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ABSTRACT

Malaria infection is initiated when sporozoites are inoculated into a vertebrate host via the salivary glands of an

Anopheles mosquito. During Anopheles bite,

the salivary glands release components that include

vasomodulator and immunomodulators. The salivary components of vectors have important role in
transmission of pathogen. Therefore, if these components were injected repeatedly into a vertebrate host, it can
stimulate host immune system and inhibit the transmission of the pathogen into the host. This could be
observed the increasing level of IFN-y and decreasing level of IL-4 in mice model of malaria after vaccination
with salivary gland ekstract (SGE) from An sundaicus s.l. It has also been proven that this mechanisms was
related with pathogen of malaria. This was supported by the reduction of parasitemie rate in those mice model

after infection by P. Berghei.

Keywords: An sundaicus s.1., IFN-y, IL-4,immunomodulators, salivary gland, TBV

PENDAHULUAN

Malaria merupakan salah satu penyakit infeksi parasit
yang disebabkan oleh Plasmodium dan ditularkan
oleh nyamuk Anopheles betina. Penularan ini terjadi
ketika nyamuk Anopheles betina melakukan blood
feeding. Infeksi ini menyebabkan masalah kesehatan
dunia. Lebih dari 3 milyar manusia yang tinggal di
daerah endemik dan diperkirakan 350 sampai 500
juta setiap tahun beresiko menderita malaria
(Lavazec, 2007). Lebih dari 3 juta orang meninggal
tiap tahun akibat malaria sehingga menempatkan
malaria sebagai peringkat ke delapan yang
memberikan  kontribusi  pengurangan  populasi
manusia (Donovan et al., 2007).

Indonesia adalah salah satu negara endemis
malaria, walaupun telah dilakukan program
penatalaksanaan malaria sejak tahun 1959, namun
hingga akhir 2011 kasus
penyakit malaria masih tinggi. Angka penderita
malaria dibeberapa propinsi bagian timur Indonesia
masih diatas rata-rata nasional yaitu >2,4% (DepKes,
2011). Hal ini terjadi karena permasalahan yang
berkaitan dengan malaria sangat komplek. Salah satu
dari permasalahan tersebut yang paling utama adalah
meningkatnya kasus resistensi parasit terhadap
klorokuinon dan sulfadoksin-piremetamin
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(BAPPENAS, 2010; Zein, 2005; Kemenkes RI,
2011), serta timbulnya resistensi vektor terhadap
insektisida (Ramirez et al., 2009). Oleh karena itu
perlu dilakukan langkah-langkah baru dalam
pencegahan  terhadap malaria yaitu dengan
mengembangkan vaksin malaria. Mengingat hingga
saat ini belum ditemukan vaksin yang efektif terhadap
malaria, maka  diperlukan  terobosan  baru
pengembangan vaksin yang dapat menghambat
transmisi patogen ke dalam tubuh host yaitu
Transmission Blocking Vaccine (TBV) berbasis
saliva.

Kelenjar saliva nyamuk Anopheles telah terbukti
mengandung zat anti koagulan, vasodilator,
antihistamin dan imunomodulator (Titus et al., 2006;
Dhar et al, 2003). Zat-zat ini berperan untuk
memudahkan vektor nyamuk untuk melakukan blood
feeding dengan demikian secara tidak langsung juga
memudahkan infeksi parasit ke tubuh inang.

Anti koagulan dalam saliva terbukti mencegah
pembekuan darah, sehingga dapat memudahkan
nyamuk untuk  blood feeding.  Vasodilator
meningkatkan diameter pembuluh darah sehingga
memudahkan  sirkulasi darah dan mencegah
vasokontriksi, sehingga blood feeding lebih efisien
(Dhar et al., 2003). Selain itu terdapat komponen
imunomodulator yang mempengaruhi keberhasilan
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transmisi parasit ke dalam tubuh host. Faktor
imunomodulator tersebut bersifat imunosupresif

dengan menekan respon imun nonspesifik (innate
immunity) dan mengubah respon imun spesifik
(adaptive immunity) kearah Th2 sehingga lebih
menguntungkan bagi nyamuk untuk melakukan blood
feeding dan memudahkan transmisi parasitnya. Oleh
karena itu, faktor imunomodulator merupakan salah
satu kandidat potensial untuk pengembangan TBV
malaria. Ekplorasi terhadap respon imun berkaitan
dengan ekstrak kelenjar saliva (SGE) yang
merupakan langkah penting untuk pengembangan
vaksin tersebut. Anopheles sundaicus s.l. merupakan
salah satu vektor potensial di Indonesia dan belum
diteliti aktifitas kelenjar salivanya. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
vaksin model SGE nyamuk An. sundaicus s.l.
terhadap profil IL-4 dan IFN-y hewan coba mencit
galur BALB/c  berkaitan dengan infeksi malaria
melalui parasit Plasmodium berghei-ANKA.

METODE

Rearing Anopheles sundaicus s.1.

An  sundaicus  s.l.  diperoleh  dari hasil
Rearingdilakukan pada kedua hasil koleksi yaitu
larva dan nyamuk. Koleksi larva dilakukan dengan
cara mengambil larva secara langsung yang berada di
habitatnya. Dengan menggunakan gayung dengan
pegangan panjang agar dapat menjangkau larva di
tempat yang jauh. Larva yang terperangkap pada
gayung tersebut diambil dengan pipet karet untuk
dipindahkan pada botol plastik. Larva kemudian
dikembangkan di laboratorium untuk ditumbuhkan
menjadi nyamuk dewasa (Gerberg, 1970; Mool et al.,
2008). Koleksi nyamuk dilakukan pada malam hari
ketika nyamuk keluar untuk mencari makan. Dengan
menggunakan aspirator menangkap setiap nyamuk
yang menempel pada hewan atau pada daun dan
selanjutnya disimpan pada kandang nyamuk.

Larva yang sudah menjadi kepompong
dipindahkan ke kandang untuk bermetamorfosis
menjadi nyamuk dewasa. Makanan nyamuk
disesuaikan  dengan  fase  pertumbuhan dan
perkembangan nyamuk. Larva nyamuk diberi
makanan pelet ikan yang banyak mengandung
protein. Nyamuk jantan diberi makanan yang
mengandung sukrosa 10%, sedangkan bagi nyamuk
betina disediakan hewan untuk diisap darahnya.
Nyamuk dewasa hasil rearing dapat langsung di
isolasi kelenjara saliva atau dipelihara untuk
kembangbiakkan (Gerberg, 1970; Moll et al., 2008).

Isolasi kelenjar saliva

Isolasi SG dilakukan pada Anopheles betina yang
diawali dengan cara menganastesi dengan kloroform
beberapa detik, selanjutnya nyamuk betina diletakkan
pada wadah berisi larutan NaCl 0,1%. Satu persatu
nyamuk betina diambil diletakkan pada kaca benda
yang ditetesi dengan PBS untuk disolasi kelenjar
saliva dengan cara microdissection  dibawah

(Machros, dkk)

mikroskop. Kelenjar saliva yang telah diisolasi
disimpan dalam suhu -20°C sampai diperlukan.
Jumlah kelenjar saliva An. sundaicus s.l.yang
digunakan dalam penelitian ini berjumlah 1500 ekor
(Bishop et al., 2006).

Preparasi vaksin model

Ekstraksi kelenjar saliva nyamuk sebagai vaksin
model SGE dilakukan dengan teknik freez and
thaw.Selanjutnya dilakukan homogenisasi dengan
mikropistil dan water sonication sampai protein saliva
pecah. Protein saliva disentrifuge selama 5 menit
dengan kecepatan 14.000 rpm pada suhu 4 C, untuk
mendapatkan pelet dan supernatan yang akan
digunakan untuk vaksinasi. Supernatan dan pelet
masing-masing ditambahkan PBS hingga 2500 pl
selanjutnya disimpan pada suhu -20'C hingga
digunakan.

Preparasi mencit

Mencit yang digunakan dalam penelitian ini Mus
musculus BALB/c hasil perkembang biakan yang
dilakukan di laboratorium yang berumur 6-8 minggu.
45 e kor mencit sebelum digunakan diaklimatisasi
selama 2 mingguhingga mencapai berat 25-30 gr.
Selanjutnya mencit dibagi menjadi 3 kelompok,
bagian pertama sebagai kelompok kontrol, bagian
kedua sebagai kelompok pelet dan bagian ketiga
sebagai kelompok supernatan.

Injeksi vaksin model SG

Injeksi vaksin model SG dilakukan melalui subkutan
bagian femur dengan dosis 100 pl/ekor yang
dilakukan sebanyak 3 kali dengan interval 2 minggu.
Sebelum vaksin model SG dinjeksikan, vaksin
ditambahkan adjuvan aluminium hidroksida dengan
perbandingan 1:1. Sedangkan kelompok kontrol
diinjeksi dengan campuran PBS dan Adjuvan
aluminium hidroksida dengan perbandingan yang
sama yaitu 1:1 dan dosis yang sama. Setelah semua
mencit divaksin semua, 2 minggu kemudian mencit-
mencit tersebut diinjeksi dengan P. Berghei.
Perhitungan derajat parasitemia dilakukan setelah 24
jam infeksi P  berghei hingga 6  hari,
sedangkanpengamatan respon imun dilakukan 24 jam
sebelum vaksinasi, 7 hari setelah vaksinasi kel, ke 2,
24 jam pasca infeksi parasit dan 6 hari pasca infeksi
parasit

Preparasi Plasmodium berghei

Infeksi parasit pada hewan coba dilakukan dengan
mengambil darah mencit donor yang memiliki derajat
parasit >15% melalui kardiak. Sebanyak 10 pl darah
dari mencit donor yang diletakkan pada heparin
vacumtainer dicampur 990 pl dan diinjeksikan pada
hewan coba sebanyak 200 pl.

Penghitungan derajat parasitemia
Derajat parasitemia pada mencit yang telah diinfeksi
P berghei dihitung setelah 24 jam yang diawali
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dengan menggambil darah melalui ekor. Darah yang
keluar dari ekor diteteskan pada objek glass untuk
dibuat apusan. Apusan difiksasi dengan metanol dicat
dengan gymsa dan diamati pada mikroskop dengan
pembesaran 400x. Derajat parasit diperoleh dengan
menghitung jumlah parasit tiap 1000 eritrosit yang
dinyatakan dengan persen.

Pengambilan plasma

Pengambilan plasma diawali dengan pengambilan
darah melalui ekor dengan menganastesi mencit
dengan menggunakan xylasin dan ketamine dengan
perbandingan 1:10. Setiap 100 ul campuran xylasin
dan ketamine selanjutnya diencerkan dengan PBS
sebanyak 200 pl. Untuk menganastesi setiap mencit
dibutuhkan 100 ul campuran yang sudah diencerkan
tersebut. Jika mencit sudah dalam keadaan lemas,
selanjutnya memotong bagian ujung ekor dengan
menggunakan gunting steril. Jika ujung ekor sudah
berdarah pipa kapiler dapat didekatkan kearah tetesan
darah tersebut. Untuk mempercepat pengambilan
darah dapat dilakukan dengan mendorong pangkal
ekor kearah ujung ekor. Darah yang keluar ditampung
dalam ependorf, dan selanjutnya diinkubasi pada
suhu 37°C selama 30 menit. Setelah diinkubasi darah
disentrifuge pada kecepatan 13.000 rpm pada suhu
27°C selama 10 menit. Plasma yang sudah terpisah
dengan sel darah diambil dengan mikropipet dan
dipindahkan pada ependorf baru. Setelah diperoleh,
plasma disimpan pada suhu -20'C sampai siap untuk
uji elisa. Pengambilan plasma dan pemindahan
kedalam ependorf dilakukan di laminar air flow.

Pengukuran kadar IL-4 dan IFN-y melalui uji
elisa

Pengukuran kadar IL-4 dan IFN-y plasma mencit
dilakukan secara individu dan populasi pada tiap-tiap
kelompok perlakuan. Sampel yang berupa plasma
selanjutnya diuji dengan Uji Enzyme linked
Immunosorbent Assay (ELISA) untuk mengetahui
kadar IFN-y dan IL-4.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian pada individu menunjukkan adanya
peningkatan kadar IL-4 pada kelompok pelet pasca
vaksinasi ke-2, namun menunjukkan penurunan
setelah vaksinasi ke-3 apabila dibandingkan dengan
kelompok kontrol. 24 jam pasca infeksi kadar IL-4
menunjukkan peningkatan sementara itu 6 hari pasca
infeksi menunjukkan penurunan kembali. Keadaan ini
berbeda dengan kelompok kontrol yang menunjukkan
masih tingginya kadar IL-4 pada hari ke 6 pasca
infeksi.

Kelompok supernatan menunjukkan kadar IL-4
yang jauh lebih kecil bila dibandingkan dengan
kelompok pelet dan kontrol. Kondisi ini terjadi ketika
sebelum vaksinasi dan sesudah vaksinasi dilakukan
bahkan setelah infeksi parasit kadar IL-4 masih tetap
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kecil. Bila dibandingkan dengan kelompok kontrol,
kadar IL-4 pada kelompok supernatan memiliki pola
yang menunjukkan peningkatan kadar IL-4 setelah
vaksinasi. Namun hari ke 6 pasca infeksi parasit,
kadar IL-4 pada kelompok supernatan menjadi turun
bila dibandingkan dengan kelompok kontrol (Gambar

1).
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Gambar 1. Hasil pengukuran kadar IL-4 plasma
darah pada uji individu seekor mencit
sebelum dan sesudah diimunisasi
vaksin SGE A4n. sundaicus s.l. dengan
metode elisa. K= Kelompok Kontrol,
P= kelompok Pelet, S= kelompok

supernatan

Hasil ini didukung dengan hasil pengujian pada
populasi, kadar IL-4 dari populasi mencit baik pada
kelompok perlakukan maupun kelompok kontrol
yang juga menunjukkan profil yang sama dengan
hasil wuji individu. Pada kelompok perlakukan
terutama pada kelompok pelet menunjukkan kadar
IL-4 yang tinggi pada awal vaksinasi, namun setelah
vaksinasi ke 2 kadar IL-4 menunjukkan penurunan,
sedangkan pada kelompok kontrol justru mengalami
peningkatan (Gambar2).

Sementara itu 24 jam pasca infeksi kadar IL-4
pada kelompok pelet menunjukkan peningkatan dan
memiliki kadar yang lebih tinggi dari kelompok
kontrol, namun setelah 6 hari pasca infeksi kadar 1L-4
kembali menurun dan memiliki kadar IL-4 yang lebih
rendah dari kelompok kontrol.

Kelompok supernatan masih menunjukkan kadar
yang sama dengan hasil uji individu

yaitu lebih rendah bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol tetapi menunjukkan profil yang
berbeda yaitu menunjukkan penurunan kadar IL-4
setelah vaksinasi ke 3. Profil ini juga memberikan
gambaran yang sama dengan kelompok pelet. Namun
setelah, infeksi parasit menunjukkan peningkatan
sedikit kadar IL-4 tetapi masih lebih rendah kadarnya
bila dibandingkan dengan kelompok kontrol dan
pelet. Kondisi terus bertahan hingga hari ke 6 pasca
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infeksi. Dengan demikian bila dilihat dari hasil uji
populasi, kelompok supernatan memiliki profil yang

sama dengan kelompok pelet tetapi memiliki kadar

yang berbeda.
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Gambar 2. Hasil pengukuran kadar IL4 plasma darah
pada populasi mencit sebelum dan sesudah
diimunisasi vaksin SGE An. sundaicus s.l.
dengan metode elisa. K= Kelompok
Kontrol, P= kelompok Pelet, S= kelompok
supernatan

Kadar IFN- y hasil uji individual secara
umum menunjukkan bahwa terjadinya peningkatan
pada kelompok perlakuan bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Peningkatan ini terjadi khususnya
setelah pemberian vaksinasi model dengan kelenjar
saliva. Kadar IFN- y yang paling tinggi terdapat pada
kelompok supernatan. Begitu juga pada kelompok
pelet, walaupun memiliki kadar IFN- y yang sama
dengan kelompok kontrol pada awal vaksinasi,
namun pasca vaksinasi ke 3 justru kadar IFN- y
mengalami peningkatan yang sangat tinggi. Hal ini
ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil pengukuran kadar IFN- y plasma
darah pada individu mencit sebelum
dan sesudah diimunisasi vaksin SGE
An. sundaicus s.l. dengan metode elisa.

(Machros, dkk)

K= Kelompok Kontrol, P= kelompok
Pelet, S= kelompok supernatan

Hasil uji populasi terhadap kadar IFN- y juga
menunjukkan tren hasil yang sama dengan hasil uji
individual. Sebelum vaksinasi kadar IFN- y pada
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan sangat
rendah. Pada kelompok perlakuan kadar IFN- y
menunjukkan peningkatan, terutama dua minggu
setelah vaksinasi dan kadar ini terus meningkat
hingga enam hari setelah infeksi parasit. Sedangkan
pada kelompok kontrol kadar IFN- y hingga dua
minggu pasca vaksinasi masih tetap rendah. Profil
kadar IFN- vy hasil uji populasi dapat dilihat pada
Gambar 4.

Tingginya kadar IL-4 setelah vaksinasi model
SGE pada kelompok pelet dimungkinkan merupakan
bentuk respon imun primer terhadap protein
imunomodulator yang terdapat pada kelenjar saliva.
Pada saat komponen saliva pertama kali diinjeksikan
ke dalam tubuh inang, maka sebagai reaksinya tubuh
akan membentuk zat anti. Bila zat tersebut adalah
ekstrak kelenjar saliva yang memiliki komponen
komplek seperti vasomodulator dan  komponen
imunomodulator, maka tubuh akan membentuk zat
anti terhadap komponen saliva tersebut. Hasil
penelitian ini mengindikasikan bahwa komponen
dalam saliva tersebut mempunyai kemampuan untuk
mensupresi perkembangan sel Thl dan memodulasi
respon imun ke arah
Th2. Hasil penelitian ini menunjukkan hasil yang
sama dengan penelitian yang dilakukan oleh
Donovan, 2007.
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Gambar 4. Hasil pengukuran kadar IFN- y plasma
darah pada populasi mencit sebelum dan
sesudah diimunisasi vaksin SGE An.
sundaicus s.l. dengan metode elisa. K=
Kelompok Kontrol, P= kelompok Pelet,
S= kelompok supernatan

Namun reaksi pertama tubuh terhadap protein
saliva tidaklah terlalu kuat. Tubuh belum memiliki
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memori untuk mengatasinya. Tetapi pasca vaksinasi
kedua, ketiga dan seterusnya, tubuh dapat membuat
zat anti lebih cepat. Terbentuknya antisaliva yang
lebih besar dan lebih cepat diduga menyebabkan
peran sel Th-2 menjadi berkurang, sehingga kadar IL-
4 menjadi berkurang.

Penurunan kadar IL-4 setelah pemberian
vaksinasi ke dua dan ke tiga, akan memberikan
sinyal positif bagi aktivasi makrofag. Makrofag
sebagai APC akan mensekresi IL-12 dan IFN-y.
Sitokin yang dihasilkan oleh APC juga dapat
mengaktivasi sel NK, sel NKT, CD8 dan juga sel
gamma delta T untuk memproduksi IFN-y yang lebih
besar untuk perkembangan sel ThO menjadi sel Thl.
Selanjutnya sel Thl akan mensekresi IFN-y untuk
mengaktivasi makrofag dan seterusnya.Makrofag
yang diaktivasi akan melepaskan radikal bebas
seperti NO, hidrogen peroksida (H,0,), O, singlet,
OH- yang dapat menghambat pertumbuhan parasit
(Gambar 5).
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Gambar 5. Grafik derajat parasitemia pada kelompok
kontrol, supernatan dan pelet dengan
menggunakan kelenjar saliva  An
sundaicus s.]. K= Kelompok Kontrol,
P= kelompok Pelet, S= kelompok
supernatan

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
secara kuantitatif telah terjadi perbedaan kadar IL-4
dan IFN-y pada hewan coba mencit Balb/c, sesudah
vaksinasi dengan menggunakan vaksin model SGEA4n
sundaicus s.]. Hal ini menunjukkan bahwa vaksin
model SGEAn sundaicus s.l. mampu memodulasi
respon imun inang dari subsetTh2 ke arah subset
Thl.Kondisi ini memberikan pengaruh negatif
terhadap perkembangan parasit malaria yang
dibuktikan dengan penurunan derajat parasit pada
kelompok perlakuan. Kadar IL-4 pada kelompok
perlakuan menurun bila dibanding dengan kelompok
yang tidak divaksin (kelompok kontrol). Sementara
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itu pada kelompok perlakuan kadar IFN-y memiliki
kecenderungan meningkat bahkan setelah infeksi.
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