
"SIS 

SPON IMUN HUMORAL DAN SELULER PADA KELINCI 
White New Zealand YANG DIIMUKISASI DENGAN 

V AKSIN D~NGUB MULTIVALEN 

PENELITIAN EKSPERIMENTAL LABORATORIK 

LIT A RAKHMA YUSTINASARJ 
09081047811 

PROGRAM STUDI VAKSINOLOGI DAN IMUMOTERAPETIKA 
PROGRAM MAGISTER 

FAKULTAS KEDOKTERAK HSWAN 
UNIVERSITAS AIRLAKGGA 

SURABAYA 
2011 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



ESPON IMUN HUMORAL DAN SELULER PADA KELINeI 
White New Zealand YANG DIIMUNISASI DENGAN 

VAKSIN DENGUE MULTIVALEN 

PENELITIAN EKSPERIMENTAL LABORATORIK 

TESIS 

Untuk Memperoleh Gelar Magister 
dalam Program Studi Vaksinologi dan Imunoterapetika 
pada Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga 

Su rabaya 

LITA RAKHMA YUSTINASARI 
090810476M 

PROGRAM STUDI VAKSINOLOGI DAN IMUNOTERAPETIKA 
PROGRAM MAGISTER 

FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN 
UNIVERSITAS AIRLANGGA 

SURABAYA 
2011 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



l LEMBAR PENGESAHAN 

TESIS INI TELAH DISETUJUI 
TANGGAL 10 Februari 2011 

Oleh: 

Pembimbing Ketua 

Prof. U'dlk A"", "","m, , 
NIP. 195910031987011001 

Pembimbing 

Prof. Dr. Rahayu Ernawati, drh" M.Sc 
NIP. 195010031976032001 

Mengetahui, 
Ketua Program Studi Vaksinologi dan [munoterapetika 

Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga 

Prof. Dr. Rahayu Ernawati, drh" M.Sc 
N[P.19501003[976032001 

iii 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



r 
\.... 

! 

\ 

Te1ah diuji pada 
TanggallO Februari 2011 
P ANITIA PENGUJI TESIS 

Ketua : Dr. Rani Plumeriastuti, drh., M.Kes. 

Anggota : 1. Dr. Anwar Ma'ruf, drh., M.Kes. 

2. Dr. Ngakan Made Rai Widjaja, drh., M.S. 

3. Prof Dr. Fedik Abdul Rantam, drh. 

4. Prof Dr. Rahayu Emawati, drh., M.Sc. 

IV 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



UCAPAN TERIMA KASIH 

Alhamdulillah dan puji syukur kehadirat Allah SWT atas karunia, taufik, 

rahmat, serta hidayah-Nya, sehingga penulis dapat melaksanakan penelitian dan 

menyelesaikan tesis dengan judul Respon Imun Humoral dan Seluler pada 

Kelinci White New Zealand yang Diimunisasi dengan Vaksin Dengue 

Multivalen. 

Tesis ini dapat terwujud tidak lepas dari dorongan, bimbingan, arahan, 

saran, dan koreksi dari para pembimbing. Dengan segala kerendahan hati, 

perkenankan penulis mangucapkan terima kasih serta penghargaan setinggi

tingginya kepada : 

Prof Dr. Fedik Abdul Rantam, drh. sebagai Pembimbing Ketua sekaligus 

Ketua Proyek Penelitian yang dengan penuh pengertian, perhatian dan kesabaran 

selalu memberikan dukungan mental, meluangkan waktu di sela-sela kesibukan 

beliau untuk berdiskusi dan memberi masukan, serta memperkenalkan penulis 

pada berbagai metode imunologi. 

Prof Dr. Rahayu Emawati, drh., M.Sc. sebagai Pembimbing yang telah 

memberikan bimbingan dalam kemajuan cara berfikir ilmiah, sekaligus sebagai 

Ketua Program Studi Vaksinologi dan Imunoterapetika atas kesempatan dan 

fasilitas yang diberikan. 

Pada kesempatan Illl, penulis Juga menghaturkan terima kasih yang 

sebesar-besarnya kepada : 

v 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



, 

I 

Prof. Dr. Fasichul Lisan, Apt. selaku Rektor Universitas Airlangga atas 

l... kesempatan dan fasilitas yang diberikan. 

Prof. Rornziah Sidik, PhD., drh selaku Dekan Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga dan para Wakil Dekan Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga atas kesempatan yang diberikan untuk mengikuti 

pendidikan Program Magister pada Program Studi Vaksinologi dan 

Imunoterapetika Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. 

Ketua Departemen Anatomi Veteriner, Dr. Soeharsono, drh., M.Si yang 

telah memberikan izin dan dukungan untuk menyelesaikan pendidikan magister. 

Penanggung Jawab Mata Kuliah Histologi Veteriner, Chairul Anwar, drh., 

M.S., PA. Vet. dan seluruh staf, Eka Pramyrtha Hestianah, drh, M.Kes., PA. Vet. 

dan Suryo Kuncorojakti, drh yang telah memberikan semangat yang tiada henti 

kepada penulis. 

Seluruh tim penguji, Dr. Hani Plumeriastuti, drh., M.Kes., Dr. Anwar 

Ma'ruf, drh. M.Kes., dan Dr. Ngakan Made Rai Widjaja, drh., M.S. atas masukan 

saran dan koreksinya untuk perbaikan tesis ini. 

Seluruh staf pengajar pada Program Magister Vaksinologi dan 

Imunoterapetika yang telah memberikan ilmu dasar dan terapan yang sangat 

bermanfaat. 

Seluruh staf Laboratorium Dengue Institute Tropical Disease Universitas 

Airlangga, Helen Susilowati, SKM. dan Erik H., S.Si., atas bantuan teknik 

pemeriksaan dan pengujian di laboratorium. 

VI 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



Kedua orang tua tercinta, ayahanda Heri Triharyanto S.H., M.Hum (AIm) 

dan ibunda Dra. Siti Rokhmi Fuadati, M,Si. atas doa yang tiada henti, kasih 

sayang, serta kesabaran dan keikhlasan dalam mengasuh, mendidik, mengayomi, 

menafkahi, dan memberi tauladan yang baik hingga saat ini. Adikku Yuristo Ardi 

Hanggoro, S.Ikom. yang selalu memberi dukungan dan semangat setiap saat 

Prof Dr. H Noor Cholies Zaini, Apt, sebagai pengganti ayah terbaik yang 

selalu memberikan dukungan moral dan spiritual, motivasi, serta wejangan yang 

sangat berarti, beserta seluruh keluarga besar Zaini Mulyosudarmo dan Prapto 

Maryono. 

Seluruh ternan senasib seperjuangan, Maulana HaniefRachman, drh., Asih 

Kurnia Srihartini, drh., Suryo Kuncorojakti, drh., Retno Wulan Handayani, drh, 

Amira Baihani, drh., Aulia Firmawati, drh., Krishna Murti, drh., dan Freshinta 

lellia Wibisono, drh., yang telah bahu membahu, bekerjasama dan saling memberi 

motivasi untuk menyelesaikan pendidikan ini. 

Sahabat terbaik, Amanda Wulansari, S.KH, Amira Baihani, drh., Mana 

Raceka, drh., Nanda Indira, S.KH., dan Frederikha Kusuma, S.KH. atas dukungan 

semangat yang sangat berarti. 

Akhirnya, penulis menyadari bahwa tulisan ini jauh dari sempurna. 

Semoga hasil penelitian ini bermanfaat dan dapat menjadi informasi yang 

berharga bagi dunia Kedokteran Hewan. 

Surabaya, Februari 2011 

\ Penulis 

\ 
Vii 

, 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



I 

RINGKASAN 

Respon Imun Humoral dan Seluler pada Kelinci White New Zealand yang 
Diimunisasi dengan Vaksin Denglle Multivalen 

Virus dengue (DENV) terrnasuk famili Flaviviridae, mempunyai empat 
serotipe yaitu DENV-I, DENV-2, DENV-3, DENV-4; merupakan penyebab 
problem kesehatan di daerah tropis dan subtropis diseluruh dunia. Rerata angka 
kematian pada DBD mencapai 5%, sedangkan angka kematian di beberapa negara 
di Asia sekitar 0,5-3,5%. Berbagai upaya pemberantasan penyakit Demam 
Berdarah Dengue telah banyak dilakukan. Namun, karena berbagai kendala upaya 
ini belum memperoleh hasil yang memuaskan. Tingginya mortality rate dan 
kejadian epidemi yang meledak, mendorong upaya pengembangan vaksin Dengue 
yang secara efektif dapat mengatasi resiko yang ada melalui perluasan program 
imunisasi. Namun, hingga saat ini masih belum tersedia vaksin yang aman dan 
efektif untuk melindungi infeksi dari penyakit Dengue. Maka dari itu, multivalen 
dari antigen terhadap keempat serotipe menjadi suatu keharusan. Keistimewaan 
vaksin multivalen diharapkan akan dapat meminimalisasi resiko infeksi Dengue 
berat dan dapat mengurangi mortality rate (Liu et al., 2008). 

Penelitian ini bertujuan untuk: I) Menentukan respon imun humoral (whole 
imunoglobulin), membuktikan perbedaan nilai OD antibodi terhadap perlakuan 
dosis yang berbeda dan waktu pengukuran yang berbeda dengan metode indirect 
ELISA, 2) Menentukan respon imun seluler terhadap aktivitas TLR, sel T CD4+, 
dan sel T CD8+ dengan metode imunojluorescent, 3) Membuktikan antibodi 
netralisasi berdasarkan Serum Netralization Test secara invitro dengan kultur sel 
vero yang dikonfirrnasi dengan R T -PCR, serta menentukan dosis vaksin dengue 
multivalen yang lebih efektif 

Delapan belas ekor kelinci White new Zealand diimunisasi dengan vaksin 
dengue multiven dengan dosis berbeda. PI diinjeksi dengan dosis 0,5 cc, P2 
diinjeksi dengan dosis 0,3 cc, dan PO diinjeksi PBS sebagai perJakuan kontrol. 
Sampel darah diambil dn dikoleksi pada hari ke- 0, 7, 14,21, dan 28 post injeksi. 
Serum darah digunakan untuk uji indirect ELISA dan plasma darah yang diisolasi 
PBMCnya digunakan untuk pemeriksaan immunojluorescent. Indirect ELISA 
yang menunjukkan hasil posit if berdasarkan cut oj value (COV) dikultur pada sel 
vero (2 x 10l sel/well) untuk melihat antibodi netralisasi dengan Serum 
Netralization Test yang dilonfirmasi dengan One Step RT-PCR. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa: (I) Vaksin tkngue multivalen 0,5 cc 
dan 0,3 cc dapat meningkatkan nilai OD pada kelinci White new Zealand, (2) 
Vaksin tkngue multivalen 0,5 cc dan 0,3 cc dapat meningkatkan aktivitas sel 
TLR, sel T CD4+, dan sel T CD8+ pada kelinci White new Zealand, (3) Vaksin 
dengue multivalen 0,5 cc dapat menginduksi antibodi netralisasi lebih baik 
daripada vaksin dengue multivalen 0,3 cc. 
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SUMMARY 

Humoral and Cellular Immune Responses in Rabbit White new zealand 
that Immunized with Multivalent Dengue Vaccines 

Dengue fever has become a major public health concern. During past years, 
it has become major hazard problems to the main kind. Dengue virus (DENV), 
which has four serotype, the DENV-I, DENV-2, DENV-3, DENV-4 is a cause of 
health problems in tropical and subtropical regions worldwide. The mean 
mortality rate in DHF reached 5%, whereas mortality in several countries in Asia 
of about 0.5 to 3.5%. Various efforts to eradicate Dengue fever disease has been 
widely applied. However, due to various constraints of this effort has not obtained 
satisfactory results. The high mortality rate and incidence of the epidemic that 
exploded, prompting efforts to develop Dengue vaccine that can effective! y 
overcome the risks that exist through the expansion of immunization programs. 
However, until now still not available safe and effective vaccine to protect against 
infection from Dengue disease. Therefore, multivalen of antigens against the four 
serotypes is a must. Privileges multivalen vaccines are expected to minimize the 
risk of severe Dengue infection and can reduce the mortality rate (Liu et aI., 
2008). 

This study was aimed to (I) determine the humoral immune response 
(whole immunoglobulin), proving the existence of differences in antibodies OD 
values against treatment with different doses and different measurement times 
based on indirect ELISA, (2) determine the cellular immune response against T 
cell CD4+, CD8+, and TLR activities based on immunofluorescent, (3) proving 
neutralization antibodies based on Serum Netralization Test that confirmed by one 
step RT-PCR. 

About 18 experimental rabbits White new Zealand were vaccinated using 
multivalent Dengue vaccines in different doses. P I was injected by 0,5 cc, P2 was 
injected by 0,3 cc, and PO was injected by PBS as treatment control. The blood 
collected and taken on 0, 7, 14, 21, 28 day post injection. The blood serum 
samples were examined using indirect ELISA and blood plasma samples were 
PBMCs isolated for immunofluorescent. Indirect ELISA that showed positive 
results which were counted by cut of value (COV) were cultured in vero cell (2 x 
105 celVwell) to proving neutralizing antibodies based on Serum Netralization 
Test that confirmed by one step RT -PCR. 

The results were (I) multivalent Dengue vaccines 0,5 cc and 0,3 cc could 
increased antibodies OD values significantly in rabbit (PI and P2) than rabbit 
which were not given vaccines (PO). (2) multivalent Dengue vaccines 0,5 cc and 
0,3 cc could increase T cell CD4+. CD8+, and TLR activities in rabbit, and (3) 
multivalent Dengue vaccines 0,5 cc was better enough to inducted neutralization 
antibodies than multivalent Dengue vaccines 0,3 cc. 
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) 
• 

) 

Based on these results it is suggested: (1) Need to continuous researched for 
challenge test invivo to know the protectivity antibodies, (2) Need to be explored 
in more detail about cut of value (COV) and to count a protective antibody titres. 
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= Proein capsid pre-Membran 
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= Cluster of Defferentiation 
= Cut (if Value 
= Cytopathogenic effect 
= Cytotoxic T-Cell Lymphocyte 
= Demam Berdarah Dengue 
= Demam Dengue 
= Dengue 
= Dengue Virus 
= Dengue Hemorrhagic Fever 
= Protein Anvelope 
= Ethylene diamine tetraacetic acid 
= Enzyme Linked Immunosorbent Ass£ry 
= Fluorescent isothiocyanate 
= Fragment gamma receptor 
= Human Leukocyte Antigen 
= Interferon 
= Imunoglobulin 
= Interleukin 
= Institute Tropical Disease 
= Protein Membran 
= Major Histocompatabilitas Complex 
= Makrofag 
= mililiter 
= Natural Killer 
= Nucleoprotein 
= Non-structural 
= Protein pre-Membran 
= Platelet Activating Factor 
= Phosphate Buffered Salline 
= Peripheral Blood Mononuclear Cell 
= Polymerase Chain Reaction 
= Ribose Nucleic Acid 
= Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
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rpm 
SDS 
SNT 
TLR 
TNF 
WHO 

= revolutions per minute 
= Sodium Dodecyl Sulphonat 
= Serum Netralization Test 
= Toll Like-Receptor 
= Tumor Necroting Factor 
= World Health Organization 
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DABl 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang Penelitian 

Virus dengue (DENV) termasuk famili Flaviviridae, mempunyai empat 

serotipe yaitu DENV-I, DENV-2, DENV-3, DENV-4; merupakan penyebab 

problem kesehatan di daerah tropis dan sUbtropis diseluruh dunia. DENV 

menimbulkan berbagai gejala mulai dari mild febrile illness yang dikenal dengan 

demam dengue (DD) sampai gejala severe life-threatening illness, merupakan 

gejala demam berdarah dengue (DBD) dan dengue shock syndrome (DSS). 

Penyakit tersebut bersifat endemis dan ditularkan lewat gigitan nyamuk Aedes 

betina, dengan Aedes aegypti sebagai vektor utama pada Kejadian Luar Biasa 

(Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2003; Sumarmo, 2005). 

DD dan DBD merupakan permasalahan utama global. Empat puluh persen 

I masyarakat dunia tinggal di daerah yang beresiko terkena DBD (Tirado et 

I 

al.,1999). Dua setengah sampai tiga milyar orang, terutama yang tinggal di 

perkotaan daerah tropis dan sub-tropis berisiko terserang infeksi virus dengue 

(Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2003; Malavige et al., 2004). 

Penyebab wabah penyakit sangat komplek dan tidak diketahui dengan pasti, 

namun diantaranya diduga akibat teIjadi perubahan demografi, sosial, di samping 

sejarah maupun siklus transmisinya (Gubler, 1998). 

Di Indonesia, infeksi virus dengue masih merupakan suatu masalah penting 

karena kenaikan jumlah penderita yang terus meningkat, daerah epidemik yang 

1 
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meluas, serta kasus DBD dan DSS yang semakin gawat (Lawuyan, 1996). DD 

pertama kali dilaporkan teljadi di Jakarta pada tahun 1789 (Sjahrurachman, 1994), 

sedangkan DBD pertama kaJi ditemukan di Surabaya pada tahun 1968, begitu 

juga di Jakarta, yang sejak saat itu menunjukkan insiden yang meningkat, 

bervariasi, dan ada kecenderungan ledakan kejadian setiap 5 tahun sekali. 

Penyakit yang pada awalnya dikenal sebagai penyakit anak ini, kini telah bergeser 

kepada kelompok remaja dan dewasa (Sustini dan Wirahjanto, 2001; Soewondo, 

dkk., 2001). Menurut Aryati (2006), di Indonesia, khususnya Surabaya, keempat 

serotipe virus dengue masih endemis, dan pada kurun waktu 2003-2005 serotipe 

DENV-2 (65%) merupakan serotipe yang dominan diikuti DENV-3 (15%), 

DENV-4 (12%) dan DENV-I (8%). 

Agen etiologik penyakit DBD, yaitu virus dengue memiliki empat serotipe 

yang serupa, namun berbeda sifat antigeniknya. Infeksi oleh satu serotipe 

menginduksi proteksi seumur hidup terhadap serotipe yang homolog, sedangkan 

proteksi terhadap serotipe lain hanya berlangsung singkat (Moi et.al .. 2010), tetapi 

tidak memberikan kekebalan silang (cross-protective immunity) untuk serotipe 

lainnya, hanya memberikan kekebalan parsial yang sifatnya sementara, sehingga 

di daerah endemik dengue, seseorang bisa terinfeksi oleh tiga serotipe yang lain 

(Soegijanto, 1998). 

Berbagai upaya pemberantasan penyakit DBD telah banyak dilakukan. 

Penggerakan partisipasi masyarakat di Jawa Timur dengan Pemberantasan Sarang 

Nyamuk Demam Berdarah Dengue (PSN-DBD), pemberantasan vektor, baik 

denganfogging. abatisasi maupun pemeriksaanjentik nyamuk secara berkala telah 
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diterapkan, namun angka kesakitan maupun angka kematian akibat penyakit DBD 

masih cukup tinggi (Kuntaryanto, 1998). Idealnya apabila angka bebas jentik telah 

dapat mencapai 95% (Kuntaryanto, 1998) dan pengendalian vektor berhasil 

dilaksanakan (Salamun, 1998), suatu daerah akan mudah mengatasi masalah 

penyakit DBD. Namun, karena berbagai kendala maka untuk saat ini program 

pengendalian vektor belum bisa memperoleh hasil yang memuaskan. 

Diperkirakan terdapat sekitar 100 juta kasus DD per-tahun, sebanyak 

500.000 kasus DBD memerlukan perawatan di Rumah Sakit, dan penyakit 

tersebut setiap tahun menyerang 90% anak berusia di bawah 15 tahun 

(Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2003; Malavige et al., 2004). Rerata 

angka kematian pada DBD mencapai 5% (Departemen Kesehatan Republik 

Indonesia, 2003), sedangkan angka kematian di beberapa negara di Asia sekitar 

0,5-3,5% (Malavige et al., 2004). Mortality rate yang tinggi dan kejadian epidemi 

yang meledak, mendorong upaya pengembangan vaksin dengue yang secara 

efektif dapat mengatasi resiko yang ada melalui perluasan program imunisasi 

(Sim et al., 2008). Namun, hingga saat ini masih belum tersedia vaksin yang aman 

dan efektifuntuk melindungi infeksi penyakit dengue. 

Beberapa upaya pengembangan kandidat vaksin dengue telah dilakukan, 

salah satu kendala yang dihadapi adalah virus dengue tidak memicu antibodi 

protektif Infeksi pertama (primary infection) tidak protektif terhadap infeksi 

berikutnya (secondary infection), terutama jika terinfeksi strain yang berbeda. 

Model vaksin attenuated menunjukkan analisis sifat biologik virus yang 
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memungkinkan akan teIjadi reaktivasi, karena itu diperlukan suatu model vaksin 

yang multipoten dan mempunyai sifat stabil (Rantam, 1999). 

Beberapa jenis vaksin telah diteliti, salah satunya dengan whole virus inaktif 

atau virus sub-unit. Masing-masing jenis vaksin tersebut memiliki keuntungan 

potensial, keduanya tidak dapat kembali pada fenotipe patogenik dan ketika 

dikombinasikan tidak menimbulkan interferensilgangguan. Di sisi lain, vaksin 

sub-unit atau vaksin mati hanya menaikkan antibodi pada bagian protein 

struktural dan virion normal. Kelemahan lain yaitu memerlukan antigen dengan 

konsentrasi tinggi dan multiple doses. Apakah vaksin inaktif atau sub-unit dapat 

digunakan sebagai vaksin dengue sedang menjadi perdebatan. Jenis vaksin 

, 

I 
tersebut mungkin hanya dapat digunakan relatif untuk proteksi jangka pendek atau 

I sebagai strategi booster yang baik. Vaksin inaktifyang mengandung satu serotipe 

I (DENV-2) saja ketika dilakukan challenge masih menunjukkan viremia. Maka 

dari itu, multi val en terhadap keempat serotipe menjadi suatu keharusan. 

Keistimewaan vaksin multivalen diharapkan akan dapat meminimalisasi resiko 

infeksi dengue herat dan dapat mengurangi mortality rate (Liu et al., 2008). 

Vaksin multivalen yang pernah dikembangkan terdiri dari 80% protein E 

dari keempat serotipe virus dengue. Kemanjuran diduga berdasarkan penelitian 

yang menunjukkan bahwa satu mikrogram protein E DENV-2 dengan adjuvant 

SBAS5 dapat memberikan proteksi pada rhesus macaque terhadap viremia 

berdasarkan challenge dengan tipe virus ganas (Putnak et al., 2003). Formula 

yang mengandung protein NS-l DENV-2 dapat memainkan peran respon imun 

secara langsung ke arah protektivitas Th 1 dengan cara meningkatkan produksi 
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I interferon gamma, dan ketika diujikan pada rhesus macaque dapat memproduksi 

antibodi netralisasi dengan titer tinggi untuk keempat tipe virus dengue dan 

melindungi hewan dari viremia berdasarkan challenge terhadap virus dengue tipe 

ganas (Putnak et al .. 2005). 

Perlu dikaji bagaimana respon imun humoral maupun seluler yang 

dihasilkan terhadap vaksin dengue multivalen dengan menggunakan serangkaian 

metode untuk menguji potensi netralisasi vaksin sebagai tolak ukur keberhasilan 

imunisasi. Indikator respon imun humoral dilakukan dengan metode ELISA, 

sedangkan indikator respon imun seluler dilakukan dengan metode 

immunofluorescent. Potensi netralisasi antibodi dapat diketahui berdasarkan 

Serum Netralization Test (SNT) pada kultur sel vero yang selanj utnya 

dikonfirmasi dengan peR. 

Berbagai sifat virus dengue secara invitro telah dikaji secara mendalam oleh 

tim DHF Institute Tropical Disease Universitas Airiangga dan membuat prototip 

dengan berbagai macam pendekatan, antara lain rekombinan protein E, protein 

sub-unit (Soegijanto, 1991) dan semua hasil mengukur prototip suatu antibodi 

protektif, namun pada peneiitian ini menggunakan prototip koktail vaksin whole 

virus inaktif multi val en. 

1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang penelitian yang telah diuraikan di atas, rumusan 

masalah dapat disusun sebagai berikut : 
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1. Bagaimanakah nilai optical density (OD) antibodi pada kelinci White new 

zealand yang dimunisasi vaksin dengue multivalen? 

2. Bagaimanakah aktivitas TLR, sel T CD4+, dan CD8+ pada kelinci White new 

zealand yang dimunisasi vaksin dengue multivalen? 

3. Apakah vaksin dengue multivalen mempunyai potensi menetralisasi keempat 

strain virus dengue berdasarkan uji Serum Netralization Test pada kultur sel 

vero yang dikonfirmasi dengan PCR? 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mengkaji potensi vaksin dengue 

mutivalen basil formulasi tim DHF Institute Tropical Disease yang bersifat 

spesifik terhadap keempat strain virus dengue. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

Penelitian ini mempunyai tujuan khusus sebagai berikut : 

1. Menentukan respon imun humoral (whole imunoglobulin), membuktikan 

perbedaan nilai OD antibodi terhadap perlakuan dosis yang berbeda dan waktu 

pengukuran yang berbeda dengan metode indirect ELISA. 

2. Menentukan respon imun seluler terhadap aktivitas TLR, sel T CD4+, dan 

CD8+ dengan metode imunojluorescent. 

3. Membuktikan antibodi netralisasi berdasarkan Serum Netralization Test secara 

invitro dengan kultur sel vero yang dikonfirmasi dengan RT-PCR, serta 

menentukan dosis vaksin dengue multivalen yang lebih efektif 
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1.4. Manfaat Penelitian 

Manfaat yang bisa didapat dari penelitian ini berupa sumbangan informasi 

ilmiah baru tentang kemungkinan terwujudnya vaksin dengue multivalen yang 

memiliki respon imun yang baik dan mampu menetralisasi virus dengue, sehingga 

dapat menunjang penelitian di bidang bioteknologi dan biologi molekuler di masa 

mendatang, khususnya dalam pembuatan vaksin dengue. 
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2.1 Virus Dengue 

DAD 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

Virus dengue adalah anggota genus Flavivirus dari famili Flaviviridae. 

Flavtvirus berbentuk sferis dengan diameter 40-60 nrn. Nukleokapsidnya 

berbentuk helik dengan ukuran sekitar 30 nrn dan dikelilingi oleh lipid bilayer. 

Komposisi virionnya terdiri dari 6% RNA, 66% protein, 9% karbohidrat serta 

17% lipid (Teo and Wright, 1997). Infeksi Flavivirus secara umum termasuk 

arthropodborne disease, yaitu penyakit yang ditularkan oleh vektor nyamuk atau 

kutu (Rice, 1996). 

Virus dengue merupakan virus Ribonucleic Acid (RNA) untai tunggal dan 

mempunyai empat serotipe yaitu DENV-I, DENV-2, DENV-3, dan DENV-4 

(World Health Organization, 1998). Struktur antigen keempat serotipe ini sangat 

mirip antara satu dengan yang lain, namun antibodi terhadap masing-masing 

serotipe tidak dapat saling memberikan perlindungan silang. Variasi genetik yang 

berbeda pada keempat serotipe ini tidak hanya menyangkut antar serotipe, tetapi 

juga subtipe (genotipe) di dalam serotipe itu sendiri tergantung waktu dan daerah 

penyebarannya (Massi et aI., 2004). Variasi diantara serotipe pada masing-masing 

segmen codon dapat mencapai 2,6 - 11% pada tingkat nukleotida dan 1,3 - 7,7% 

pada tingkat protein. Perbedaan urutan nukleotida ini temyata menyebabkan 

variasi pada sifat biologis dan antigenitasnya (Leitmeyer, 1999). 
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Virus dengue terdiri dari 10.700 basa di dalam genomnya dan merupakan 

single stranded positive sense RNA (ss RNA sense +). Di dalam genomnya 

terdapat sebuah single opening reading (ORP) yang mengkode dua macam 

protein, yaitu protein struktural dan protein non-struktural. Protein struktural 

terdiri dari C (protein inti/capsid/core), M (protein membran, termasuk 

preMembran) dan E (protein envelope) serta 7 macam protein non-struktural yaitu 

NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 yang ditandai oleh sebuah 5' dan 3' 

nontranslated region (NTR) pada kedua ujungnya. Jadi, struktur genom virus 

dengue adalah 5' - C - prM - (M) - E -NSt - NS2a - NS2b - NS3 - NS4a - NS4b -

NS5 - 3' (Sjahrurachman, 1994). Protein struktural merupakan 25% dari total 

protein, sedangkan protein non-struktural merupakan bagian yang terbesar (75%) 

terdiri dari NS-J - NS-5. Kemampuan untuk merangsang pembentukan antibodi 

diantara protein struktural, urutan imunogenitas tertinggi adalah protein E, yang 

diikuti oleh protein prM dan C, sedangkan pada protein non-struktural yang paling 

berperan adalah protein NS-l (Leitmeyer, 1999). 

Gambar 2.1: Skema diagram dari genom virus dengue (Leitmeyer, 1999). 
Keterangan: NTR = nontranslated region 

C = capsid 
PrM = precursor membrane 
E = envelope 
NS = nonstructural 
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Gambar 2.2 A. 

B. 
Gambaran molekuler virus dengue (sciencemagorg) 
Crosssection virus dengue menunjukkan kepadatan 
maksimum (biru) dan rata-rata (ungu) (sciencemag. org) 
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Keempat serotipe virus dengue bervariasi dalam hal virulensi , namun secara 

k1inik maupun patologik tidak dapat dibedakan dengan jelas, tetapi dengan tes 

netralisasi menggunakan antibodi monoklonal dan polymerase chain reaction 

(peR), keempat serotipe tersebut bisa dibedakan. Virus dengue memiliki afinitas 

terhadap monos it, makrofag, dan limfosit B. Virus dapat dibiakkan pada sel 

mamalia seperti Baby Hamster Kidney (BHK21 klon 13), sel ginjal kera (sel vero), 

Avian cells atau sel nyamuk Aedes albopictus (C6/36). Virus dengue pada biakan 

sel dapat menyebabkan cytopathogenic eject (CPE), namun ada kalanya tidak 

menunjukkan CPE, misalnya pada sel nyamuk yang hanya akan terjadi infeksi 

persisten (Rantam, 1998). 

2.2 Transmisi Virus Dengue 

Vektor yang menularkan virus dengue adalah nyamuk Aedes. Beberapa 

spesies yang diketahui dapat bertindak sebagai vektor, yaitu A. aegypti, A. 

albopictus, A. satellans dan A. polynesiensts (Soewondo, 2001 ). Tiga spesies 
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pertama adalah spesies yang diketahui ada di Indonesia, namun vektor utama 

adalahA. aegypti (Salamun, 1998). 

Masa pertumbuhan dan perkembangan nyamuk A. aegypti dapat dibagi 

menjadi 4 tahap yaitu : telur, larva, pupa, dan nyamuk dewasa, sehingga termasuk 

metamorfosis sempuma (holometabola). Telur, larva, dan pupa A. aegypti tumbuh 

dan berkembang di dalam air. Telur di dalam air akan menetas Pada suhu 20° C -

40° C dalam waktu 1 - 2 hari. Kecepatan pertumbuhan dan perkembangan larva di 

dalam air dipengaruhi beberapa faktor diantaranya temperatur, tempat, keadaan air 

dan kandungan zat makanan yang ada di dalam tempat perindukannya. Larva 

berkembang pada kondisi optimum menjadi pupa dalam 4 - 9 hari, kemudian pupa 

menjadi nyamuk dewasa dalam waktu 2 - 3 hari. Siklus lengkap dari telur menjadi 

nyamuk dewasa mernakan waktu sekitar 7 - 14 hari (Salamun, 1998). 

Virus yang terhisap nyamuk akan mengadakan replikasi di dalam tubuh 

nyamuk selama 7 - 14 hari yang disebut periode inkubasi ekstrinsik, sebelum 

kemudian ditularkan kepada manusia (Soewondo dkk., 2001). Sekali virus masuk 

dan berkembang biak dalam tubuh nyamuk' nyamuk tersebut akan dapat 

menularkan virus selama hidupnya (infektit). Virus memerlukan waktu 4-6 hari 

(intrinsic incubation period) sebelum menimbulkan sakit pada manusia. 

Penularan dari manusia kepada nyamuk hanya terjadi bila nyamuk menggigit 

manusia yang sedang mengalami viremia, yaitu 2 hari sebelum demam sampai 5 

hari setelah demam timbul (World Health Organization, 1998; Soegijanto, 2001). 

Prinsip pengendalian vektor A. aegypti ini dapat dilakukan dengan empat 

cara yaitu : (1) pengendalian kimiawi dengan menggunakan insektisida kimiawi, 
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(2) pengendalian genetis dengan memutus siklus reproduksinya, (3) pengelolaan 

lingkungan dengan menghilangkan tempat-tempat perindukan, dan (4) 

pengendalian hayati dengan menggunakan musuh-musuh alaminya. Dari keempat 

cara pengendalian ini ternyata tidak ada yang benar-benar memuaskan hasilnya 

(Salamun, 1998). 

2.3 Patogenesis Infeksi Virus Dengue 

Patogenesis infeksi virus dengue sampai sekarang baru sedikit diketahui 

dan tidak banyak informasi tentang dasar-dasar molekuler tentang pengikatan 

virus dengue pada target sel. Penginfeksian virus pada beberapa sel dapat terjadi 

karena adanya perlekatan virus pada FC domain antibodi mediator imun seperti 

monosit mengekspresikan FC receptor (Porterfield, 1986). Selain hal diatas juga 

sulit diterangkan infeksi primer pada pasien tanpa antibodi dengue atau 

penginfeksian sel tanpa FC reseptor (He, 1995). Virus dengue yang mempunyai 

protein struktural dan non-struktural mempunyai fungsi yang berbeda. J enis 

protein yang mempunyai peranan penting pada patogenesis virus dengue adalah 

protein E (envelope), protein PrM, protein NS1, dan protein NS3. Protein ini 

mempunyai sifat antigenik terbukti jika direaksikan dengan antibodi pasien 

meIalui imunobloting mempunyai reaktifitas yang cukup tinggi, tetapi yang 

mempunyai daya netralisasi adalah protein E (Rantam dkk., 2001). Jika virus 

menginfeksi manusia melalui gigitan nyamuk maka virus tersebut direspon oleh 

makrofag yang selanjutnya difagositosis dan kemudian teIjadi fragmentasi protein 

menjadi peptide yang diekspresikan melalui MHC I dan seJanjutnya mengaktifkan 
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sel T melalui reseptomya yang diikuti ekspresi IFN gama. Selain itu juga 

makrofag mensekresi sitokin untuk mengaktifkan makrofag lainnya termasuk sel 

B, sehingga terjadi respon imun humoral berupa imunoglobulin (antibodi spesifik 

atau adaptive immunity). Pengaktifan ini dipicu oleh protein NSI yang 

selanjutnya makrofag mensekresi tromboplastin dan sel platelet atau tissue factor 

sehingga mempengaruhi sistem hemostatik akibatnya terjadi hemorhagi atau 

dengue hemorrhagic fever. Disisi lain, karena terjadi pengaktifan komplemen 

(C3a) maka mempengaruhi sekresi histamin dan leukotrin sehingga berpengaruh 

terhadap permeabilitas pembuluh darah yang meningkat akhimya terjadi plasma 

leakage maka terjadi shock atau dengue shock syndrome (DSS). Hal ini terjadi 

diawali adanya komplek antigen dan antibodi dan komplemen yang bervariasi 

sifat antigeniknya dalam pembuluh darah maka manifestasinya menjadi beberapa 

bentuk, selain menyebabkan DHF, DSS, buta sementara maupun strok DHF. 

Berdasarkan patogenesis tersebut, dikembangkan vaksin sub-unit yang 

mempunyai peranan dalam patogenesis virus dengue. Banyak hasil penelitian 

menunjukkan bahwa interaksi antara reseptor dengan protein envelope virus 

dengue dan sel target merupakan dasar molekuler yang kuat. Hal ini sangat 

penting untuk mengetahui potensial infektivitas interaksi tersebut (Chen et.al., 

1997). 

Mekanisme tentang patofisiologi, patogenesis, hemodinamika, dan 

biokimiawi DBD belum diketahui secara pasti, sedangkan reaksi demam yang ada 

diduga akibat sitokin pirogenik yang dihasilkan selama infeksi virus berlangsung 

(Stites et al., 1997). 
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Pandangan mengenai patogenesitas virus dimulai dari identifikasi seI atau 

tipe sel yang mendukung timbulnya infeksi secara invitro (Halstead, 1993) serta 

mekanisme virus mengikat sel target (Chen et al., 1997). Sel yang merupakan 

target virus dengue pada manusia belum diketahui. Beberapa penelitian 

mendukung bahwa sel fagosit mononuklear berperan penting pada infeksi virus 

dengue (Halstead, 1993). Berdasarkan penemuan klinik virus dengue diduga dapat 

bereplikasi di kelenjar limfe regional, sel hepar, sumsum tulang, jaringan Iimfe, 

otot, jaringan ikat, serta endotel pada vasa epidermis (Halstead, 1989). 

Paling sedikit ada delapan hipotesis mengenai patogenesis DBD yang telah 

dikemukakan (Soegijanto, 1998). Berdasarkan studi epidemiologik dan 

laboratorik, sebagian besar kasus DBD di Thailand dan Kuba terjadi sebagai 

akibat infeksi sekunder virus dengue dengan serotipe yang berbeda dengan infeksi 

primemya, bahkan hal ini teljadi pada 99% anak-anak (Kurane et al., 1994). 

Penelitian yang dilakukan di Kuba menunjukkan bahwa wabah DBD masih 

terjadi setelah infeksi primer 20 tahun sebelumnya. Kebanyakan infeksi primer 

oleh virus DENV-2 dan DENV-4, yang sebagian besar bersifat sub-klinis 

(Vaughn, 2000). Pada infeksi virus sekunder yang berbeda serotipenya dengan 

virus pada infeksi primer, antibodi non-neutralisasi akan meningkatkan jumlah 

monosit yang terinfeksi virus, selanjutnya monosit ini akan mengaktifasi CD4+ 

memory T cell yang diinduksi oleh infeksi primer. Cross-reactive CD4+ T cell 

yang teraktifasi ini akan menghasilkan limfokin seperti IFNy dan IL-2. IFNy akan 

meningkatkan ekspresi FcyR dan molekuI HLA kelas I dan kelas II. 

Meningkatnya jumlah FcyR kemudian akan meningkatkan pula jumlah monosit 
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yang terinfeksi oleh komplek virus dengue-antibodi. Regulasi molekul-molekul 

HLA memudahkan pengenalan antigen virus dengue oleh CD4+ dan CD8+ CTL. 

Aktifasi lebih lanjut CD4+ T cell bisa meningkatkan kadar IL-2 dalam plasma. 

Monosit terinfeksi virus dengue yang Iisis oleh keIja CTL akan melepaskan 

monokin atau beberapa mediator kimiawi (Kurane et at., 1994). Pernyataan ini 

diperkuat oleh O'Hanley et at. (1992) yang menyebutkan bahwa monosit yang 

Iisis akan melepaskan mono kin dan beberapa mediator kimiawi yang bisa 

menyebabkan kebocoran plasma dan perdarahan. Sistem komplemen bisa 

diaktifkan oleh komplek virus-antibodi dan akan diproduksi C3a serta C5a. 

Peningkatan limfokin, monokin, mediator kimiawi secara cepat dan aktifasi 

komplemen akan menyebabkan kebocoran plasma, gangguan koagulasi, dan 

perdarahan (Kurane et at., 1994). 

2.4 Respon lmun terhadap Infeksi Virus Dengue 

Infeksi virus biasanya dimulai dengan invasi setempat pada permukaan 

epitel, selanjutnya virus masuk ke dalam sirkulasi darah dan menimbulkan fase 

inkubasi, kemudian virus mengadakan invasi sampai organ sasaran seperti otak, 

hepar, nodus Iimfatikus, sumsum tulang serta pam (Goldsby et at., 2000). 

Respon imun terhadap virus juga melibatkan respon imun non-spesifik 

maupun spesifik. Mekanisme utama respon imun non-spesifik terhadap virus, 

yaitu 1) infeksi virus secara langsung merangsang produksi interferon oleh sel-sel 

yang terinfeksi, dan interferon tersebut berfungsi menghambat replikasi virus, 2) 
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transplasenta, neoplasia, atau penyakit autoimun dan reaksi alergi. Virus dapat 

mengubah permukaan antigenesitas dari produk infeksi seperti sel transformasi 

sehingga teljadi respon imun seluler yang juga sebagai fungsi kontrol (Rantam, 

2005). Respons imun seluler melibatkan sel T sitotoksik, sel NK, ADCC, dan 

interaksi dengan MHC kelas I. Peran interferon sebagai antivirus cukup besar, 

khususnya IFN-a dan IFN-~ (Hill, 1993 ; Drutz and Mills, 1994; Nash, 1996). 

Dampak anti virus IFN terjadi melalui, I) peningkatan ekspresi MHC kelas 1,2) 

aktivasi sel NK dan makrofag, 3) menghambat replikasi virus. IFN menghambat 

penetrasi virus ke dalam sel maupun budding virus dari sel yang terinfeksi (Drutz 

and Mills, 1994). 

Makrofag juga dapat membunuh virus seperti halnya membunuh bakteri, 

tetapi dengan infeksi virus tertentu makrofag tidak membunuhnya bahkan 

sebaliknya virus memperoleh kesempatan untuk replikasi di dalamnya. Virus 

hanya dapat berkembang biak intraseluler karena memerlukan DNA penjamu 

untuk repJikasi. Akibatnya virus dapat merusak beberapa sel organ tubuh yang 

lain. Peran MHC kelas I dan sel T sitotoksik sangat penting pada infeksi virus 

(Abbas et ai., 2003). 

Kurane dan Ennis (1992) menyatakan bahwa respon imun pada infeksi 

DBD mempunyai dua peranan yang berbeda yaitu, I) mencegah teljadinya infeksi 

atau penyembuhan pada infeksi dengue dengan serotipe yang sarna dari infeksi 

primer, 2) bertanggung jawab terhadap teljadinya DBD atau pada kejadian SDS 

pada infeksi dengan serotipe yang berbeda dan infeksi primer. 
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Hal ini mungkin karena adanya peran antibodi dan sel T memori. Antibodi 

terhadap dengue mempunyai 4 fungsi, yaitu I) netralisasi virus, 2) complement 

mediated cytolysis, 3) antibody-dependent cell-mediated cytoxity (ADCC), dan 4) 

antibody-dependent enhancement (ADE) (Morens, 1994). 

Virus yang obligat intraseluler berusaha untuk berikatan dengan tubuh host 

melalui satu reseptor spesifik pada permukaan sel. Spesifisitas ini yang 

menentukan tropisme virus terhadap host maupun sel tertentu. Tropisme virus 

dengue seperti telah disebutkan di atas adalah pada sel monosit, makrofag dan 

Iimfosit B (Kurane et al., 1994). Pertahanan tubuh pertma adalah respon imunitas 

alami seperti interferon, sel NK, dan monosit, mengingat cara masuk virus melalui 

gigitan nyamuk langsung ke peredaran darah. IFN-y yang dihasilkan oleh cross

reactive CD4 + T cell meningkatkan efisiensi respon imunitas adaptif dengan 

merangsang peningkatan ekspresi MHC 1 dan II serta sebagai aktivator makrofag 

dan sel NK. Sel NK selain diaktifkan juga difokuskan ke situs infeksi. Sel NK 

juga berperan sebagai mediator utama ADCC (Abbas, 2003). 

Ketika proses infeksi beIjalan terus, maka respon imunitas adaptif mulai 

berperan. Antibodi bekeIja menetralisir virus dengan cara mengikat dan mencegah 

virus menginfeksi sel, dengan demikian teIjadi pencegahan terhadap penyebaran 

dan replikasi virus. Peranan sel T sangat penting dalam hal mengeliminasi sel 

yang terinfeksi virus serta mengaktifkan komponen-komponen sistem imun yang 

lain. Virus dengue yang masuk dalam tubuh manusia melaIui gigitan nyamuk 

akan berkembang di dalam sel retikuloendotelial. Virus sulit diisolasi pada masa 

inkubasi karena jumlahnya sangat sedikit di dalam darah, tetapi setelah 2 - 3 hari 
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kemudian jumlah virus akan meningkat, bahkan bisa tetiadi viraemia selama 5 -7 

hari (Rantam, 1998). Virus bersirkulasi dalam darah peri fer di dalam sel monos it, 

sel limfosit B, dan sel limfosit T. Tubuh akan membuat antibodi anti-dengue 

sebagai reaksi terhadap infeksi virus, baik berupa antibodi netralisasi , antibodi 

hambatan hemaglutinasi, maupun antibodi pengikat komplemen (Aryati dan 

Probohoesodo, 200 I ). 

Kompleks VD&Ab 

+ 

Limfosit T 

Monosit terinfeksi - I IFN-y 

I CD4&COB 
HLA kelas I & II 

Lisis ~ 

Il · 
ADE 

Pengenalan epitop virus 
oleh CD4 & COB 

Pengaturan FCJR 

Peningkatan TN Fa, IL-2, mediator kimiawi 
(histamin,leukotrin), anafilatoksin (C3a,C5a) 

Gambar 2.3 Mekanisme Pengenalan Limfosit T (Abbas et aI., 2003) 

Antibodi yang dihasilkan umumnya adalah kelas IgG dan IgM. Antibodi ini 

muncul setelah beberapa hari pasca infeksi, dan IgG bisa bertahan berbulan-bulan 

bahkan sampai beberapa tahun (Vaughn, 2000). Jika manusia terinfeksi ulang oleh 

virus yang berbeda serotipenya, maka antibodi yang timbul tidak hanya tertuju 

pada infeksi yang kedua, namun juga pada infeksi primer, dan khusus pada IgG 

dapat memberikan boosting effect (Ran tam, 1998). 
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Suatu konsekuensi patologik yang tidak umum terjadi pada penyakit DBD, 

disini terjadi uptake atau ingesti komplek virus dengan antibodi non-neutralisasi 

diperantarai FeR dari makrofag atau monosit dan selanjutnya terjadi peningkatan 

infektifitas virus (antibody dependent enhancementlADE) (Roitt, 1996). Terjadi 

juga hiperaktifasi dari sistem komplemen yang menyebabkan perdarahan serta 

keboeoran plasma (Kurane, 1994). 

Komplek imun yaitu interaksi antara virus dengue dengan antibodi akan 

merangsang sistem komplemen untuk menghasilkan C3a dan C5a, yang nantinya 

akan menstimulasi basofil untuk mengeluarkan vasoactive amines (V AA). 

Komplek imun tadi juga berpengaruh langsung pada basofil dan platelet dengan 

V AA sebagai produknya. Amina yang dihasilkan tersebut akan menyebabkan 

retraksi sel endotel dan meningkatkan permeabilitas vaskuler yang berakibat 

keluarnya plasma darab bahkan perdarahan per diapedesis. Peningkatan 

permeabilitas ini menyebabkan komplek imun didepositkan pada dinding endotel 

sehingga timbul agregasi platelet dan aktifasi komplemen lagi. Agregasi platelet 

akan membentuk mikrotrombi pada jaringan kolagen selaput basal endotel. 

Netrofil tertarik menuju situs komplemen, mengeluarkan enzim Iisosim yang 

menyebabkan kerusakan sel endotel, dari sinilab timbul komplikasi perdarahan 

(Roitt et al., 200 I). 
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Gambar 2.4. Respon imun infeksi virus dengue (Soegijanto, 1998) 

2.5 Sitokin Network 

Di dalam hipotesis infeksi heterolog sekunder disinggung mengenai peranan 

beberapa sitokin dalam menimbulkan SDS atau DBD. Beberapa di antaranya 

adalah lL-l, lL-2, TNF-a, dan PAF(Abbas et aI., 2003). 

IL-l pada infeksi virus dangue diproduksi oleh monosit. Sitokin ini akan 

menstimulasi sel T maupun sel B dan menginduksi peradangan yang 

menghasilkan enzim proteolitik dan kolagenase. Keberadaan enzim tersebut akan 

dapat menimbulkan kerusakan sel, termasuk sel endotel. Terhadap endotel sendiri 

IL-l dapat meningkatkan aktifitas prokoagulan dan merangsang adhesi netrofil ke 

dinding endotel:}'roduk netrofil sepe!!iJi~Qsi.ll1jugabisamerusak selendotel. -_. __ ., ... -- _. ' ---.-~---------.' 

IL-2 diproduksi oleh sel T CD4+ dengan firngsi utama merangsang 

proliferasi dan diferensiasi sel T. Monosit juga merupakan sel sasaran yang 

berakibat pada aktivasi monosit. TNF-a (tumor necrosis factor-a) yang 

dikeluarkan dari monosit yang lisis mempunyai sel target makrofag, granulosit 

dan sel jaringan. Efek yang dihasilkan oleh sitokin ini berupa aktifasi makrofag, 
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granulosit dan sel sitotoksik. Selain itu TNF-a menyebabkan adhesi sel endotel. 

I 
PAF (platelet activating factor) yang juga dikeluarkan oleh monosit yang lisis 

berfungsi meningkatkan aktifitas platelet dan agregasi pada dinding endotel 

(Abbas et al., 2003). 

Kebocoran plasma diantaranya juga disebabkan oleh produksi TNF-~ dan 

IL-I~ (Aryati, 2001). TNF-~ (LT-a atau Iymphotoxin-a) yang diproduksi oleh 

limfosit T dan juga limfosit B bisa mengaktifkan makrofag, menghambat sel B 

dan bersifat sitotoksik terhadap beberapa jenis sel. IL-I ~ yang dihasilkan oleh 

makrofag, monosit dan sel epitel selain menyebabkan kebocoran plasma juga 

dapat menyebabkan demam, serta aktifasi sel limfosit T dan makrofag (Janeway 

et al., 2001). 

2.6 Epidemiologi DBD 

Dewasa ini ada tiga hal isu penting yang menyebabkan infeksi virus dengue 

menjadi masaIah yang serius di daerah tropis dan subtropics, ketiga isu tersebut 

adalah perluasan daerah epidemi, peningkatan angka kesakitan dan peningkatan 

kasus berat dari infeksi virus dengue. Infeksi virus dengue sudah dikenal sejak 

akhir abad 18 sebagaimana dilaporkan di Batavia, Philadephia, North Queensland 

dan lainnya. Manifestasi klinik infeksi virus dengue saat itu masih dalam bentuk 

yang ringan yang dikenal dengan demam dengue (DD), klasik yang dapat sembuh 

sendiri (self limited). Manifestasi berat dari infeksi virus dengue pertarna kali 

dilaporkan pada tahun 1954 di Philipina yang dari tahun ke tahun dilaporkan terus 
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menyebar ke Asia Tenggara dan Pasifik, dan hingga kini terus menyebar ke 

Amerika, daerah Karibean, India, dan Afrika (Rodhian et al., 1996). 

Indonesia merupakan negara kepulauan memiliki 33 propinsi yang terletak 

secara geografis di antara dua benua (Asia dan Australia) serta dua samudera 

(Pasifik dan Hindia). Letak astronomis Indonesia yaitu 6° LU - 11 ° LS dan 95° 

BT - 141 ° BT. Di Indonesia, infeksi virus dengue ini telah dilaporkan sejak tahun 

1779 oleh David Bylon, namun manifestasi berat dari infeksi virus dengue 

dilaporkan barn teIjadi pada tahun 1968 di Jakarta dan Surabaya. Epidemi infeksi 

virus dengue di Indonesia ini dari tahun ke tahun terus meluas ke-27 propinsi, 

tahun 1994 dilaporkan 217 Dati II terjangkit DBD/SDS dan tahun 1998 

dilaporkan meningkat menjadi 288 dari 306 Dati II di Indonesia terjangkit 

DBD/SDS (Suroso, 2004). Menurut data kasus DBD di Jawa Timur antara tahun 

1996-2000 menunjukkan adanya variasi peningkatan kasus dari tahun ke tahun, 

hal ini kemungkinan disebabkan karena adanya musim hujan. Jumlah kasus 

sebanyak 4.224 dilaporkan pada tahun 2000, kasus DBD terbanyak dilaporkan 

terjadi pada bulan April (404 kasus) dan Mei (449 kasus) (Soegijanto, 2004). 

Angka insiden atau incident rate (IR) DBD/SDS dari tahun ke tahun juga 

menunjukkan peningkatan, tahun 1994 sebesar 9,72 per 100.000 penduduk, tahun 

1998 menjadi 35,19 per 100.000 penduduk. Ditingkat ASEAN, angka insiden 

DBD/SDS, Indonesia menempati urutan ke-3 dibawah Vietnam dan Thailand. 

Sejak tahun 1956 hingga tahun 1995 dilaporkan jumlah kasus di Vietnam 

mencapai 1.518.808, di Thailand beIjumlah 1.123.093 kasus sedangkan di 

Indonesia dilaporkan sebanyak 331.555 kasus. Angka kematian atau case fatality 
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rate (CFR) justru dilaporkan terjadi penurunan yang sinifikan, tahun 1968 CFR 

tercatat 41,38%, namun pada tahun 1994 menjadi 2,5% sedangkan tahun 1998 

menurun lagi menjadi 2,0%. Ditingkat ASEAN, CFR di Indonesia dikelompokkan 

pada urutan kedua bersama Malaysia, Myanmar, dan Laos, yaitu 2-4 per 100 

kasus, sedangkan CFR terendah ditempati oleh Vietnam dan Thailand, yaitu 2 per 

100 kasus (Umar, 1999). 

2.7 Vaksin 

Vaksin merupakan sediaan biologis yang mengandung antigen baik berupa 

mikroorganisme yang mati maupun yang dilemahkan tanpa merusak potensi 

antigen itu sendiri. Jika diberikan pada hewan akan merangsang kekebalan untuk 

membentuk zat kebal atau antibodi dalam jangka waktu tertentu (Tizzard, 1982). 

Vaksin terdiri dari dua macam, yaitu vaksin inaktif dan vaksin aktif dimana 

masing-masing digunakan sesuai dengan kebutuhan. Vaksin aktif (virus hidup) 

adalah virus di dalam vaksin tersebut dalam keadaan hidup dan telah dilemahkan, 

yang akan tumbuh dan berbiak daIam tubuh induk semang. Vaksin aktif 

mengandung mikroorganisme hidup yang telah dilemahkan, tidak memerlukan 

adjuvant, tidak stabil dalam pemanasan, dapat berkembang biak dalam tubuh, dan 

merangsang respon imun tapi tidak menimbulkan penyakit (Amexis and Young, 

2007). Vaksin inaktif (virus mati) adalah agen penyakit (virus) yang terdapat pada 

vaksin dalam keadaan mati. Biasanya di dalamnya dicampurkan atau ditambahkan 

adjuvant. Vaksin dapat dibuat dari jasad renik yang lain misalnya bakteri, paras it, 

atau bahan toksin (Bamford, 1980). Vaksin inaktif dihasilkan melalui perusakan 
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virulensinya, tapi imunogenitasnya masih ada. Vaksin ini aman karena tidak 

infeksius, tapi diperlukan dalam jumlah yang banyak untuk dapat merangsang 

respon imun, sehingga booster sangat diperlukan supaya imunitasnya cukup 

(Rantam,2005). 

2.8. Perkembangan Vaksin Dengue 

Beberapa vaksin dengue telah diteliti dan dikembangan, antara lain vaksin 

sub-unit, koktail, dan klon sub-unit. 

2.8.1. Pengembangan vaksin sub-unit 

2.8.1.1. Uji imunogenitas 

Protein E mempunyai titer paling tinggi pada protein struktural 

diantara protein lainnya. Titer keempat serotipe berkisar antara 10.240 

sampai dengan 20.480. Protein prM keempat serotip antara 80 - 2560 dan 

protein Cantara 160 - 640. Protein E mempunyai fungsi dominan sebagai 

pemicu pembentukan antibodi. Protein C dalam bentuk virion mempunyai 

daya imunogenitas paling rendah dibandingkan dengan protein struktural 

lainnya, tetapi dalam bentuk anchored dengan protein prM (C-prM) 

imunogenitasnya menjadi tinggi, sedangkan protein non-struktural yang 

mempunyai sifat imunogenitas paling tinggi adalah NS-I dan diikuti NS3 

(Soetjipto dkk., 2000; Rantam dkk., 2003). 
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Gambar 2.5 Tingkat imunogenitas protein virus dengue (Rantam dkk., 2003) 

2.8.1.2. Uji netralisasi 

26 

Kemampuan netralisasi protein struktural lebih tinggi dibandingkan 

dengan protein non-struktural. Hal ini terbukti dengan uji netralisasi bahwa 

protein E mampu menghambat pertumbuhan virus 50% dengan pengenceran 

antibodi 40 sedang protein prM lebih 20, protein C lebih dari lO. Hasil 

penelitian ini sama seperti yang diteliti oleh Chen et at. (1997), bahwa 

antibodi yang diinduksi oleh protein E dapat menghambat perturnbuhan 

virus DEN-2 sampai 50-lO0% secara invitro. 

Antibodi yang diinduksi oleh protein non-struktural rata-rata lebih 

rendah dalam kemampuan untuk menghambat perturnbuhan virus. Antibodi 

terhadap NS1 dapat menghambat perturnbuhan virus dengan pengenceran 

lebih dari 10, sedang NS3 lebih kecil atau sama dengan lO. Sementara itu 

untuk antibodi terhadap NS5 tidak mampu menghambat pertumbuhan virus 

secara invitro. Hal ini terbukti dengan timbulnya CPE pada semua sel (He et 

aI., 1995; Soetjipto dkk., 2000; Rantam dkk., 2003) 
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Gambar 2.6. Uji netralisasi antibodi basil imunisasi (Rantam dkk., 2003) 

2.8.1.3. Uji protektivitas 
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Hasil uji protektivitas pada meneit yang diimunisasi dengan masing-

masing protein, selanj utnya ditantang dengan virus dengue homolog 105 

PFU perlindungan dieapai tertinggi pada meneit yang diimunisasi dengan 

protein E dan prM dari keempat serotipe virus dengue dengan tingkat 

protektivitasnya 100%. Imunisasi meneit dengan protein C menunjukkan 

hasil bahwa antibodi yang ditimbulkan hanya dapat melindungi 60%, 

sementara itu pada meneit yang diimunisasi menggunakan protein E dan 

prM dapat melindungi meneit yang diinfeksi virus dengue ganas melalui 

intracerebral. Begitu juga pada vaksin dengue yang didesain dengan 

menggunakan rekombinan dengan vaccinia menujukkan hasil yang luar 

biasa juga dimana dapat melindungi meneit yang ditantang dengan virus 

dengue, sementara itu protein non-struktural (NS-I, NS-3, dan NS-5) dapat 

melindungi 0-50% (Soetjipto dkk., 2000). 
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Gambar 2.7. Uji protektivitas mencit yang diinfeksi dengan virus dengue 

(Rantam dkk., 2003) 

2.8.1.4. Jenis imunoglobulin hasil imunisasi 

28 

Tipe imunoglobulin yang ditimbulkan akibat dari imunisasi protein 

E yang paling tinggi adalah IgGla dan IgG2b, sedangkan pada mencit yang 

diimunisasi dengan protein C titer paling tinggi adalah IgGla dan \gG2b, 

sementara protein prM didorninasi oleh IgG2b. lmunoglobulin yang 

berperanan penting pada protein virus dengue lainnya dalam respon imun 

humoral adalah IgG la dan IgG2b. Respons imun seluler sangat aktif yang 

ditandai dengan ekspresi IFN gama yang signifikan dibandingkan dengan 

respon imun seluler pada mencit tanpa vaksinasi . 
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Gambar 2. 8. Analisis titer antibodi berdasarkan jenis imunoglobulin 
(Rantam dkk., 2003) 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS RESPON IMUN HUMORAL ... LITA RAKHMA YUSTINASARI



2.8.2. Pengembangan vaksin koktail 

2.8.2.1. Uji imunogenitas 
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Protein E secara umum mampu menginduksi antibodi lebih tinggi 

dibandingkan dengan protein lainnya seperti protein C dan prM, tetapi 

protein struktural lebih antigenik dibandingkan dengan protein non

struktural. Serotipe virus dengue setelah protein struktural dimumikan 

kemudian diimunisasikan menunjukkan hasil protein marnpu menimbulkan 

antibodi 5120 sarnpai 10240 sedang protein prM titer antibodinya 160-640 

dan protein C mempunyai titer 80-320. Protein E virus DENV-3 marnpu 

menginduksi antibodi dengan titer 5120-20480, protein prM 160-2560 

sedang protein C mampu menginduksi antibodi dengan titer 80-320 

(Suwamo dkk., 2001). 

2.8.2.2. Uji netralisasi 

Uji netralisasi serotipe DENV-2 dan DENV-3 tidak menunjukkan 

perbedaan yang signifikan dalarn menunjukkan kemampuan untuk 

netralisasi perturnbuhan virus pada sel C6/36. Protein E mempunyai daya 

netralisasi lebih tinggi dibandingkan dengan jenis antibodi yang diinduksi 

oleh protein prM dan protein C. Hal ini sarna seperti protein yang dimiliki 

oleh virus dengue serotipe DENV-3. Kemarnpuan netralisasi tertinggi 

dengan pengenceran antibodi 32-128 pada DENV-l, sedangkan 

pengenceran 16-64 adalah pengenceran antibodi yang diinduksi oleh 

DENV-2. Kemampuan netralisasi paling rendah adalah antibodi yang 

ditimbulkan oleh protein C (Suwamo, dkk. 2001) 
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2.8.2.3. Uji protektivitas 

Uji protektivitas menunjukkan hasil pada mencit yang diimunisasi 

dengan protein E mempunyai daya protektivitas 100% seperti pada mencit 

yang diimunisasi dengan protein prM, sedangkan protein C DENV-2 

mampunyai daya protektivitaas 50%, dan DENV-3 60%. Walaupun 

demikian tidak menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan. Jadi, 

protein E dan protein prM mempunyai daya imunogenitas tinggi (Suwamo 

dkk., 2001 ) 
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Gambar 2.9. Uji protektivitas mencit yang ditantang dengan 
DENV-2 dan DENV-3 (Rantam dkk., 2003) 

2.8.3. Pengembangan vaksin klon subunit 

2.8.3.1. Analisis jenis antibodi 

Antibodi yang diinduksi oleh protein E mempunyai variasi subtipe. 

Masing-masing tipe mempunyai karakteristik titer yang berbeda. IgM 

merupakan imunoglobulin yang dipresentasikan pertama yang selanjutnya 

terjadi switching imunoglobulin G. Imunoglobulin G pada netralisasi virus 

mempunyai peranan penting dalam mengikat antigen sehingga terjadi 
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komplek antigen dan antibodi dan komplemen. Subtipe imunoglobulin yang 

dominan adalah IgGla dan IgG2a, selain itujuga IgG dan IgG2a. Variasi ini 

sangat tergantung dari asam amino yang membentuk peptida, sehingga 

protein yang terbentuk berfungsi sesuai dengan sifat peptida yang akhirnya 

antibodi yang ditimbulkan juga bervariasi. Hal ini tampak pada Gambar 

2.10, tipe dan subtipe imunoglobulin yang disekresi oleh sel plasma kern 

yang diimunisasi dengan protein E rekombinan. 

1400 

1200 

1000 

eoo 
600 

400 

200 

o 

- -
- f- -
- f- --

IgM IgG IgG1. IgG2. IgG2b K 

Gambar 2.10. Titer antribodi tipe dan subtipe antibodi hasil imunisasi 
protein E rekombinan (Rantam dkk. , 2003) 

Band yang diketemukan pada sel endotel yang dipapar dengan virus 

dengue mix menunjukkan adanya variasi reseptor. Variasi resptor ini 

kemungkinan dipengaruhi oleh strain virus dengue yang berbeda. Antara 

virus dengue mempunyai sifat kinetik molekul yang sedikit berbeda, oleh 

karena itu induksi reseptorpun berbeda terutama dalam induksi 

pembentukan reseptor yang mempunyai komposisi molekulnya seperti asam 

amino, jenis peptide, serta susunan nukleotidanya, sehingga sangat 

mempengaruhi sifat hidrofobik pada permukaan dan hidrofilik pada residu. 
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