino

Translasi dikerjakan dengan
menggunakan opsi translate pada software
Geneious. Translasi dilakukan berdasarkan
kode genetik standar yang tersedia pada
pilihan genetic code.

Analisis Data

Penelitian ini merupakan penelitian in
silico yang mengolah sekuens RNA DENV-2
yang terdata dalam GenBank. Semua sekuens
RNA virus Dengue dijajarkan  dan
dibandingkan  urutan asam  aminonya.
Berdasarkan urutan RNA dan asam amino,
ditentukan region RNA yang menjadi hotspot
variasi genetik beserta perubahan molekul
asam amino penyusun protein NS3.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Database Genom dan Gen NS3 Virus
Dengue Serotipe 2

Dari pencarian database yang dilakukan
di GenBank, diperolen 100 sekuens RNA
DENV-2 dan 7 sekuens RNA Virus Dengue
Serotipe 4 (DENV-4) yang digunakan sebagai
outgroup. Dari 100 sekuens DENV-2 yang
diambil, 30 sekuens berasal dari Indonesia
yang dikoleksi dari Jakarta, Makassar dan
Sumatera, sedangkan 70 sekuens lainnya
merupakan sekuens yang berasal dari berbagai
negara lainnya. Sebanyak 70 sekuens tersebut
berasal dari negara-negara Amerika, Asia,
Australia, Kepulauan Karibia dan Oceania.
Semua sekuens DENV-2 tersebut berasal dari
sampel yang dikoleksi antara tahun 1944-
2014.

Data gen NS3 yang diperoleh berasal
dari sekuens genom virus utuh yang diekstrak
dengan bantuan software Geneious. Ekstraksi
genom pada akhirnya menghasilkan 107
sekuens gen NS3 yang terdiri dari 100 sekuens
gen NS3 DENV-2 dan 7 sekuens gen NS3
DENV-4. Pemilihan DENV-4 sebagai virus
outgroup  didasarkan  pada  hubungan
filogeninya dengan DENV-2. Penelitian yang
dilakukan olenh Costa et al. (2012) dan
Huhtamo et al. (2014) menunjukkan bahwa
DENV-4 merupakan leluhur dari DENV-1,
DENV-2 dan DENV-3. DENV-2 merupakan
serotipe yang pertama kali berevolusi dari
DENV-4.

Variasi Sekuens Gen NS3 dan Asam Amino
Virus Dengue Serotipe 2

Multiple alignment 107 sekuens virus
Dengue vyang dikerjakan dengan bantuan
software Geneious menunjukkan adanya
variasi genetik antar sampel yang berasal dari
negara-negara yang berbeda. Variasi basa
nukleotida terdapat pada banyak titik gen NS3.
Namun jika hanya dilihat dari hasil penjajaran

nukleotida saja, tidak dapat ditentukan hotspot
tempat terjadinya variasi yang berarti. Maksud
dari variasi nukleotida yang berarti vyaitu
variasi yang mengakibatkan terjadinya
perubahan pada asam amino yang dikodekan.
Titik-titik variasi gen yang berarti dapat
ditentukan dengan melihat variasi yang terjadi
pada penjajaran asam amino.

Gen NS3 DENV-2 mengodekan 618
asam amino. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pada 618 asam amino tersebut terdapat
69 situs yang memiliki variasi. Dari 69 situs
tersebut, untuk setiap posisi asam amino
terdapat dua atau tiga variasi asam amino.
Variasi asam amino banyak ditemukan pada
ujung N gen NS3. Variasi pada ujung N
teridentifikasi pada asam amino nomor 5, 6, 8,
10, 13, 14, 15, 20, 22, 28, 31 dan 38. Pada
posisi 39-60 tidak terdapat variasi dan
nampaknya merupakan posisi yang
terkonservasi. Asam amino nomor 39-60
dikodekan oleh nukleotida nomor 115-180.
Variasi juga ditemukan antara asam amino
nomor 61-83, 115-142, 158-176, 186-190,
208-213, 248-251, 273, 289-294, 308, 318,
333-345, 367, 381, 392, 395-399, 418, 435,
451-466, 499, 508, 535, 548-549, 561-568,
577 dan 600. Variasi asam amino yang terjadi
pada situs-situs tersebut disebabkan karena
adanya variasi pada nukleotida pengode.
Variasi terjadi karena adanya substitusi basa
nukleotida. Perubahan basa nukleotida yang
terjadi berupa transisi maupun transversi,
tetapi tidak ditemukan pola khusus. Transisi
dan transversi terjadi secara acak di sepanjang
gen.

Variasi nukleotida juga ditemukan pada
posisi asam amino lain yang tidak disebutkan,
namun variasi tersebut tidak menyebabkan
perubahan asam amino yang dikodekan.
Walaupun terdapat variasi pada titik-titik
tertentu pada nukleotida, tetapi kodon yang
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dihasilkan masih mengodekan asam amino
yang sama.

Berdasarkan hasil penjajaran nukleotida
dan asam amino yang dilakukan, terlihat
bahwa DENV-2 memiliki sekuens gen NS3
yang bervariasi antar negara yang ada. Variasi
tersebut berdampak pada variasi asam amino
yang dikodekan. Variasi asam amino juga
ditemukan pada sampel-sampel yang berasal
dari satu negara yang sama. Penjelasan untuk
hal ini adalah karena DENV merupakan virus
RNA. Virus RNA memiliki laju mutasi yang
tinggi sehingga sekalipun sampel memiliki
serotipe yang sama dan berasal dari negara
yang sama tetap saja akan terdapat variasi
pada sekuens gennya. Hal ini sejalan dengan
hasil penelitian Lauring et al. (2013) bahwa
laju mutasi virus RNA jauh lebih tinggi
dibandingkan laju mutasi virus DNA.

Pada 30 sampel yang berasal dari
Indonesia ditemukan 10 titik variasi triplet
nukleotida yang mempunyai arti (Gambar 1).
Yang dimaksudkan dengan variasi nukleotida
yang mempunyai arti adalah variasi yang

terjadi pada nukleotida tersebut
mengakibatkan variasi pada asam amino yang
dikodekan. Posisi nukleotida tersebut adalah
40-42, 355-357, 364-366, 511-513, 742-744,
865-867, 922-924, 1174-1176, 1357-1359 dan
1603-1605. Sepuluh triplet nukleotida tersebut
secara berturut-turut mengodekan asam amino
nomor 14, 119, 122, 171, 248, 289, 308, 392,
453 dan 535. Perubahan nukleotida yang
terjadi pada kesepuluh kodon tersebut adalah
pada posisi pertama (asam amino nomor 308),
kedua (asam amino nomor 14, 119, 122, 171,
248, 289, 392, 453) dan posisi ketiga (asam
amino nomor 535). Asam amino Yyang
ditemukan yaitu: pada posisi 14 dapat berupa
E atau G; pada posisi 119 dapat berupa N atau
S; pada posisi 122 dapat berupa T atau I; pada
posisi 171 dapat berupa N atau S; pada posisi
248 dapat berupa K atau R; pada posisi 289
dapat berupa T atau I; pada posisi 308 dapat
berupa E atau K; pada posisi 392 dapat
berupa F atau S; pada posisi 453 dapat berupa
S atau I; pada posisi 535 dapat berupa D atau
E.
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Gambar 1. Variasi Asam Amino Gen NS3 DENV-2

Meskipun terdapat variasi  di
beberapa titikk asam amino, namun
perubahan pada situs-situs pengode
tersebut  secara  keseluruhan  tidak
berdampak pada fungsi protein NS3 yang
dihasilkan.  Koleksi ~ sampel  yang
digunakan dalam penelitian ini semuanya
diisolasi dari pasien yang terdeteksi
penyakit demam berdarah. Jadi jika variasi

yang ditemukan berdampak pada fungsi
protein  NS3 vyang dikodekan maka
seharusnya virus tersebut tidak
menimbulkan gejala sakit pada pasien
hingga titik pasien dibawa ke rumah sakit
dan sampelnya diambil. Virus yang
memiliki protein NS3 yang cacat tidak
dapat Dbereplikasi. Jika tidak dapat
bereplikasi maka virus tidak dapat
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berproliferasi.  Virus  yang  gagal
berproliferasi tidak akan bertahan dalam
tubuh inang sampai titik yang dapat
menimbulkan gejala sakit. Gejala sakit
akan timbul dalam kisaran 4-7 hari setelah
gigitan nyamuk (CDC, 2014).

Variasi asam amino yang ditemukan
bukan  terjadi pada  situs  yang
terkonservasi. Situs asam amino yang
terkonservasi menandakan vitalnya peran
situs tersebut terhadap fungsi protein yang
dihasilkan. Apabila terjadi mutasi atau
perubahan pada situs tersebut maka
berdampak pada tidak optimalnya kerja
protein, kecacatan bahkan  tidak
berfungsinya suatu protein (Chua et al,
2004; Kolondam et al., 2015).

Gen NS3 mengodekan beberapa
domain yang memiliki peran spesifik
terhadap fungsi protein NS3. Beberapa
domain yang diketahui terdapat pada
protein NS3 yaitu peptidase S1, peptidase
S7, helicase superfamily, ATP binding
domain, DEAD-Box, P-loop NTPase dan
helicase C-terminal. Menurut Mitchell et
al. (2015), posisi domain tersebut secara
keseluruhan adalah pada asam amino
nomor 17-182 (peptidase S7 dan peptidase
S1) dan 180-513 (helicase superfamily,
ATP binding domain, DEAD-box, P-loop
NTPase dan helicase C-terminal). Pada
masing-masing domain terdapat situs-situs
tertentu  yang terkonservasi  karena
memiliki peran vital bagi fungsi domain
tersebut. Situs-situs asam amino NS3 yang
terkonservasi pada DENV-2 ditemukan
pada nomor 46-57, 148-156, 216-235,
256-271, 295-304, 356-366, 405-417, 436-
446, 486-498 dan 536-546. Dalam
penelitiannya Ayub et al. (2013)
menemukan situs-situs lain yang juga
terkonservasi, yaitu nomor 128-139, 306-
320, 339-347 dan 456-464.

Hasil yang  diperolen  dalam
penelitian ini menunjukkan bahwa situs
nomor 128-139, 306-320, 339-347 dan
456-464 tidak terkonservasi pada DENV-
2. Hal ini dapat berarti bahwa situs-situs
tersebut sebenarnya tidak memegang peran
vital bagi fungsi domain yang dikodekan.
Menurut Ayub et al. (2013), situs-situs
tersebut juga terkonservasi pada gen NS3
DENV-1, DENV-3 dan DENV-4. Selain
situs-situs yang telah disebutkan, terdapat
juga tiga situs lain yang terkonservasi pada
DENV-2, yaitu H51, D75 dan S135.
Ketiga asam amino tersebut merupakan
triad katalitik yang diduga terlibat dalam
aktivitas katalitik NS2B-NS3pro (Chua et
al., 2004).

KESIMPULAN

Virus Dengue Serotipe 2 (DENV-2)
dari Indonesia memiliki 10 situs asam
amino pada gen NS3 yang cenderung
mengalami variasi. Variasi ditemukan
pada kodon nomor 14, 119, 122, 171, 248,
289, 308, 392, 453 dan 535, sedangkan
pada DENV-2 global ditemukan sebanyak
69 situs.

SARAN

Ada beberapa temuan dari hasil
penelitian ini yang belum dapat dijelaskan.
Temuan yang ada dapat menjadi
permasalahan yang menarik  untuk
dilakukan penelitian lanjutan.
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