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Abstrak

Infeksi virus dengue (DENV) merupakan infeksi yang menjadi
salah satu masalah kesehatan utama di dunia dan salah satu
infeksi yang sangat berbahaya terutama dinegara tropis seperti
Indonesia.Infeksi dengue disebabkan oleh 4 serotipe virus dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3, dan DENV-4). Virus dengue serotipe 3
(DENV-3) merupakan serotipe dengan karakteristik lebih virulen.
Sampai saat ini belum tersedia vaksin dan obat untuk pencegahan
dan pengobatan infeksi virus dengue, sehingga penelitian
penemuan obat demam berdarah sangat penting dilakukan, akan
tetapi pengujian virus dengue pada kultur sel atau cell-line masih
banyak mengalami kendala. Salah satu kendala yang sering
dijumpai peneliti dalam pengujian senyawa tertentu terhadap
virus dengue yaitu virus tersebut tidak mampu berkembang
secara optimal pada beberapa jenis kulturcell-line, sehingga
dilakukan pengujian untuk mengetahui viabilitas virus dengue
pada beberapa kultur cell-line. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kulturcell line yang paling cocok digunakan untuk
berbagai pengujian infeksi DENV-3.
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PENDAHULUAN

Demam berdarah dengue merupakan penyakit yang
penyebarannya paling cepat diantara penyakit dengan vektor
nyamuk lainnya.Infeksi virus dengue (DENV) merupakan infeksi
yang menjadi salah satu masalah kesehatan utama di dunia
(Mackenzie et al, 2004) dan salah satu infeksi yang sangat
berbahaya terutama di negara tropis seperti Indonesia.Infeksi
dengue disebabkan oleh 4 serotipe virus dengue (DENV-1, DENV-
2, DENV-3, dan DENV-4) (Gubler, 1997).Virus dengue serotipe 3
merupakan serotipe yang lebih virulen yang berhubungan dengan
tingkat keparahan penyakit yang menyebabkan gejala klinis yang
berat (Mansyoer, 1999; Malvage, 2004; Soegijanto, 2006).Sampai
saat ini belum tersedia vaksin dan obat untuk pencegahan dan
pengobatan infeksi virus dengue, sehingga penelitian pembuatan
vaksin dan penemuan obat demam berdarah masih terus
dilakukan.

Mekanisme pasti dari patogenesis infeksi dengue masih
sedikit diketahui karena belum adanya hewan model uji yang
sesuai. Namun, faktor respon imun inang dan karakteristik virus
dicurigai berkaitan dengan patogenesis infeksi dengue (Gubler,
1998). Virulensi virus dapat diketahui dari kecepatan replikasi,
efek infeksi virus terhadap sel (sitopatologi), dan jumlah genom
virus (Rico-Hesse, 2009). Kecepatan replikasi virus dengue secara
in vitro dapat diketahui menggunakan beberapa uji, salah satunya
dengan metode plaque assay dan Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

Secara in vitro, virus dengue mampu bereplikasi pada
beberapa galur sel baik vertebrata maupun invertebrata.Replikasi
virus dengue sangat bergantung pada jenis sel inang dan juga
tahap diferensiasi sel. Galur sel nyamuk, C6/36 diketahui
merupakan galur sel yang paling sensitif untuk isolasi virus
dengue (Igarashi, 1978).Sementara itu, beberapa jenis galur sel
mamalia yang dapat mendukung pertumbuhan virus dengue
diantaranya sel monosit, fibroblas, sumsum tulang belakang,
epitelial, dan endotelial (Rothman, 1997).Namun, belum diketahui
galur sel mamalia terbaik untuk mendukung petumbuhan virus
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dengue dan menghasilkan titer virus yang tinggi.Sedikitnya
informasi mengenai karakter pertumbuhan virus dengue pada
galur sel mamalia merupakan salah satu faktor pembatas
dilakukannya analisis patogenesis dan uji pembuatan vaksin dan
obat terhadap virus dengue secara in vitro.Oleh karena itu,
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui galur sel mamalia
alternatif terbaik bagi pertumbuhan virus dengue dengan melihat
karakter pertumbuhan virus dengue.Parameter pertumbuhan
virus dengue pada tiap sel diketahui dengan membandingkan
kecepatan replikasi dan jumlah titer virus dengue pada setiap
galur sel. Tujuan dari penelitian yaitu untuk mengetahui karakter
pertumbuhan virus dengue pada enam galur sel dan menentukan
galur sel mamalia alternatif terbaik untuk pertumbuhan virus
dengue.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian eksperimen
dengan pendekatan kuantitatif. Pelaksanaan penelitian dilakukan
pada bulan Mei 2013 di Laboratorium Parasitologi Fakultas
Kedokteran Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Penelitian ini
menggunakan sampel virus dengue serotype 3 dan 3 jenis cell-line
(C6/36 cell line, BHK, dan Vero) serta menggunakan metode
kulturcell-line secara in-vitro dan metode plaque assay. Sampel
virus dengue dan BHK cell line didapatkan dari Lembaga
Penelitian Eijkman Jakarta, sampel C6/36 cell-line dari
Laboratorium Parasitologi UGM, dan Vero cell-line dari pusat
penelitian kanker UGM (CCRC UGM).

Cell line BHK-21, C6/36 dan Vero pada fase pertumbuhan
eksponensial (90-95% konfluen) dipanen dan ditumbuhkan pada
24-wellplatesdengan jumlah sel 1,5 x 105sel setiap well kemudian
diinkubasi 24 jam (atau sampai 90-95 % konfluen). Stok virus
diencerkan dengan medium DMEM yang mengandung 2% FBS
(sel BHK-21 dan Vero, sel C6/36 menggunakan medium MEM)
dari 10-1 sampai 10-¢ dengan cara ditambahkan sebanyak 50 pl
supernatant virus (stok) ke dalam 450 pl medium, kemudian
diambil 50 pl dari pengenceran 10-! dan ditambahkan pada tube
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selanjutnya sehingga didapatkan pengenceran 102 dan
seterusnya. Dua ratus mikrolitersetiap pengenceran virus
ditambahkan pada setiap wellyang mengandung jenis sel dan
dibuat rangkap tiga, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dalam
CO2 5% selama 1 jam (setiap 15-20 menit digojok), khusus untuk
sel C6/36 diinkubasi pada suhu 28 °C tanpa CO2. Selanjutnya,
supernatan dari setiap well dibuang, kemudian segera
ditambahkan 500 pl 1% karboksimetilselulosa yang mengandung
2% FBS, fungizone 0,5% dan 1,5 % penstrep, inkubasi pada suhu
37 °C dalam CO; 5% selama 3 hari. Setelah inkubasi, fiksasi sel
dengan menggunakan 3,7% formalin selama 35 menit, buang
overlay metilselulosa dan cuci dengan air mengalir, kemudian sel
di warnai dengan 200 pl 1% kristal violet selama 5 menit. Setelah
distaining selama 5 menit, buang kristal violet dan cuci dengan air
mengalir kemudian inkubasi pada suhu 55 °C atau suhu ruang
agar plaque terlihat lebih jelas, kemudian dihitung plaque forming
unit/ml untuk menentukan titer virus menggunakan rumus yang
digunakan Lambeth et al. (2005), sebagai berikut:

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Kultur Sel dan Propagasi Virus Dengue Serotype 3

Sel yang digunakan dalam penelitian adalah BHK-21, C6/36,
dan Vero. Hasil pengamatan tiga galur sel kultur setelah masa
inkubasi 72 jam secara mikroskopis menggunakan mikroskop
inverted diperlihatkan pada Gambar 1. Pada gambar terlihat
ketiga sel memiliki tipe pertumbuhan yang sama, yaitu tumbuh
dengan menempel pada substrat (adherent-dependent) sehingga
membentuk monolayer.
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Gambar 1
Morfologi ketiga galur sel, pengamatan dibawah mikroskop inverted
perbesaran 200x. A) Galur sel (cell line) kontrol, B) Galur sel uji. A.1, 2,
3) kontrol sel BHK-21, C6/36 dan Vero. B.1, 2, 3) Galur sel uji BHK-21,
C6/36 dan Vero

Berdasarkan hasil pengamatan menggunakan mikroskop
inverted dengan perbesaran 200x terlihat perbedaan morfologi
kultur sel kontrol (sel tanpa infeksi virus) dengan kultur sel uji
(sel yang telah diinfeksi virus). Morfologi pada sel kontrol terlihat
tumbuh normal dan sehat, hal ini ditandai dengan ukuran sel yang
seragam dan hanya sebagian kecil sel yang mati, berbeda dengan
morfologi yang ditunjukan pada sel uji, ketiga sel tersebut
menunjukan pertumbuhan yang tidak normal.Pada sel uji BHK-21
morfologi selnya terlihat lebih panjang dan lebih besar serta
banyak sel bulat yang berwarna lebih putih dan mengambang
yang menandakan sel tersebut telah mati, selain itu terlihat ruang
kosong pada permukaan flask yang diakibatkan oleh sel
terlepas.Sel yang lisis dan terlepas dari permukaan flask
diperkirakan akibat infeksi virus dengue serotipe 3. Morfologi
galur sel C6/36 dan Vero juga terlihat berbeda antara sel kontrol
dan sel uji, pada sel uji menunjukan adanya perubahan morfologi
yaitu sel mengumpul dan membentuk sel yang sangat besar (Giant
cell) yang menandakan sel tersebut terinfeksi virus. Beberapa
tanda pada sel uji yang ditunjukan pada Gambar 1B merupakan
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efek sitopatik yaitu efek yang ditimbulakan oleh adanya infeksi
suatu virus pada sel hidup. Hasil tersebut juga sesuai dengan
beberapa penelitian sebelumnya, salah satunya disebutkan pada
penelitian Guzman and Kouri (1996), bahwa tanda-tanda
terjadinya efek sitopatik yaitu terbentuk giant cell, permukaan sel
tidak rata (bergerigi) dan banyak sel lisis. Berdasarkan hasil
tersebut ketiga galur sel mampu atau viabel untuk diinfeksi virus
dengue serotipe 3, akan tetapi efek sitopatik paling jelas terlihat
pada galur sel C6/36. Hal tersebut diduga disebabkan karena sel
C6/36 merupakan sel saliva nyamuk yang merupakan vektor
alami virus dengue, sehingga tingkat sensitifitasnya lebih tinggi
dibandingkan galur sel yang lain.

Metode Plaque Assay (penghitungan titer virus) pada Kultur
Cell-Line BHK-21, C6/36 dan Vero

Ada beberapa metode yang populer digunakan dalam
menentukan titer virus, akan tetapi gold standard menurut WHO
(2007) dalam menentukan titer virus yaitu menggunakan metode
Plaque Assay. Lambeth et al. (2005), juga menyebutkan bahwa
metode plaque assay lebih sensitif dan dapat digunakan untuk
menentukan jumlah titer virus yang relatif rendah atau sedikit.

Gambar 2. Hasil uji plaque virus dengue serotipe 3 dengan menggunakan tiga
galur sel. A) Sel BHK-21, B) Sel C6/36, C) sel Vero. Baris ke-1 merupakan
kontrol sel (galur sel yang tidak diinfeksi virus), baris ke-2, 3, dan 4 adalah uji
plaque dengan menggunakan 3 pengenceran yaitu 10-1 sampai 10-3.

Volume IX, Nomor 1, Januari — Juni 2016 123



DADAN SUPARDAN, DKK.

Berdasarkan hasil uji pada sel BHK-21 (Gambar 2A) dan
hasil perhitungan menggunakan rumus, plaque yang terbentuk
pada pengenceran 10-3 yaitu 92 plaque sehingga didapatkan titer
virus 4,6 x 10> PFU/ml dengan lama inkubasi selama 3 hari
setelah infeksi, akan tetapi titer virus pada pengenceran 10-! dan
10-2 tidak dapat dihitung dikarenakan plaque yang dihasilkan
lebih banyak sehingga plaque tersebut menyatu antara satu
dengan yang lainnya. Hal tersebut dikarenakan titer virus pada
pengenceran 10-1 dan 10-2 lebih tinggi, sehingga sel yang lisis lebih
banyak. Berbeda dengan jumlah plaque yang dihasilkan pada sel
Vero (Gambar 2C), pengenceran 10-! menghasilkan jumlah rata-
rata plaque dari 3 ulangan yaitu 57 plaque dengan hasil
perhitungan titer 2,85 x 103 PFU/ml. Pada pengenceran 10-3
terbentuk 31 plaque sehingga dihasilkan 1,55 x 105 PFU/ml,
jumlah ini berbeda dengan hasil uji pada sel BHK-21. Selain itu,
plaque yang terbentuk pada sel BHK-21 lebih jelas dibandingkan
dengan plaque yang terbentuk pada sel Vero, hal ini bisa
disebabkan oleh banyak faktor, salah satunya adalah tingkat
sensitifitas setiap sel terhadap virus yang berbeda-beda.

Pada galur sel ke-3 yaitu sel C6/36 (Gambar 2B) tidak ada
plaque yang dihasilkan baik pada pengenceran 10-1, 10-2 dan 10-3,
hal ini dapat disebabkan oleh banyak hal, selain sensitivitas sel,
lama inkubasi setelah infeksi virus juga dapat mempengaruhi
jumlah plaque yang terbentuk, begitu juga dengan titer virus yang
dihasilkan.Henchal & Putnak (1990), menyebutkan bahwa titer
tertinggi yang dapat dicapai dari hasil propagasi virus dengue
sekitar 108-10° PFU/ml. Titer virus (PFU/ml) dihitung
berdasarkan plaque yang terbentuk pada setiap faktor
pengenceran.Berdasarkan hasil uji plaque pada ketiga galur sel,
didapatkan hasil plaque terbaik dan terbanyak pada galur sel
BHK-21 dengan lama inkubasi 3 hari setelah infeksi.Hal ini diduga
disebabkan oleh perbedaan karakteristik dari ketiga sel yang
digunakan.Pada penelitian Guskey & Jenkin (1975), menyebutkan
bahwa karakteristik lipid yang terkandung dalam sel BHK-21
telah diketahui dan terbukti dapat diinfeksi banyak kelompok
virus, termasuk kelompok arbovirus.Sel BHK-21 juga sering
digunakan untuk memproduksi vaksin (Beynon & Howe 2004).
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PENUTUP
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
ketiga galur sel (cell line) viabel untuk diinfeksi virus dengue
serotype 3, akan tetapi hasil terbaik dengan metode plaque assay
yaitu pada galur sel BHK-21.

Saran

Saran yang dapat peneliti berikan yaitu: 1) Perlu dilakukan
uji molekuler secara genetik untuk memastikan cara
penginfeksian virus dengue terhadap galur sel yang berbeda, 2)
Perlu dilakukan uji infeksi menggunakan galur sel mamalia yang
lebih banyak, 3) Sebaiknya digunakan galur sel BHK-21 untuk uji
lanjutan dengan menggunakan metode plaque assay dan virus
dengue serotype 3.
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