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ABSTRAK 

Infeksi virus Dengue (DEN) dapat menyebabkan dengue hemorrhagic fever –dengue shock 
syndrome (DHF-DSS), yang ditandai dengan kebocoran plasma dan gangguan hemostasis. 
Meskipun sel endotel dipertimbangkan dapat menjadi target sel pada patogenesis DHF, 
namun sedikit bukti yang menyatakan infeksi virus dengue menyebabkan perubahan fungsi 
sel endotel. Dalam studi ini sel endotel diisolasi dari aorta desenden thoraxis-abdominalis 
kelinci, kemudian dilakukan kultur sel primer. Kultur sel kemudian diinokulasi dengan 
virus Dengue DEN-1, -2, -3, -4, dan DEN-mix. Replikasi virus dengue pada kultur sel 
endotel diukur dengan uji enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Titer Ag (DEN-1, 
-2, -3, -4, dan DEN-mix) yang didapat dari supernatan bervariasi. Dengue tipe 2 
mempunyai titer paling tinggi dibandingkan dengan DEN-mix dan tipe virus dengue 
lainnya. Kerusakan sel endotel menyebabkan kebocoran vaskuleryang berperanan pada 
patogenesis infeksi virus dengue. Hasil tersebut menyiratkan kemungkinan kerusakan sel 
endotel disebabkan oleh infeksi virus dengue yang mengakibatkan kebocoran vaskuler. 

Kata kunci : virus dengue, replikasi. kultur sel endotel, ELISA. 

ABSTRACT 

The severe outcome of the Dengue (DEN) virus infection known as DEN hemorrhagic 
fever – DEN shock syndrome (DHF – DSS), is characterized by plasma leakage and 
hemostasis derangements. Although endothelial cells have been speculated to be a target in 
the pathogenesis of DHF, there has been little evidence on Dengue virus infection to any 
alteration in endothelial cell function.In this study, the endothelial cells has been 
isolatedfrom rabbit thoraxis-abdominalis descendentaortha, then performed primary 
culture. The culture was then inoculated with virus Dengue DEN-1, -2, -3, -4 and DEN-
mix.Replications of dengue virus in endothelial cells culture were demonstrated by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Ag titers found among the supernatant of 
DEN-1, -2, -3, -4, and DEN-mix cultures were vary.Dengue type 2 had the highest virus 
titers in supernatant compared with those of DEN-mixand other types. Endothelial cell 
damage may couse vascular leakage that contributes to the pathogenesis of Dengue 
infection. There results imply the possibility that the existence of endothelial cell damage 
caused by DV infection may cause vascular leakage. 
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PENDAHULUAN 

Infeksi virus Dengue pada manusia dapat 
bersifat subklinis maupun klinis, dengan 
gejala ringan berupa demam/ flu-like 
syndrome atau Dengue Fever (DF). Pada 
kasus, DF sendiri sifatnya terbatas dan 
jarang fatal. Namun, hal ini menjadi 
berisiko bila infeksi virus Dengue 
berkembang menjadi Dengue 
Hemorrhagic Fever (DHF) atau Dengue 
Shock Syndrome (DSS) dapat 
menimbulkan kematian. DHF terjadi 
akibat abnormalitas hemostasis dan 
meningkatnya permeabilitas vaskuler 
yang secara karakteristik ditandai dengan 
kebocoran kapiler, trombositopenia dan 
hypovolamik syok (Leitmayer, et. al., 
1999; Huang, et. al., 2000). 

Patofisiologi utama yang menentukan 
beratnya penyakit dan membedakan 
DHFdengan DFadalah meningkatnya 
permiabilitas dinding pembuluh darah, 
menurunnya volume plasma, terjadinya 
hipotensi, trombositopenia dan diatesis 
hemoragik (Soedarmo, 1995). Dua 
perubahan patofisiologis yang utama pada 
DHF adalah peningkatan permiabilitas 
pembuluh darah dan gangguan hemostasis 
yang mekanismenya belum diketahui 
(WHO, 1998; Bosche. al., 2002). 
Peningkatan permiabilitas kapiler pada 
infeksi virus dengue yang berat 
menimbulkan dugaan bahwa sel endotel 
kapiler berperan langsung terhadap 
terjadinya kebocoran pembuluh darah dan 
perdarahan yang terjadi pada DHF/DSS 
(Halstead, 1989). 

Mekanisme patofisiologis, patogenesis, 
hemodinamika dan biokimia DHF belum 
diketahui secara pasti (Soedarmo, 1995). 
Penelitian menggunakan kultur sel 

endotel merupakan salah satu cara untuk 
mengetahui kemampuan replikasi virus 
dengue pada sel tersebut maupun 
perubahan sel endotel pada infeksi virus 
dengue. Pengetahuan patogenesis DHF 
adalah suatu masalah yang sangat penting 
pada penelitian virus dengue, karena 
mengarah langsung pada efektivitas 
perlakuan pada pasien DHF dan cara 
pencegahan penyakit (Kurane dan Ennis, 
1997). 

Patogenesis infeksi virus Dengue, sampai 
saat ini sedikit diketahui,demikian pula 
halnya mengenai informasidasar-dasar 
molekuler tentang pengikatan virus 
Dengue padasel target. Awal perlekatan 
virus padasel target terjadi 
melalui critical determinantdari sel dan 
tropismus jaringan. Selain itu, juga 
merupakan hasil penginteraksian antara 
molekul reseptor ectodomain viral dengan 
koreseptor yang diekspresikan pada 
permukaansel target.Perlekatan virus pada 
sel yang mengekspresikan reseptor Fc 
seperti monosit terjadi pada bagian 
reseptor Fc domain antibodinya. 
Mekanisme infeksi tersebut tidak dapat 
menjelaskan infeksi primer yang terjadi 
pada pasien tanpa antibodi Dengue dan 
infeksi padasel nonfagositik yang tidak 
mengekspresikan reseptor Fc (Wimmer 
,1994; He, 1995). Untuk hal tersebut 
banyak penelitian telah dilakukan. 
Chen, et al. (1996) menunjukkan, bahwa 
pada infeksi primer virus Dengueterjadi 
interaksi antara protein envelope virus 
Dengue dengan sel target, yang 
merupakan dasar molekul yang kuat. Hal 
ini sangat penting untuk mengetahui 
potensial infektivitas interaksi tersebut 

Meskipun protein envelope virus Dengue 
memegang peranan penting dalam 
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menentukan daya infektifitasnya padasel 
target, namun nampaknya sifat tersebut 
tidak sama pada semua sel target dan 
sangat tergantung pada virulensi masing-
masing serotipe virus Dengue. Hal ini 
terbukti bahwa tingkat pengikatan virus 
Dengue pada sel vero dan hepatoma 
berbeda, karena sel hepatoma terbukti 
lebih peka dibandingkan dengan sel vero 
(Marienneau, et.al., 1996). 

Sel endotel merupakan salah satusel 
target virus Dengue. Adanya variasi 
serotipe virus Dengue dengan reseptor sel 
dansel target tentunya terdapat perbedaan 
reseptor spesifik DHF yang diekspresikan 
oleh sel endotel pembuluh darah 
dibandingkan dengan sel lainnya. Infeksi 
berbagaiserotipe virus Dengue pada sel 
endotel juga akan memberikan gambaran 
daya replikasi yang berbeda-beda 
(Bosch, e. al., 2002; Lin, el al., 2003). 

Seperti telah dijelaskanbahwa patogenesis 
infeksi virus Dengue belum banyak 
diketahui, demikian pula infeksinyapada 
sel endotel. Mengingat peranan sel ini 
sangat besar dalam memberikan 
kontribusi timbulnya manifestasi klinis 
DHF maka penelitian ini menjadi sangat 
penting untuk dilakukan. 

METODE PENELITIAN 

Isolat Virus Dengue 

Sampel virus merupakan hasil isolasi Lab. 
Dengue TDC-Unair dan isolat dariUS-
NAMRU-2 Jakarta. Virus ini diisolasi 
dengan menggunakan sel C6/36p27 
berasal dari NAMRU-2 Jakarta. 

Serum 

Serum sampel diambil dari pasien DHF 
dengan derajat sakit yang berbeda dari 
yang akut sampai sembuh dariDHF. 

Sampel tersebut berasal dari beberapa 
rumah sakit yang ada di Indonesia. 

Sampelyang digunakan adalah serum 
yang telah dititrasi dan yang memiliki 
titer antibodi tertinggi, direaksikan 
dengan antigen spesifik virus Dengue, 
sehingga dapat diketahui titer virus 
Dengue pada kultur sel endotel pembuluh 
darah arteri. 

Kultur sel endotel 

Bahan utama yang digunakan adalah 
aorta dan arteri yang diambil dari kelinci 
yang berumur sekitar 2 bulan. Kelinci 
dieutanasi, dibuka kulit pada bagian 
thoraks, kemudian dicari dan diambil 
aorta desenden thoraksis sampai ke 
abdominalis. Bahan sampel yang telah 
diambil kemudian dimasukkan ke dalam 
botol yang mengandung phosphate buffer 
salin (PBS) danselanjutnya dilakukan 
isolasi sel endotel. 

Isolasi sel endoteldilakukan secara 
enzimatis dari aorta kelinci tersebut 
kemudian dikultur dalam 2 ml RPMI 
1640/ M 199 (mengandung 2 mmol L-
glutamate, 100 IU/ml Penicillin, 100 
mg/ml Streptomycin, 2,5 mg/ml 
Fungizone dan 30 % serum manusia) dan 
dimasukkan ke dalam cawan 
polystyrenediameter 3,5 cm yang 
dasarnya telah dilapisi dengan 0,5 % 
kolagen. Kultur sel dilakukan pada 
ruangan yang memiliki kelembaban udara 
95 % dan 5 % karbon dioksida. Setelah 
24 jam sel-sel yang tidak melekat dibuang 
dan penggantian medium dilakukan setiap 
hari. Pengamatan dan penghitungan hasil 
kultur sel dilakukan di bawah inverted 
microscope setiap 2 hari setelah 
penyemaian. Setelah terbentuk sel-sel 
yang confluent selanjutnya dilakukan 



Buletin Veteriner Udayana                                                                      Vol.1 No.1. :27-34 
ISSN : 2085-2495                                                                                             Pebruari 2009 
 

30 
 

pemanenan dengan menggunakan 0,05% 
tripsin dan 0,02% EDTA dengan rasio 1 : 
3. Setelah dilakukan pasase 3 kali dengan 
jalan mengambil sekitar 2 x 10 untuk 
kemudian dikultur dalam cawan 
polystyrene yang telah dilapisi dengan 0,5 
% kolagen, untuk digunakan dalam 
penelitian/pemeriksaan lebih lanjut. 

Inokulasi Virus Dengue 

Virus Dengue diinokulasikan pada kultur 
sel endotel pembuluh darah arteri yang 
telah dipasase sebanyak 3 kali. Kultur sel 
endotel dibagi menjadilima 
kelompok.Dari koleksi sel endotel 
monolayer primer diambilsebanyak 1-2 x 
10 /well dari 96-well plate tissue-culture. 
Setelah diinkubasikan selama semalam 
dan terbentuk sel endotel monolayer 
confluentkemudian masing-masing 
kelompok dipapar dengan virus Dengue 
DEN-1, -2, -3, -4 dan DEN-mix. Dosis 
inokulasi adalah MOI (multiplicity of 
infection).Masing-masing kelompok 
dipapar virus Dengue sebanyak jumlah 
sel/ ml kali MOI dibagi titer virus kali 
pengenceran. Pemaparan virus Dengue 
dikerjakan sesuai prosedur dari Deubel 
dan Depres (1997) yaitu pada tiap 
sumuran medium kultur ditambah virus 
sesuai dengan kelompok penelitian 
sehingga volume seluruhnya 0,5 ml. 
Kultur dimasukkan ke dalam inkubator 
37°C, 5% CO2 selama 1 jam. Kemudian 
ditambahkan medium kultur sampai 
volumenya 1 ml.Selanjutnya dilakukan 
observasi mengenai daya replikasi pada 
sel endotel setelah diinokulasi 
denganmasing-masing serotipe virus 
Dengue. Observasi dilakukan 2 jam, 4 
jam, 8 jam,24 jam, 48 jam dan 72 jam 
postinokulasi. 

Daya replikasi virus Dengue 

Daya replikasi masing-masing serotipe 
virus Dengue (DEN-1, 2, 3, 4, dan mix) 
dapat diketahui dengan memeriksa titer 
antigen/virus yang diambil dari 
supernatan masing-masing kultur sel 
endotel yang terpapar dengan semua 
serotipe virus tersebut. Pemeriksaan 
dilakukan dengan menggunakan metode 
ELISA, yaitu Double Sandwich ELISA 
(Rantam, 2003). 

Double Sandwich ELISA ini 
menggunakan 3 macam perangkat 
antibodi. Antibodi pertama merupakan 
antibodi poliklonal terhadap virus Dengue 
yang dilapiskan pada mikroplate, untuk 
selanjutnya direaksikan dengan antigen 
yang dideteksi. Setelah dilakukan 
pencucian ditambahkan antibodi kedua 
yaitu antibodi yang berasal dari serum 
pasien penderita DHFdan akhirnya 
direaksikan dengan antibodi ketiga yaitu 
konjugat. Pengamatan hasil dilakukan 
dengan menggunakan ELISA reader 
setelah penambahan substrat dan stop 
reaksi. Sampel yang digunakan untuk 
mendeteksi titer antigen virus Dengue 
berupa supernatan dari masing-masing 
kultur sel endotel yang telah diinfeksi 
dengan berbagai jenis serotipe virus 
Dengue tersebut. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Untuk mengetahui daya replikasi dari 
masing – masing serotipe virus Dengue 
pada kultur sel endotel pembuluh darah 
adalah dengan mengukur titer virus 
tersebut dengan Double 
Sandwich ELISA. Hasil dari pengamatan 
tersebut dapat dilihat pada tabel 1 berikut 
: 
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Tabel 1 : Hasil pengamatan daya replikasi masing – masing serotipe virus Dengue 
dengandouble sandwich  ELISA 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Grafik daya replikasi masing-masing serotipe virus Dengue dengan variasi 
waktu perlakuan yang berbeda pada kultur sel endotel pembuluh darah arteri. 

 

 

 

 

 



Buletin Veteriner Udayana                                                                      Vol.1 No.1. :27-34 
ISSN : 2085-2495                                                                                             Pebruari 2009 
 

32 
 

Secara lebih jelas mengenai daya 
virulensi virus Dengue pada kultur sel 
endotel pembuluh darah untuk masing-
masing serotipe dan variasi waktu 
perlakuan yang diberikan dapat dilihat 
pada Gambar 1 berikut ini : 

Berdasarkan hasil uji ELISA 
menunjukkan, bahwa daya replikasi virus 
Dengue antara masing-masing perlakuan 
memberikan gambaran yang berbeda-
beda satu sama lainnya. Hal ini 
menunjukkan bahwa kemampuan dari 
masing-masing serotipe virus tersebut 
untuk melakukan replikasi pada kultur sel 
endotel pembuluh darah berbeda-beda 
antara satu dengan yang lainnya. 
Perbedaan tersebut erat kaitannya dengan 
tingkat virulensi dari masing-masing 
serotipe virus tersebut. Perbedaan ini 
terjadi karena masing-masing serotipe 
virus Dengue memiliki variasi genetik 
yang akan sangat mempengaruhi 
kemampuannya untuk melakukan 
perlekatan, inisiasi, dan replikasi pada sel 
target. 

Dari ke lima perlakuan yang diberikan 
pada kultur sel endotel 
menunjukkanbahwa DEN-1, DEN-3 dan 
DEN-mix memberikan gambaran yang 
hampir sama yaitu pada 2 jam setelah 
infeksi masing-masing serotipe virus 
Dengue menghasilkan titer antigen virus 
lebih tinggi dibandingkan dengan 4 jam 
setelah infeksi. Hal ini disebabkan proses 
perlekatan virus Dengue pada ke-3 
perlakuan di atas belum terjadi 
sepenuhnya sehingga pada waktu 
pengambilan medium kultur yang 
digunakan untuk mengetahui titer 
antigennya ikut terambil. 

Pada inokulasi DEN-1 dan DEN-3 
menunjukkan kenaikan titer antigen virus 
mencapai puncaknya 48 jam untuk 
kemudian turun 72 jam setelah inokulasi, 
sementara untuk DEN-mix naik turunnya 
titer antigen virus terjadi sangat bervariasi 
antara masing-masing perlakuan waktu 
yang diberikan. Hal ini karena kecepatan 
virus untuk melakukan replikasi pada 
pelakuan tersebut memiliki pola yang 
berbeda dibandingkan dengan ke-4 
perlakuan lainnya. 

Infeksi virus Dengue DEN-4 
memperlihatkan bahwa,serotipe virus ini 
memiliki kecepatan untuk melakukan 
ikatan dengan kultur sel endotel lebih 
cepat bila dibandingkan dengan ke-3 
perlakuan di atas (DEN-1, DEN-3 dan 
DEN-mix). Hal ini terlihat dari gambaran 
grafik yang ditunjukkan yaitu terjadi 
peningkatan titer antigen virus pada 4 jam 
setelah infeksi dan terus meningkat 
sampai 72 jam selanjutnya. 

Infeksi virus Dengue DEN-2 
menunjukkan, bahwa titer antigen yang 
terdeteksi pada supernatan sudah tinggi 
pada 2 jam setelah infeksi untuk 
kemudian terus turun sampai 72 jam 
setelah infeksi. Dari grafik menunjukkan 
bahwa titer virus pada perlakuan ini 
paling tinggi dibandingkan dengan 
lainnya, yang menunjukkan bahwa 
kemampuan virus ini untuk melakukan 
replikasi dan melepaskannya paling cepat 
dibandingkan yang lainnya. Hal ini dapat 
terjadi mengingatserotipe virus Dengue 
ini memiliki kemampuan virulensi yang 
berbeda pada sel target. Leitmayer, et 
al. (1999) menyatakan bahwa infeksi 
primer DEN-2 dapat memberikan 
manifestasi klinis Dengue fever (DF) atau 
Dengue hemorrhagic fever(DHF), hal ini 
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dipengaruhi oleh variasi genetik yang 
dimiliki oleh virus tersebut sewaktu 
menginfeksi hospes. Turunnya titer virus 
sampai 72 jam setelah inokulasi 
menunjukkan semakin banyaknya sel-sel 
endotel yang mengalami kerusakan 
sehingga mempengaruhi titer virus yang 
dihasilkan 

Hasil penelitian di atas menunjukkan 
keadaan yang sama denganpenelitian 
yang dilakukan oleh Bunyaratvej el 
al.(1997) yang menyatakan, bahwa 
replikasi virus dengue (type 1, 2, 3, dan 4) 
pada sel endotel manusia secara in 
vitro dapat diketahui dengan mengukur 
titer virusnya.Hasil penelitiannya 
menunjukkan bahwa titer virus terus 
meningkat dan mencapai puncaknya pada 
6 hari setelah infeksi, untuk kemudian 
menurun sampai sama dengan titer 
sewaktu diinokulasikan pada 14 hari 
setelah infeksi. Infeksi virus Dengue pada 
sel endotel juga mengakibatkan 
meningkatnya proliferasi dan mitosis sel 
endotel secara nyata. 

Perbedaan hasil penelitian yang 
didapatkankarena kultur sel endotel yang 
digunakan dalam penelitian ini berbeda. 
Kultur sel endotel yang digunakan dalam 
penelitian ini berasal dari pembuluh darah 
kelinci sehingga respon yang 
diberikannya juga berbeda. 

SIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian 
menunjukkan bahwa: terdapat variasi 
daya replikasi antara masing-masing 
serotipe virus Dengue pada kultur sel 
endotel pembuluh darah kelinci. 
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