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ABSTRAK

RESPON ANTIBODI PADA MENCIT YANG DIIMUNISASI BERULANG DENGAN P.berghei IRADIAS.
Iradiasi gamma dapat digunakan untuk melemahkan parasit malaria untuk preparasi vaksin. Imunisasi terhadap
P.berghei merupakan model yang cocok untuk mempelajari respon imunitas inang terhadap malaria. Penelitian
imunisasi berulang dengan P.berghei radiasi dilakukan untuk mengetahui respon imun humoral yang protektif.
Dalam penelitian digunakan 24 ekor mencit yang dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok mencit kontrol,
kelompok mencit yang diimunisasi sekali, kelompok mencit yang diimunisasi dua kali pada hari ke 1, 14 dan
kelompok mencit yang diimunisasi 3 kali pada hari ke 1, 14, 21. Dosis radiasi yang digunakan 150 Gy dengan dosis
imunisasi 1 x 10" parasit per ml, lama penelitian 32 hari. Respon imun humoral protektif dibuktikan dengan
mengukur kadar antibodi pada hari ke-8, 15, 23, 30 paska imunisasi dengan menggunakan metode ELISA, serta
pertumbuhan parasit (parasitemia) yang diamati setiap 2 hari. Dari hasil penelitian diketahui pada hari ke-23 terjadi
peningkatan kadar antibodi yang cukup signifikan (90,5 ug/ml) pada mencit yang diimunisasi 3 kali sedangkan pada
mencit kontrol, diimunisasi sekali dan dua kali terjadi penurunan kadar antibodi. Pertumbuhan parasit menurun
setelah imunisasi kedua tetapi terjadi sedikit peningkatan setelah hari ke-23. Dari hasil penelitian disimpulkan
imunisasi berulang meningkatkan kadar antibodi tetapi masih belum memberikan respon imun protektif yang optimal
sehingga perlu dilakukan penelitian optimasi imunisasi ulangan dengan menggunakan adjuvan yang tepat.

Kata Kunci : Antibodi, imunisasi, P.berghei, radiasi.

ABSTRACT

ANTIBODY RESPONSE in MICE are IMMUNIZED REPEATEDLY with p. berghei IRRADIATED. Gamma
irradiation can be used to weaken the malaria parasite for vaccine preparation. Immunization against P.berghei a
suitable model for studying the host immune response to malaria. Study repeated immunization with radiation
P.berghei conducted to determine the protective humoral immune response. In the present study used 24 male mice
were divided into 4 groups: control mice, groups of mice were immunized once, groups of mice were immunized two
times on days 1, 14, and groups of mice were immunized three times on days 1, 14, 21. The radiation dose used 150
Gy with immunization doses of 1 x 10’parasites per ml, long study of 30 days. Proven protective humoral immune
responses by measuring antibody levels on days 8, 15, 23, 30 post-immunization using ELISA method, as well as the
growth of parasites (parasitemia) were observed every 2 days. The research results are known on the 23rd day
antibody levels increase significantly (90.5 ug / ml) in mice immunized 3 times while in the control mice, immunized
once and twice a decline in antibody levels. Parasite growth declined after the second immunization, but there was a
slight increase after the third immunization. The final conclusion is repeated immunization that increasing antibody
levels but still not providing optimal protective immune response so it is necessary to study the optimization repeated
immunization with using the proper adjuvant

Keywords : Antibodies, immunization, P.berghei, radiation.

PENDAHULUAN

Plasmodium berghei merupakan parasit malaria pada
rodensia yang sifat penyerangan terhadap inang yang
mirip dengan P.falciparum sehingga banyak
digunakan sebagai model dalam penelitian malaria.

alaria yang merupakan salah satu dari penyakit
infeksi dan masih merupakan masalah bagi

kesehatan masyarakat. Penyakit ini disebabkan oleh
parasit protozoa dari genus Plasmodium. Penyakit
malaria yang serius dan banyak membawa kematian
umumnya disebabkan oleh Plasmodium falciparum.
Parasit ini sering menyumbat aliran darah ke otak,
menyebabkan mengigau, koma, serta kematian (1).

Ciri khas dari genus Plasmodium adalah
mempunyai dua siklus hidup yaitu, siklus seksual
(sporogoni) berlangsung pada nyamuk Anopheles
dan siklus aseksual berlangsung pada inangnya yang
terdiri dari 2 stadium stadium pre-eritrositik yang
berlangsung di dalam sel hati dan stadium eritrositik.
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Infeksi malaria dimulai ketika sporozoit masuk ke
dalam tubuh melalui gigitan nyamuk yang terinfeksi
malaria. Sporozoit akan masuk ke organ hati dan
berkembang secara skizogoni dalam sel hepatosit
akan menghasilkan merozoit. Sel hepatosit akan
pecah dan melepas merozoit akan masuk ke dalam
aliran darah dan menginfeksi sel darah merah,
kemudian mengalami siklus reproduksi dan reinfeksi
yang akan menyebabkan simptom malaria. Stadium
eritrosit yang mengakibatkan proses patologi pada
malaria. Beratnya penyakit malaria berhubungan
dengan densitas parasit, serta berhubungan dengan
kemampuan parasit bermultiplikasi baik di dalam
hati maupun di dalam eritrosit. Siklus eritrositik ini
menimbulkan tanda dan gejala karakteristik dan tidak
mereda sampai inang tersebut mati atau
mengaktifkan respon imun yang mampu membunuh
atau menekan pertumbuhan parasit. (2).

Respon imun yang protektif terhadap parasit
malaria melibatkan respon imun yang dimediasi
antibodi (humoral) dan selular. Respon imun spesifik
baik humoral maupun selular dibutuhkan untuk
mengendalikan infeksi di beberapa titik dalam siklus
hidup parasit. Antibodi merupakan salah satu
komponen respon imun humoral. Antibodi terhadap
sporozoit adalah respon imun pertama Yyang
dirancang untuk mencegah parasit mencapai hati.
Antibodi terhadap merozoit bebas bekerja untuk
memblokir infeksi eritrosit baru. Jika parasit telah
berhasil menginfeksi eritrosit maka antibodi akan
berperan terhadap protein pada permukaan eritrosit
terinfeksi membawa penghapusan oleh fagositosis,
terutama di limpa. Respon akhir adalah pembentukan
antibodi terhadap gametosit yang menghambat
perkembangan parasit dalam nyamuk vektor (3).

Pelemahan  (atenuasi)  mikroorganisma
patogen merupakan strategi untuk pengembangan
vaksin sejak pertama kali vaksin ditemukan oleh
Louis Pasteur (4). Radiasi gamma dapat digunakan
untuk  menginaktifkan  mikroorganisma  untuk
preparasi vaksin, disamping metode inaktifasi secara
pemanasan atau kimia (5). Iradiasi gamma terhadap
parasit  stadium eritrositik  bertujuan  untuk
melemahkan parasit untuk preparasi vaksin stadium
darah. Parasit yang lemah diharapkan dapat memicu
respon imun yang akan menghambat pertumbuhan
dan perkembangan Plasmodium di dalam eritrosit
dan menyebabkan reduksi parsial parasitemia.

Saat terjadi pajanan pertama dengan antigen
malaria maka respon imun yang terjadi adalah respon
imun primer. Respon imun sekunder ialah respon
imun yang diharapkan akan memberi respon adekuat
bila terpajan pada antigen yang serupa. Diberikannya
vaksinasi berulang beberapa kali adalah agar
mendapat titer antibodi yang cukup tinggi dan
mencapai nilai protektif. Dalam penelitian malaria
sebelumnya telah dilakukan penelitian pengaruh
imunisasi terhadap respon imun humoral pada mencit
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yang diinfeksi dengan P.bergheii radiasi. Hasil
penelitian terdahulu  menyatakan bahwa kadar
antibodi mencit yang diimunisasi dengan P.berghei
yang diradiasi 150 Gy menurun setelah hari ke-14
paska imunisasi (6). Dengan demikian dilakukan
penelitian imunisasi berulang untuk mendapatkan
kadar antibodi yang optimal terhadap infeksi
malaria..

TATA KERJA

Metode penelitian yang digunakan telah
memperoleh ethical clearance penggunaan hewan
coba dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Badan
Litbang Kesehatan (KEPK-BPPK) Kementerian
Negara Kesehatan Republik Indonesia pada tahun
2011.

Hewan coba dan pembuatan bahan vaksin

Mencit (Swiss Webster) jantan, berumur 8-
10 minggu, berat sekitar 30-35 gram diperoleh dari
kementrian kesehatan Jakarta dan dikarantina terlebih
dahulu sekitar 7 hari sebelum digunakan. Mencit
dipelihara dalam kandang fiber glass dengan tutup
stainless steel serta diberi makanan pelet dan
minuman secara ad libitum (secukupnya) (7). Mencit
dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan (mencit yang
diinfeksi dengan parasit tidak diradiasi (0 Gy);
mencit yang diinfeksi dengan parasit yang diiradiasi
(150 Gy). Setiap kelompok perlakuan digunakan 6
ekor mencit.

Bahan vaksin merupakan stok beku
Plasmodium berghei strain ANKA dibiakkan secara
in vivo dalam tubuh mencit Swiss di Laboratorium
Hewan Bidang Biomedika PTKMR. Kepadatan
parasit (parasitemia) dalam darah diperiksa setiap
dua hari dengan memotong ujung ekor mencit. Bila
tingkat parasitemia mencit telah mencapai diatas
20% maka dilakukan pengambilan darah dari
jantung. Pengambilan darah dari jantung dilakukan
setelah mencit dianastesi dengan eter. Darah
ditampung dalam tabung mikrosentrifuse kemudian
dilakukan radiasi pada dosis 150 Gy dengan laju
dosis 680,6 Gy/jam dengan menggunakan sumber
Cobalt 60 pada fasilitas ”Irradiator GAMMA CELL”,
Pusat Aplikasi Teknologi Isotop dan Radiasi -
BATAN.

Imunisasi dan imunisasi ulangan (booster)

Mencit kontrol (0 Gy) diinfeksi dengan
menyuntikkan secara intraperitoneal 0,3 ml +1 x 10’
parasit. Mencitl50 Gy diimunisasi  dengan
menyuntikkan secara intraperitoneal 0,3 ml bahan
vaksin yang mengandung +1 x 107 parasit. Dua
minggu paska imunisasi pertama dilakukan imunisasi
kedua (booster) dengan parasit yg diradiasi dengan
jumlah sama. Satu minggu paska imunisasi kedua
dilakukan imunisasi ketiga dengan parasit yg
diradiasi dengan jumlah sama . Setiap 2 hari hingga
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hari ke-32 paska infeksi dilakukan pengamatan
parasitemia. Pengamatan respon imun dilakukan
pada hari ke 7, 15, 23, dan 30 paska infeksi

Penghitungan parasitemia .

Sebanyak 6 pL darah dibuat apusan tipis
difiksasi dengan metanol dan diwarnai dengan
larutan Giemsa 10% selama 30 menit setelah itu
dicuci pada air mengalir. Pemeriksaan dan
penghitungan sel dilakukan di bawah mikroskop
pembesaran 100 X. Parasitemia menunjukkan
kepadatan sel darah terinfeksi parasit dalam + 5000
sel darah merah atau 10 lapang pandang dengan
rumus (8) :

S'sel darah merah yang terinfeksi parasit X 100%
> total sel darah merah

Pengukuran antibodi dengan metode ELISA

Pada hari ke 7, 15, 23, dan 30 paska infeksi
dilakukan koleksi serum dari kelompok mencit (0
Gy, 150 Gy) dengan mengambil darah dari fungsi
jantung. Darah disentrifugasi untuk memisahkan
serum dari sel darah. Serum kemudian disimpan pada
-20% sampai hari pengukuran. Kadar antibodi dalam
serum diukur secara ELISA dengan menggunakan
mouse IgG test kit dari UCNK dengan alat ELISA
reader pada panjang gelombang 450 nm (9)..

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian pengaruh imunisasi ulang (booster)
untuk mengetahui pengaruhnya terhadap peningkatan
respon antibodi mencit dilakukan pada 4 kelompok
mencit. Empat kelompok perlakuan yaitu kelompok
kontrol (0 Gy), kelompok tanpa booster (TB),
kelompok satu kali booster (B1), dan kelompok dua
kali booster (B 2). Kelompok tanpa booster (TB)
merupakan kelompok mencit yang hanya diberi
perlakuan satu kali imunisasi tanpa imunisasi
ulangan (booster). Booster pertama dilakukan 2
minggu setelah imunisasi pada kelompok mencit B1
dan B2. Satu minggu kemudian dilakukan booster
kedua pada kelompok mencit B2. Pengambilan
sampel dilakukan pada hari ke-7, 15, 23, dan 30
paska imunisasi dengan mengambil darah dari fungsi
jantung. Pengukuran kadar antibodi dalam serum
dilakukan dengan menggunakan metode ELISA.
Respon antibodi mencit diukur dengan menggunakan
alat ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.
Hasil pengukuran absorbans dari ke-4 kelompok
mencit dapat dilihat pada Tabel 1

Setelah diperoleh absorban kemudian dihitung
konsentrasi antibodi dengan menginterpolasi nilai
absorban kekurva standar dan diperoleh hasil
konsentrasi antibodi seperti pada Gambar 1. Dari
hasil interpolasi absorbans (Tabel 1 dan Gambar 1)
diperoleh hasil semakin rendah nilai absorban
semakin tinggi konsentrasi antibodi. Hal ini karena
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kit menggunakan teknik “competitive inhibition
enzyme immunoassay”. Pada “competitive inhibition
enzyme immunoassay” antibodi bertanda HRP
bersama sama dengan antibodi dalam sampel
bereaksi dengan antibodi kedua precoated. Sehingga
semakin tinggi antibodi dalam sampel maka semakin
rendah antibodi HRP yang terikat sehingga absorban
yang terukur semakin rendah (9).

Tabel 1. Hasil pengukuran Absorbansi serum
mencit 0 Gy, TB, B1, dan B2

Hari Perlakuan Absorbans

pengamatan

7 0 Gy 0,256 +0,07
TB 0,183 +0,01

15 0 Gy 0,278 +0,08
TB 0,158 +0,05
Bl 0,123 +0,1
B2 0,189 +0,005

23 0 Gy 0,24 +0,06
TB 0,213 +0,03
Bl 0,124 +0,09
B2 0,12 +0,1

30 Bl 0,181+0,001
B2 0,168+0,03

250

200
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mTE
100
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50 mE:
n]
7 13 23
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Gambar 1. Konsentrasi antibodi mencit 0 Gy, TB,
B1, dan B2

Kadar antibodi dalam serum mencit mulai
diukur pada hari ke-7 paska infeksi, kadar antibodi
mencit yang diimunisasi (TB) lebih tinggi
dibandingkan mencit kontrol (0 Gy). Pada hari ke-15
yaitu satu hari paska booster dilakukan pengambilan
sampel ke-2. Terjadi peningkatan kadar antibodi 10
pg/ml pada kelompok 0 Gy dan 26 pg/ml pada
kelompok TB, kadar antibodi tertinggi pada
kelompok mencit yang diberi satu kali booster (B1)
(Gambar 1). Pada pengambilan sampel ke-3 yaitu
satu hari setelah booster kedua (hari ke-23). Terjadi
penurunan kadar antibodi 22 pg/ml pada kelompok
mencit 0 Gy dan 52 pg/ml pada kelompok TB.
Kadar antibodi pada kelompok mencit yang diberi
perlakuan satu kali booster hanya mengalami sedikit
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penurunan yaitu 3 pg/ml. Sedangkan pada kelompok
mencit yang diberi perlakuan dua kali booster (B2)
terjadi peningkatan kadar antibodi hingga 90 pg/ml.
Pengambilan sampel ke-4 dilakukan seminggu
kemudian (hari ke-30), terjadi penurunan kadar
antibodi hingga 76 pg/ml pada mencit B1 dan 69
pg/ml pada mencit B2. Dari data tersebut di atas
terlihat adanya pengaruh imunisasi ulangan terhadap
peningkatan antibodi.

30
B
E =t [ 3y
FR ]
; =Tk
E 10 Bl
: B
<

0 15
H.}nnen;.m«aun
Gambar 2. Pertumbuhan parasit pada mencit 0

Gy, TB, B1, dan B2

Antibodi yang terbentuk diharapkan akan
menghambat pertumbuhan parasit dan mengurangi
manifestasi dari gejala klinis malaria yang muncul.
Pertumbuhan parasit dimonitor setiap 2 hari melalui
pembuatan apusan tipis darah dari ujung ekor
mencit. Pertumbuhan parasit dinyatakan sebagai
derajat kepadatan parasit dalam apusan darah yang
dikenal dengan istilah parasitemia.  Kelompok
mencit kontrol yang konsentrasi antibodinya paling
rendah terlihat parasitemia paling tinggi dimana
mencapai puncaknya 26,7 % pada hari ke-16.
Setelah hari ke-16  parasitemia menurun tetapi
semua mencit mati pada hari ke-23. Penurunan
kepadatan parasit dalam darah tidak membuktikan
virulensi parasit menurun.  Kemungkinan karena
parasit berskuestrasi atau keluar dari aliran darah dan
masuk ke dalam saluran kapiler organ dalam seperti
ginjal, usus, hati dan limpa bahkan jaringan otak.
Sehingga menyebabkan terjadi kerusakan pada organ
dalam yang diserang dan menyebabkan kematian.
Pada kelompok mencit yang diimunisasi (TB, B1,
B2) pertumbuhan parasit relatif rendah dimana
puncak tertinggi 6,5%. Pengaruh booster 1 terhadap
pertumbuhan parasit terlihat terjadinya penurunan
parasitemia hingga hari ke-23 pada kelompok mencit
B1 dan B2. Pertumbuhan parasit sedikit meningkat
setelah hari ke-23 baik pada kelompok mencit B2
maupun B1.
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Dari Gambar 1 dan Gambar 2 dapat dilihat
pengaruh respon antibodi terhadap pertumbuhan
parasit. Pada hari ke-15, kadar antibodi pada semua
kelompok perlakuan meningkat dan pertumbuhan
parasit menurun. Pada hari ke-23, terjadi penurunan
kadar antibodi pada semua kelompok mencit

perlakuan tetapi pada kelompok B2 terjadi
peningkatan kadar antibodi. Tetapi terjadi
peningkatan antibodi  tidak dapat menekan

pertumbuhan parasit hal ini terlihat ada sedikit
kenaikan parasitemia pada kelompok B2 bahkan
diatas kelompok TB dan B1 walaupun setelah hari
ke-27 terjadi penurunan parasitemia. Hal ini terlihat
pemberian booster kedua belum optimal menekan
pertumbuhan parasit.

Imunisasi ulang (booster) atau disebut juga dosis
penguat merupakan vaksinasi tambahan setelah dosis
sebelumnya.  Setelah imunisasi awal suntikan
penguat atau dosis penguat adalah re-paparan antigen
imunisasi. Hal ini dimaksudkan untuk meningkatkan
kekebalan terhadap antigen itu kembali ke tingkat
perlindungan setelah terbukti menurun atau setelah
jangka waktu tertentu (10).  Antibodi merupakan
komponen imun humoral yang berperan dalam
respon imun.  Antibodi merupakan salah satu
indikator yang umum digunakan untuk mengetahui
derajat kekebalan tubuh terhadap suatu antigen.
Antibodi bekerja langsung berikatan dengan parasit
atau secara tidak langsung dengan cara opsonisasi
dan mengaktivasi komplemen permukaan pathogen
(11). Cohen et al yang melakukan penelitian
peranan antibodi dalam kultur in vitro membuktikan
serum yang mengandung antibodi dapat menghambat
perkembangan parasit malaria dengan bertindak pada
merozoit bebas bukan pada bentuk intraerthrositik
(12). Respon antibodi bereaksi terhadap protein
permukaan merozoit akan menghalangi parasit
berinvasi ke eritrosit atau dengan membuat merozoit
rentan untuk difagositosis. Antibodi yang spesifik
terhadap parasit memainkan peran penting dalam
mengendalikan parasitemia melalui Ab-dependent
celular inhibition (ADCI), dimana antibodi mengikat
parasit untuk difagosit melalui reseptor Fc
menyebabkan penghambatan pertumbuhan parasit
(13).  Derajat protektif imunitas malaria pada
manusia, kera, dan mencit berhubungan dengan
tingkat  antibodi dan bergantung pada isotipe
antibodi. Penelitian seroepidemiologi menunjukkan
meningkatnya kadar 1gGl dan 1gG3 spesifik
P.falciparum pada penduduk di daerah endemi
dihubungkan dengan rendahnya parasitemia dan
menurunnya resiko patologi malaria. Pada penelitian
ini peningkatan antibodi yang terjadi tidak dapat
menekan pertumbuhan parasit. Hal ini kemungkinan
antibodi yang terbentuk tidak spesifik terhadap
antigen dan antibodi yang diukur merupakan antibodi
total. Selain itu Imunitas protektif terhadap parasit
malaria selain melibatkan imunitas yang dimediasi
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antibodi tetapi juga imunitas selular.  Karena itu
diperlukan penambahan adjuvan untuk untuk
merangsang respon sistem kekebalan terhadap
antigen target sehingga memaksimalkan respon
kekebalan tubuh.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian pengaruh imunisasi
berulang terhadap respon antibodi mencit dapat
disimpulkan bahwa imunisasi berulang memberi
peningkatan kadar antibodi. Pada mencit yang
diimunisasi 3 kali (booster kedua)memberikan kadar
peningkatan antibodi yang cukup tinggi (90,5 ug/ml).
Tetapi peningkatan antibodi belum memberikan
respon yang optimal dalam menekan pertumbuhan
parasit. Dengan demikian untuk mendapatkan respon
antibodi yang protektif perlu dilakukan penelitian
optimasi imunisasi ulangan dengan menggunakan
adjuvan yang tepat
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TANYA JAWAB

Suwoto
- Berapa banyak (berulang) imunisasi yang
dilakukan sehingga diperoleh hasil respon
antibodi yang optimal / terbaik? Jelaskan!

Darlina

e Sebenarnya imunisasi (booster) berulang
bertujuan agar antibodi yang terbentuk
konsentrasinya tidak turun, jadi tidak pernah
disebutkan dalam literatur berapa banyak
booster yang dibutuhkan untuk
mempertahankan konsentrasi Ab, karena itu
diperlukan optimasi booster (imunisasi
berulang) dengan mengguakan djuvant
untuk mendapatkan respon antibodi yang

optimal.
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