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RINGKASAN

RAHMA ISARTINA ANWAR. Pengembangan Antigen Vaksin Berbasis Virus Like
Particles (VLPs) Penyakit Mulut dan Kuku (PMK) dengan Karakter Genetik Virus di
fndonesia. Dibimbing oleh ARIS TRI WAHYUDI, RIKA INDRI ASTUTI, NI LUH
PUTU IKA MAYASARI dan TRI PUJI PRIYATNO.

Penyakit mulut dan kuku (PMK) merupakan penyakit virus yang sangat menular
pada ternak berkuku genap seperti sapi, kambing, domba dan babi. Virus PMK berasal
dari genus Aphthovirus dan famili Picornaviridae. Indonesia kembali menghadapi wabah
PMK pada tahun 2022. Wabah tersebut menyebar dengan cepat karena virus PMK yang
sangat menular. PMK muncul kembali di Gresik, Jawa Timur dan menyebar cepat ke
beberapa provinsi di Indonesia. Data genetik virus PMK yang mewabah pada tahun 2022
yang sudah dipublikasikan baru pada daerah Jawa Timur. Sementara untuk daerah lain
belum dipublikasikan. Data genetik tersebut sangat krusial karena virus PMK memiliki
tingkat mutasi yang tinggi dan tidak memiliki proteksi silang antar serotipe serta antar
strain dalam serotipe yang sama. Berdasarkan data genetik tersebut dapat dikembangkan
vaksin PMK yang spesifik, strategi vaksinasi yang tepat, dan deteksi dini perkembangan
strain-strain baru. Saat ini telah berkembang vaksin PMK berbasis Virus Like Particles
(VLPs) yang dapat dijadikan alternatif vaksin inaktif. Keunggulan vaksin VLPs adalah
lebih aman karena hanya mengandung epitop yang dapat menstimulasi produksi antibodi
tetapi tidak dapat bereplikasi akibat tidak adanya asam nukleat virus. Tujuan penelitian
1ni antara lain (1) mengembangkan kandidat antigen vaksin PMK berbasis VLPs dengan
karakter genetik virus PMK yang mewabah di Indonesia sehingga akan mewujudkan
kemandirian produksi vaksin nasional, (2) menganalisis karakter genetik dan pemodelan
epitop virus PMK pada region VP1, VP2, VP3 (region yang mengandung situs netralisasi
antigen) yang menyebar di daerah Jawa Barat dan Sumatera Selatan, (3) mengkonstruksi
vektor yang membawa gen VP1, VP2 dan VP3 secara terpisah dan mentransformasi ke
dalam E. coli BL21 (DE3), (4) menganalisis ekspresi masing-masing vektor yang
membawa gen VP1, VP2 dan VP3, (5) melakukan purifikasi protein VP1, VP2 dan VP3,
(6) menguji kandidat antigen vaksin protein VP1, VP2 dan VP3 secara terpisah pada
hewan coba (mencit) untuk mengukur respon antibodi yang terbentuk.

Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yaitu: (1) identifikasi molekuler dan
pemodelan epitop protein kapsid virus PMK di wilayah Sumatera Selatan dan Jawa Barat
tahun 2022-2023, (2) konstruksi, ekspresi dan purifikasi protein VLPs virus PMK, (3)
pengujian in vivo kandidat antigen vaksin VLPs pada hewan coba mencit. Identifikasi
molekuler region VP1, VP2 dan VP3 dilakukan pada 19 sampel lepuh mulut dan kuku
sapi yang terdiagnosa PMK. Analisis molekuler dilakukan untuk mengetahui keragaman
genetik strain virus PMK yang berkembangan di berbagai wilayah di Indonesia.
Pemodelan epitop protein untuk memprediksi bagian virus yang dikenali oleh sistem
imun dan mengantisipasi kegagalan vaksin akibat munculnya variasi strain baru.
Selanjutnya, gen kapsid VP1, VP2 dan VP3 dikonstruksi ke dalam vektor ekspresi
pHT32a secara terpisah lalu ditransformasikan ke dalam sel E. coli BL21 (DE3). Ekspresi
gen kapsid strain E. coli rekombinan dilakukan dengan analisis transkripsi menggunakan
¢dPCR dan translasi dengan Western Blot menggunakan antibodi His-Tag. Protein kapsid
dipurifikasi dan digunakan sebagai antigen untuk uji in vivo pada mencit. Mencit dinjeksi
dengan protein VP1, VP2 dan VP3 pada hari ke-1, dilanjutkan dengan booster 1, 2 dan 3



dengan interval 7 hari. Respon imun diamati pada 7 hari setelah injeksi pertama dan
masing-masing booster dengan metode ELISA menggunakan antibodi spesifik PMK,
sitokin IFN y dan IL-22.

Hasil penelitian tahap 1 menunjukkan bahwa gen VP1 memiliki variasi genetik
yang lebih tinggi dibandingkan dengan gen VP2 dan VP3. Gen VP1 dan VP3 dari sampel
koleksi juga memiliki perbedaan nukleotida dan asam amino jika dibandingkan dengan
antar isolat hasil koleksi dan isolat referensi ISA/1/2022, sedangkan VP2 tidak
menunjukkan perbedaan. Analisis filogenetik berdasarkan sekuen nukleotida dan asam
amino VP1 menunjukkan bahwa semua isolat-isolat PMK Indonesia berada pada
subgroup yang sama dan terpisah dengan group dan subgroup strain PMK asal India,
China, Myanmar, Iran, Saudi Arab dan Oman. Perubahan asam amino tersebut terjadi
pada sekuen peptida epitop yang berikatan dengan sel B dan sel T. Semua epitop
diprediksi memiliki sifat antigenik, tidak alergenik dan tidak toksik sehingga dapat
digunakan untuk pengembangan vaksin berikutnya. Hasil peneltian tahap 2 menunjukkan
protein VP1, VP2 dan VP3 berhasil dikonstruksi ke dalam plasmid pET32a dan
diekpresikan di E. coli BL21 (DE3) dengan dosis inducer IPTG yang optimal yaitu 0,1
mM (VP1), 0,2 mM (VP2) dan 0,3 mM (VP3). Protein VP1, VP2 dan VP3 diekspresikan
dengan fusi protein Trx.Tag, His tag, S tag dan /inkers and cleavage sites sebesar 20 kDa.
Total berat molekul dari fusi protein tersebut adalah berkisar 44 kDa. Konfirmasi ekspresi
dilakukan dengan SDS PAGE yang menunjukkan terdapat pita protein target dengan
bobot molekul yang sesuai. Analisis western blot juga menunjukkan terdapat sinyal
interaksi antara protein sampel dengan antibodi His-tag yang ditandai dengan
terbentuknya warna pada pita protein target. Protein VP1, VP2 dan VP3 yang dihasilkan
digunakan sebagai kandidat antigen vaksin untuk tahap pengujian in vivo pada mencit.
Hasil penelitian tahap 3 menunjukkan bahwa antibodi spesifik PMK terbentuk pada
kelompok injeksi VP2 dan VP3. Namun, pada kelompok VP1 tidak terdeteksi antibodi
tersebut. Hal tersebut kemungkinan disebabkan karena variasi asam amino yang besar
pada protein VP1 dibandingan isolat referensi sehingga terjadi kegagalan pengenalan
antibodi pada uji ELISA. Kadidat vaksin VP2 dosis 300 pg mempunyai potensi dan stabil
dalam menghasilkan antibodi spesifik PMK karena antibodi terdeteksi pada post booster
1, 2 dan 3. Hasil pengukuran konsentrasi IFN y menunjukkan peningkatan konsentrasi
IEN y pada perlakuan injeksi vaksin protein kapsid. Hasil pengukuran konsentrasi 1L-22
menunjukkan bahwa terjadi peningkatan konsentrasi IL-22 baik pada perlakuan injeksi
vaksin komersil PMK maupun vaksin protein kapsid. Hal tersebut menunjukkan bahwa
injeksi dengan protein VP1 juga mampu meningkatkan respon imun non spesifik melalui
peningkatan konsentrasi IL-22 walaupun antibodi spesifik tidak terdeteksi.

Penelitian ini memiliki kebaruan antara lain (1) pemodelan epitop virus PMK region
VP1, VP2 dan VP3 yang mewabah di area Jawa Barat dan Sumatera Selatan, (2) platform
DNA rekombinan untuk sintesis protein kapsid VP1, VP2 dan VP3 secara heterolog di E.
coli, (3) virus like particles (VP1, VP2 dan VP3) PMK dapat berperan sebagai antigen
untuk stimulasi respon imun.

Kata kunci: Penyakit mulut dan kuku, protein kapsid (VP1, VP2, VP3), virus like particle,
antigenik



SUMMARY

RAHMA ISARTINA ANWAR. Development of a Virus-Like Particle (VLPs) Vaccine
Antigen for Foot-and-Mouth Disease Based on the Molecular Characterization of
Indonesian Outbreak. Supervised by ARIS TRI WAHYUDI, RIKA INDRI ASTUTI, NI
LUH PUTU IKA MAYASARI dan TRI PUJI PRIYATNO.

Foot-and-Mouth Disease (FMD) is a highly contagious viral disease of even-toed
ungulates such as cattle, goats, sheep, and pigs. The FMD virus belongs to the genus
Aphthovirus and the family Picornaviridae. Indonesia experienced another FMD outbreak
i1 2022. The outbreak spread rapidly due to the highly contagious of the FMD virus. FMD
reemerged in Gresik, East Java, and quickly spread to multiple Indonesian provinces.
Published genetic data for the 2022 FMD outbreak is currently limited to East Java, with
data from other regions still unavailable. This genetic data is crucial because the FMD
virus has a high mutation rate and lacks cross-protection between serotypes and between
strains within the same serotype. This genetic data enables the development of strain-
specific FMD vaccines, targeted vaccination strategies, and early detection tools. A VLP-
based FMD vaccine has been developed, which can serve as an alternative to inactivated
vaccines. The primary advantage of VLP vaccines is their safety profile; because they
lack viral nucleic acids, they cannot replicate, yet they still present the crucial epitopes
needed to stimulate antibody production. The objectives of this study were to (1) develop
a VLP-based antigen FMD vaccine candidate matching the genetic profile of the endemic
Indonesian strain to promote national vaccine independence, (2) analyze the genetic
characteristics and model the FMD virus epitopes within the neutralizing VP1, VP2, and
VP3 regions circulating in West Java and South Sumatra, (3) construct separate
expression vectors for the VP1, VP2, and VP3 genes and transform them into E. coli
BL21 (DE3), (4) analyze the expression of each target gene, (5) purify the individual VPI,
VP2, and VP3 proteins, (6) evaluate these antigen vaccine candidates separately in mice
to measure specific antibody responses.

This research was structured into three distinct phases: (1) molecular identification
and epitope modeling of FMD virus capsid proteins from the South Sumatra and West
Java regions (2022-2023), (2) construction, expression and purification of recombinant
FMD virus capsid proteins, (3) in vivo evaluation of VLPs vaccine candidates in mice
models. Molecular characterization of the VP1, VP2, and VP3 regions was conducted on
19 vesicular fluid and tissue samples collected from the mouths and hooves of FMD-
diagnosed cattle. This molecular analysis aimed to determine the genetic diversity of the
FMD virus strains circulating across various regions in Indonesia. Currently, protein
epitope modeling was performed to predict viral domains recognized by the host immune
system and to mitigate potential vaccine failure driven by the emergence of novel strain
variants. Following identification, the VP1, VP2, and VP3 capsid genes were individually
cloned into the pET-32a expression vector and transformed into E. coli BL21 (DE3) cells.
Capsid gene expression in the recombinant E. coli strains was validated at the
transcriptional level via quantitative PCR (qPCR) and at the translational level via
western blot analysis using anti-His-tag antibodies. The target recombinant capsid
pioteins were subsequently purified to serve as antigens for subsequent testing. For in
vivo evaluation, mice were immunized with the purified VP1, VP2, or VP3 proteins on
day 0, followed by three booster doses administered at 7-day intervals (days 7, 14, and



21). Immune responses were evaluated 7 days post-initial immunization and 7 days after
each booster dose. Humoral and cellular immune profiles were quantified via ELISA to
measure FMD-specific antibodies, as well as IFNy and IL-22 cytokine levels.

Phase I results demonstrated that the VP1 gene exhibited the highest genetic variation
among the three capsid genes. Compared to the reference isolate ISA/1/2022, the
collected isolates showed distinct nucleotide and amino acid substitutions within the VP1
and VP3 genes, whereas the VP2 gene remained entirely conserved. Phylogenetic
analysis based on VP1 nucleotide and amino acid sequences revealed that all Indonesian
FMD isolates clustered within a single, distinct subgroup, separate from known FMD
strains originating from India, China, Myanmar, Iran, Saudi Arabia, and Oman. Notably,
the observed amino acid mutations occurred within the peptide sequences of predicted B-
cell and T-cell epitopes. All identified epitopes were predicted to be antigenic, non-
allergenic, and non-toxic, confirming their suitability for downstream vaccine
development. In phase II, the VP1, VP2, and VP3 genes were successfully cloned and
expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). The optimal IPTG induction concentrations
were determined to be 0.1 mM for VP1, 0.2 mM for VP2, and 0.3 mM for VP3. Each
recombinant protein was expressed with a 20 kDa N-terminal fusion tag consisting of Trx
tag, His tag, S tag, alongside standard linkers and cleavage sites, resulting in a total
molecular weight of approximately 44 kDa per protein. Target protein expression was
validated via SDS-PAGE, which displayed distinct bands corresponding to the expected
molecular weights. Furthermore, western blot analysis confirmed specific interaction
signals between the recombinant proteins and anti-His-tag antibodies, visualized by
distinct color development at the target bands. These purified VP1, VP2, and VP3
proteins were subsequently utilized as antigen vaccine candidates for in vivo evaluation.
Phase I1I trials revealed that FMD-specific antibodies were successfully induced in the
VP2 and VP3 immunization groups. Conversely, no specific antibodies were detected in
the VP1 group. This lack of detection was likely driven by the pronounced amino acid
variations within the VP1 protein relative to the reference strain, leading to an antibody-
antigen mismatch and subsequent recognition failure in the ELISA assay. Among the
candidates, the 300 pg VP2 vaccine candidate demonstrated the highest potential and
stability, consistently eliciting detectable FMD-specific antibodies following boosters 1,
2, and 3. Cellular immune profiling showed a marked upregulation of IFNy levels
following injection with the recombinant capsid protein candidates. IL-22 levels
increased in response to both the commercial FMD vaccine and the recombinant capsid
protein candidates.

This research presented several key novelties: (1) epitope modeling of FMDV VP1,
VP2, and VP3 regions triggering outbreaks in West Java and South Sumatra, (2) a
recombinant DNA platform for heterologous production of VP1, VP2, and VP3 capsid
proteins in E. coli, (3) FMD virus-like particles (VP1, VP2, and VP3) serving as antigens
for immune response stimulation.

Keywords: Foot-and-mouth disease, capsid protein (VP1, VP2, VP3), virus like particle,
antigenic
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