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MOTO

“dan perumpamaan-perumpamaan ini Kami buat untuk manusia; dan tiada yang 
memahaminya kecuali orang-orang yang berilmu”

(terjemahan Surat Al-Ankabut ayat 43)1)

“Orang berilmu dan beradap tidak akan diam di kampung halaman. Tinggalkanlah 
negerimu dan merantaulah ke negeri orang. Merantaulah, kau akan dapatkan 

pengganti dari kerabat dan kawan. Berlelah-lelahlah, manisnya hidup 
terasa setelah lelah berjuang”

(Imam safi’i)2)

                                                
1Departemen Agama Republik Indonesia. 2013. Al-Qur’an Cordoba Tajwid dan

Terjemaahannya (Al-Qur’an Tafsir Bil Hadis). Bandung: Cordoba International-
Indonesia.

2Imam Safi’i.2002.Kata-Kata Mutiara. Kompas Gramedia
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Malaria adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh Plasmodium dan 

nyamuk Anopheles sebagai vektornya. Penularan malaria dimulai ketika nyamuk 

yang terinfeksi Plasmodium menghisap darah manusia sehat. Nyamuk akan 

melepaskan komponen saliva ke dalam tubuh inangnya. Saliva nyamuk mengandung 

komponen-komponen yang dapat mempengaruhi hemostasis inang yaitu,

vasomodulator dan immunomodulator. Faktor imunomudulator bersifat 

imunosupresif yang mampu menekan sistem imun nonspesifik inang sehingga 

memodulasi perubahan dari T helper 1 (Th1) ke arah T helper 2 (Th2), ditandai 

dengan peningkatan Interleukin-10 (IL-10), yang mempengaruhi sel B akhirnya 

membentuk antibodi spesifik seperti IgM dan IgG.

Penelitian ini menggunakan kelenjar saliva An. sundaicus yang diambil dari 

Desa Bangsring, Banyuwangi. Tujuan penelitian untuk mengetahui respon imun 

inang terhadap ekstrak protein kelenjar saliva (EPKS) An. Sundaicus. Metode yang 

digunakan antara lain 1) preparasi serum darah, 2) ekstrak kelenjar saliva, 3) Kultur 

PBMC dan 4) Analisis ELISA. 

Hasil penelitian menunjukkan paparan An. sundaicus mampu menginduksi 

tingginya kadar IgG. Kadar IgG anti protein saliva An. sundaicus lebih tinggi 

dibandingkan kadar IgG anti protein saliva Ae. aegypti. Lebih lanjut, kelompok 

umur 11-40 tahun memiliki kadar IgG tertinggi dibandingkan kelompok umur 

lainnya. Adanya modulasi respon imun dari Th1 menjadi Th2 yang ditunjukkan 

dengan penurunan kadar IFN-γ dan peningkatan kadar IL-10 membuktikan EPKS 

An. sundaicus dapat memodulasi perubahan jalur respon imum inang.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Malaria adalah penyakit infeksi menular yang mendapatkan perhatian serius 

di seluruh dunia. World Health Organisation memperkirakan 3,4 miliar orang secara 

global beresiko terinfeksi malaria. Kasus malaria pada tahun 2012 mencapai 207 juta 

kasus, dengan jumlah kematian sekitar 627 ribu orang. Kasus malaria tertinggi terjadi 

di Afrika dengan jumlah kematian mencapai 90% dan 77% dari korban meninggal 

merupakan anak usia dibawah 5 tahun (WHO, 2013). Indonesia merupakan salah satu 

negara endemik malaria, diperkirakan sekitar  70 juta atau 35% dari jumlah penduduk 

Indonesia beresiko tertular malaria, meskipun telah dilakukan program 

pemberantasan malaria sejak tahun 1959 (Wigati et al., 2010).

Kabupaten Banyuwangi merupakan salah satu daerah endemik malaria di 

Jawa Timur. Pada tahun 2010 terdapat 1.474.404 penduduk yang beresiko tertular 

malaria dengan API (Annual Parasite Incidence) mencapai 0,07%. Pada tahun 2008, 

2010 dan 2011 terjadi Kejadian Luar Biasa (KLB) malaria di Desa Bangsring, 

Banyuwangi (Dinkes Jatim, 2012). Pada tahun 2012 kasus kejadian malaria di Desa 

ini menurun (Anonim, 2012).

Nyamuk Anopheles merupakan vektor protozoa parasit penyebab Malaria 

yaitu dari genus Plasmodium. Terdapat 5 spesies Plasmodium yang dapat 

menginfeksi manusia yaitu, Plasmodium (P.) falciparum, P. vivax, P. ovale, P. 

malariae, dan P. knowlesi (Harijanto, 2010; Sabbatani et al., 2010). Terdapat sekitar 

424 spesies nyamuk Anopheles di dunia, namun hanya 70 spesies yang dapat menjadi 

vektor malaria (WHO, 2007). Di Indonesia khususnya di Pulau Jawa terdapat 3 

spesies vektor utama yaitu, Anopheles (An.) aconitus, An. maculatus dan An. 

sundaicus (Stoops et al., 2009). An. sundaicus merupakan vektor utama malaria di
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pesisir pantai (Hadi &  Koesharto, 2006) dan telah dikonfirmasi sebagai vektor utama 

malaria di daerah pesisir Desa Bangsring, Banyuwangi (Shinta et al., 2003).

Penularan malaria dimulai ketika nyamuk yang terinfeksi Plasmodium (fase 

sporozoit) menghisap darah manusia. Masuknya Plasmodium ke dalam tubuh 

manusia didukung  oleh adanya aktivitas komponen saliva, yang dikeluarkan oleh 

nyamuk saat proses menghisap darah (Fontaine et al., 2011). Saliva nyamuk 

mengandung komponen-komponen yang dapat mempengaruhi hemostasis inang 

antara lain vasomodulator dan immunomodulator (Lavazec et al., 2007). Faktor 

vasomodulator dapat memanipulasi mekanisme hemostasis inang dengan cara 

mencegah vasokontriksi, mencegah aktivasi dan agregasi platelet serta menghambat 

penggumpalan darah. Faktor imunomudulator bersifat imunosupresif yang mampu 

menekan sistem imun nonspesifik inang sehingga memodulasi perubahan dari T 

helper 1 (Th1) ke arah T helper 2 (Th2) (Titus et al., 2006). Perubahan respon imun 

tersebut ditandai dengan penurunan produksi IFN-γ dan peningkatan Interleukin-4 

(IL4), sehingga IL4 akan mempengaruhi proliferasi Sel B yang akhirnya membentuk 

antibodi humoral. Antibodi tersebut spesifik tehadap protein saliva. Oleh karena itu 

apabila di dalam saliva terdapat parasit, maka dengan mudah masuk ke dalam tubuh 

inang melalui gigitan nyamuk (Donovan et al., 2007).

Gigitan nyamuk yang terinfeksi Plasmodium, dapat menularkan penyakit 

malaria. Sebaliknya paparan berulang terhadap gigitan nyamuk yang steril dapat 

memberikan efek proteksi. Dalam penelitian yang dilakukan oleh Morris et al.

(2001) injeksi komponen saliva dengan dosis yang rendah mampu meningkatkan 

transmisi patogen, namun injeksi komponen saliva dengan dosis yang tinggi akan 

memberikan efek proteksi. Hal ini menjelaskan bahwa orang yang tinggal di daerah 

endemik dan sering terpapar gigitan vektor akan memberikan efek proteksi terhadap 

patogen. Paparan berulang menyebabkan perubahan respon imun seperti keadaan 

semula, yaitu pengaktifan makrofag dan produksi Nitrat Oksidase (NO) sehingga 

dapat efektif membunuh parasit (Donovan et al., 2007). Selain memberikan efek 

proteksi, inang juga akan membentuk antibodi terhadap protein saliva pada saat 
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terjadi paparan berulang berupa IgG (Fontaine et al., 2011). Pengukuran kadar 

antibodi anti protein saliva (IgG) dapat dijadikan biomarker adanya paparan gigitan 

nyamuk Anopheles. Di Indonesia khususnya daerah endemik Bangsring, Banyuwangi 

belum pernah dilakukan analisis respon imun terhadap paparan protein saliva. 

Analisis respon imun inang terhadap protein kelenjar saliva An. sundaicus merupakan 

langkah yang penting untuk mengetahui keterkaitan antara paparan nyamuk dengan 

pembentukan antibodi spesifik yang dapat dijadikan sebagai biomarker adanya 

paparan. Lebih jauh lagi keterkaitan antara antibodi spesifik yang terbentuk dengan 

pengaruh protein saliva yang mampu memodulasi respon imun inang dengan 

menganalisis produksi sitokinnya.

1.2 Rumusan Masalah

Penelitian ini akan menjawab beberapa permasalahan berikut:

1. Bagaimana kadar respon imun spesifik (IgG) berdasarkan antigen Ekstrak 

Protein Kelenjar Saliva (EPKS)?

2. Bagaimana  kadar respon imun spesifik (IgG) berdasarkan umur pada 

penduduk daerah endemik malaria terhadap Ekstrak Protein Kelenjar Saliva 

(EPKS) An. sundaicus?

3. Apakah pemberian EPKS An. sundaicus pada kultur PBMC in vitro mampu 

merubah jalur respon imun dari Th1 menjadi Th2, dengan mengamati 

peningkatan kadar IL-10 dan penurunan IFN-γ?

1.3 Batasan Penelitian

Respon imun spesifik yang diamati adalah kadar Immunoglobulin G (IgG) 

dari serum penduduk yang tinggal di wilayah endemik malaria terhadap EPKS dari 

spesies vektor dominan setempat yaitu An. sundaicus. Daerah endemik malaria yang 

dimaksud adalah Desa Bangsring, Kabupaten Banyuwangi. Lebih lanjut lagi, 

keterkaitan antara pembentukan IgG terhadap EPKS dengan produksi sitokin IFN-γ   

dan IL-10 diamati secara kuantitatif in vitro.
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1.4.1 Tujuan Umum Penelitian

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui respon imun manusia

terhadap ekstrak protein kelenjar saliva nyamuk An. sundaicus. 

1.4.2 Tujuan Khusus Penelitian

Secara khusus penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan mengukur 

adanya antibodi IgG anti protein saliva nyamuk An.sundaicus dengan metode ELISA 

(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay), lebih jauh lagi dilakukan pengamatan 

terhadap pengaruh EPKS An. sundaicus dalam produksi sitokin IFN-γ dan IL-10 

secara in vitro.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah :

a. Menambah wawasan keilmuan tentang protein saliva nyamuk yang dapat 

memicu respon imun inang, 

b. Dapat digunakan sebagai marker epidemiologi yang berbasis paparan 

vektor.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Epidemiologi Malaria di Indonesia

Penyakit berbasis vektor serangga (vector–borne diseases) diketahui masih 

menjadi kasus yang belum terselesaikan atau disebut re-emerging disease, seperti 

malaria. Malaria merupakan penyakit infeksi parasit dari genus Plasmodium yang 

menginfeksi sel darah merah manusia. Penyakit infeksi tersebut ditransmisikan

melalui vektor nyamuk Anopheles betina (Harijanto, 2007). Malaria merupakan salah 

satu fokus Millenium Development Goals (MDGs) yang menargetkan untuk 

menghentikan penyebaran dan mengurangi insiden malaria pada tahun 2015.

Parameter keberhasilan program ini adalah menurunnya angka kesakitan dan 

kematian akibat malaria (WHO, 2013).

Peningkatan kasus malaria yang terjadi di berbagai daerah menjadi salah satu 

perhatian utama yang dilakukan oleh pemerintah Indonesia. Menurut data 

Kementerian Kesehatan RI, Indonesia merupakan negara yang masih tinggi resiko

transmisi malaria, karena hingga tahun 2011 terdapat 374 Kabupaten endemik

malaria. Jumlah kasus malaria mencapai 256.592 orang dari total 1.322.451 pasien 

suspek malaria yang diperiksa sediaan darahnya pada tahun 2011. Annual Parasite 

Insidence (API) sebesar 1,75 per seribu penduduk yang berarti setiap 1000 penduduk 

terdapat 2 orang terkena malaria (Kemenkes RI, 2011).

Penyebaran malaria di Indonesia dikatakan merata dari kawasan Indonesia 

barat sampai Indonesia timur. Kasus malaria tertinggi di Indonesia terjadi di 

Indonesia bagian timur seperti NTB, NTT, dan Papua. Pulau jawa merupakan pulau 

dengan kepadatan penduduk tertinggi di Indonesia. Hasil Riset Kesehatan Dasar 

(Riskesdas) 2010 menunjukkan angka API di Pulau Jawa dan Bali sejak tahun 2005–

2009 cenderung stabil yaitu berkisar antara 0,15%-0,19%. Provinsi di Jawa yang 

memiliki API tertinggi adalah Provinsi Jawa Timur (0,71%) (Depkes RI, 2010).
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Provinsi Jawa Timur memiliki 5 Kabupaten yang dinyatakan sebagai High Case 

Incidence (HCI) yaitu kabupaten Pacitan, Trenggalek, Tulungagung, Sumenep dan 

Banyuwangi (Yudhiastuti, 2008). Peta stratifikasi malaria di Indonesia berdasarkan 

API dapat dilihat pada gambar 2.1. 

Gambar 2.1 Peta Stratifikasi kasus malaria di Indonesia 2009 berdasrkan API (Annual 
Parasite Indeks) (Sumber : Kemenkes RI, 2011)

2.2 Plasmodium Penyebab Malaria dan Siklus Hidupnya

Malaria disebabkan oleh protozoa parasit dari genus Plasmodium. Terdapat 

lima spesies Plasmodium yang menjadi parasit pada manusia, yaitu : P. vivax, P. 

malariae, P. falciparum, P. ovale, dan P. knowlesi. Kasus malaria yang paling 

banyak disebabkan oleh P. vivax yang menyebabkan malaria tertiana, sedangkan P. 

falciparum menyebabkan malaria tropika. Kasus malaria yang disebabkan oleh P. 

Ovale dan P. malariae jarang ditemukan (Fauci et al., 2008). Kasus malaria yang 

disebabkan oleh P. Knowlesi merupakan kasus baru di wilayah Asia tenggara. P. 

Knowlesi sebenarnya jenis spesies Plasmodium yang menginfeksi kera. Spesies ini 

dapat menginfeksi manusia dikarenakan adanya interaksi manusia dengan inang 

reservoirnya (Sabbatani et al., 2010).

Daur hidup Plasmodium terdiri atas dua fase, yaitu fase aseksual (skizogoni)

dalam tubuh manusia dan fase seksual (sporogoni) dalam badan nyamuk. Fase 
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aseksual terdiri dari dua fase yaitu fase infeksi sel hati (pre-erytrocytic schizogony)

dan fase eritrosit (erythrocytic schizogony) (Harijanto, 2007). Siklus hidup seksual 

Plasmodium (Sporogoni) terjadi pada tubuh nyamuk diawali pada saat nyamuk 

menghisap darah penderita malaria (mengandung gametosit). Di dalam tubuh 

Anopheles betina gamet jantan akan membuahi gamet betina menjadi zigot yang 

nantinya akan berkembang menjadi ookinet kemudian menembus dinding lambung 

nyamuk. Pada dinding luar lambung ookinet akan menjadi ookista. Pada inti ookista 

akan membelah dan masing-masing inti diliputi oleh protoserum dan mempunyai 

bentuk memanjang (10-15 mikron) disebut sporozoit. Ookista yang sudah matang

akan pecah, selanjutnya ribuan sporozoit akan memasuki kelenjar saliva. Sporozoit 

ini bersifat infektif dan akan menjadi sumber baru penularan malaria yang akan 

ditularkan ke manusia (Harijanto, 2007).

Nyamuk yang terinfeksi parasit apabila menghisap darah manusia sehat maka

akan terjadi transmisi patogen. Sporozoit yang terdapat pada kelenjar saliva nyamuk

akan berpindah ke dalam aliran darah melewati probosis. Sporozoit menuju hati dan 

masuk ke dalam sel hati dan menjadi tropozoit hati. Kemudian tropozoit hati akan 

berkembang menjadi skizon hati (skizogoni pre-eritrosit) yang terdiri dari 10.000–

30.000 merozoit hati. Siklus ekso-eritrositer ini akan berlangsung selama kurang 

lebih dua minggu. Pada siklus hidup P. vivax dan P. ovale sebagian tropozoit hati 

tidak langsung berkembang menjadi skizon, namun menjadi hipnozoit (bentuk 

dorman). Hipnozoit dapat tinggal di dalam sel hati selama berbulan-bulan hingga 

bertahun-tahun (Harijanto, 2007).

Skizon yang matang akan pecah dan melepaskan merozoit yang masuk ke 

peredaran darah dan menginfeksi eritrosit. Selanjutnya merozoit berubah bentuk 

menjadi tropozoit dan berkembang menjadi skizon (terdapat 8-30 merozoit, 

tergantung spesiesnya). Proses perkembangan secara aseksual ini disebut dengan 

skizogoni. Eritrosit yang telah terinfeksi akan pecah dan merozoit keluar untuk

menginfeksi eritrosit lainnya. Siklus ini disebut siklus eritrositer yang terjadi pada 

eritrosit. Sebagian merozoit yang menginfeksi eritrosit akan membentuk stadium 
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seksual yaitu bentuk gametosit yang dapat dibedakan sebagai gametosit jantan (mikro 

gametosit) dan gametosit betina (makro gametosit) (Latief et al., 2005). Gambaran 

mengenai siklus hidup Plasmodium dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Siklus Hidup Plasmodium (Sumber : CDC, 2010)

2.3 Penyebaran Spesies Anopheles yang Menjadi Vektor Malaria di Indonesia

Tingginya kasus malaria di Indonesia sangatlah berhubungan dengan

banyaknya jenis spesies Anopheles yang mampu menjadi vektor malaria. Spesies 

Anopheles yang menjadi vektor utama malaria di seluruh dunia berjumlah sekitar 70 

spesies dari total 424 spesies. Di Indonesia telah ditemukan 22 spesies Anopheles

yang menjadi vektor malaria (Wigati et al., 2010).  Jumlah spesies yang menjadi 
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Gambar 2.3 Peta Penyebaran Vektor Malaria di Indonesia
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peditaeniatus, An. subpictus, An. vagus, An.tessellatus dan An. sundaicus (Barodji et

al., 2003). Dari 14 spesies tersebut yang dikonfirmasi sebagai vektor malaria adalah 

nyamuk dengan populasi yang tinggi dan terdapat sepanjang tahun yaitu An.

aconitus, An. maculatus, dan An. sundaicus  (Stoops et al., 2009).

Spesies Anopheles yang ditemukan di daerah Indonesia timur seperti

Sulawesi, NTT, NTB meliputi An. kochi, An. aconitus, An. sundaicus. An. annularis, 

An. barbirostris, An. anandalei, An, campestris, An. indefinitus, An. subpictus, An. 

tesellatus, An. vagus, An. bancrofti, An. farauti dan An. kollensis. Beberapa jenis

spesies Anopheles yang ditemukan hasil studi bionomik, hanya terdapat 4 spesies 

yang menjadi vektor utama malaria yaitu, An. kochi, An. bancrofti, An. sundaicus dan

An. aconitus. Keempat spesies tersebut memiliki populasi yang tinggi dan cenderung

aktif pada pagi, sore dan malam hari. Kecendrungan nyamuk menghisap darah 

manusia (Antrophofilik)  juga mempertinggi resiko penularan malaria (Arif, 2012).  

Tingginya kasus penularan malaria juga dipengaruhi oleh tingginya populasi 

nyamuk Anopheles pada suatu daerah yang berbanding lurus dengan kelimpahan 

habitat larva (breeding places). Adanya perubahan lingkungan seperti penggundulan 

hutan dan perubahan geografis akibat aktivitas alam (tektonik/vulkanik) 

menyebabkan bertambahnya jumlah dan luas breeding places (Ahmad et al., 2011).

2.4 Klasifikasi Nyamuk An. sundaicus

Kasus Born-disease yang terjadi di seluruh dunia sebagian besar disebabkan 

oleh nyamuk. Nyamuk termasuk ke dalam ordo diptera (serangga bersayap dua) dan 

merupakan famili Culicidae. Nyamuk mengalami metamorfosis sempurna dalam 

bentuk siklus hidup berupa telur, larva (beberapa instar/stadium), pupa dan dewasa 

(Sembel, 2009). Dalam klasifikasinya Ordo Diptera ini terbagi dalam 3 subfamili 

yaitu Anophelinae, Culicinae, Toxorhynchitinae. Subfamili Anophelinae memiliki 

genus Anopheles yang beberapa spesiesnya memiliki kemampuan untuk menjadi 

vektor transmisi Malaria (Dharmawan, 1993). Salah satu spesies yang berpotensi 
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menjadi vektor malaria di Indonesia adalah An. sundaicus. Berikut merupakan urutan 

klasifikasi An. sundaicus (Gandahusada et al., 2000) :

  Filum : Arthropoda

Kelas : Insecta

  Ordo : Diptera

  Famili : Culicidae

  Genus : Anopheles

  Spesies : Anopheles sundaicus

2.5 Siklus Hidup dan Habitat An. sundaicus

Nyamuk An. sundaicus memiliki perkembangan yang hampir sama dengan 

jenis Anopheles lainnya. Perkembangan telur nyamuk An. sundaicus bergantung pada 

temperatur, kelembapan dan salinitas air. An. sundaicus umumnya meletakkan 

telurnya pada air payau seperti laguna atau kubangan di tepi pantai (Dusfour et al., 

2004). Setelah 2-3 hari telur akan menetas dan menjadi larva (jentik). larva Anopheles

memiliki ciri khusus yaitu posisi larva saat istirahat akan sejajar dengan permukaan 

air. Larva akan melakukan pergantian kulit sebanyak empat kali (Sembel, 2009). 

Selanjutnya larva akan berubah menjadi pupa yang berbentuk seperti koma, tidak 

makan, tetapi aktif bergerak dalam air. Pupa akan terus berkembang, apabila sudah 

sempurna kulit pupa akan pecah dan nyamuk dewasa akan keluar (Nurmaini, 2003).

Nyamuk dewasa yang baru keluar dari pupa akan beristirahat di atas 

permukaan air untuk mengeringkan tubuhnya terutama sayap-sayapnya. Nyamuk 

Anopheles memerlukan tempat perindukan (breeding places), tempat untuk 

mendapatkan makanan (feeding places) dan tempat untuk beristirahat (resting 

places). Nyamuk dewasa akan terbang untuk kawin dan mencari makan. Anopheles

betina yang telah kawin, akan beristirahat 1-2 hari kemudian kembali mencari makan 

dengan menghisap darah. Darah dibutuhkan oleh nyamuk betina untuk memenuhi 

kebutuhan protein selama masa pematangan telur (Sembel, 2009). Nyamuk jantan
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biasanya mencari nektar sebagai makanannya. Spesies An. sundaicus bersifat aktif 

pada malam hari (nokturnal) (CDC, 2010).

An. sundaicus ditemukan sepanjang tahun dan paling banyak ditemukan pada 

pertengahan sampai akhir musim kemarau (September - Desember). Menurut Hadi &

Koesharto (2006) An. sundaicus merupakan vektor malaria utama di daerah pesisir 

pantai, terutama di Pulau Jawa, Sumatera, Kalimantan, Sulawesi, NTB, dan NTT.

Gambar 2.4 Peta penyebaran An. sundaicus di Indonesia (Sumber: Elyazar et al., 2013)

2.6 Desa Bangsring sebagai Wilayah Endemik Malaria 

Desa Bangsring merupakan daerah endemik malaria yang terletak di 

kecamatan Wongsorejo, kabupaten Banyuwangi. Daerah fokus malaria terletak di 

dusun Parasputih di sekitar pesisir pantai. Desa Bangsring merupakan daerah berbukit 

kecil di bagian barat dan di sisi timur berbatasan dengan selat Bali, ketinggian  daerah 

ini sekitar 60m di atas permukaan laut (Mardiana et al., 2003). 

Pada dusun Parasputih terdapat beberapa laguna dengan genangan air payau 

yang terbentuk akibat muara sungai yang menggenang di tepi pantai. Sebagian besar

laguna pada daerah ini tidak terawat sehingga ditumbuhi oleh lumut, tumbuhan 

kangkung (Ipomoea sp.), serta beberapa tumbuhan air. Laguna-laguna tersebut antara 

lain adalah laguna kandangan yang luasnya ± 4000 m2, laguna kluwih luasnya ± 1000 

m2, laguna loji selatan ± 2000 m2, dan laguna loji utara ± 2000 m2. Laguna-laguna
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tersebut merupakan habitat yang sesuai untuk larva Anopheles. Terdapat tujuh spesies 

Anopheles yang telah teridentifikasi di desa tersebut yaitu, An. sundaicus, An. 

subpictus, An. barbirostris, An. vagus, An. flavirostris, An. indefinitus, dan An. 

annularis (Shinta et al., 2003). 

Kasus malaria yang terjadi didukung adanya mobilitas penduduk yang tinggi 

dan keberadaan spesies yang berpotensi menjadi vektor. Sekitar 80% penduduk desa 

Bangsring merupakan tenaga kerja musiman di luar Pulau Jawa, seperti Bali, 

Lombok, Kalimantan dan Irian. Pada saat seseorang yang terkena malaria kembali ke 

desa tersebut, maka hal ini dapat menjadi sumber transmisi baru antar penduduk. 

Keberadaan spesies yang berpotensi menjadi vektor juga mempertinggi kemungkinan 

terjadinya transmisi patogen antar penduduk. Konfirmasi vektorial oleh Dinas 

Kesehatan Provinsi Jawa Timur menunjukkan, dari tujuh spesies nyamuk Anopheles

yang terdapat di desa tersebut, hanya An. sundaicus yang dinyatakan sebagai vektor 

malaria (Shinta et al., 2003).

2.7 Respon Imun Inang Terhadap Saliva Nyamuk

Nyamuk betina akan menghisap darah manusia, disaat yang bersamaan 

nyamuk melepaskan komponen saliva. Sekresi komponen saliva selama blood 

feeding sangatlah penting untuk nyamuk dalam blood feeding tanpa menimbulkan 

respon berupa prilaku inang, seperti menepuk dan menggaruk. Terdapat dua faktor 

yang terkandung dalam saliva yaitu, faktor imunomodulator dan vasodilator yang 

mampu memanipulasi hemostasis inang (Gillespie et al., 2000).

Pada umumnya inang memiliki mekanisme hemostasis berupa penggumpalan 

darah ketika terjadi pejanan, namun saat nyamuk mengeluarkan komponen saliva 

menyebabkan perubahan mekanisme hemostasis inang. Faktor vasomodulator dapat 

memanipulasi mekanisme hemostasis inang dengan cara mencegah vasokontriksi, 

mencegah aktivasi dan agregasi platelet, serta menghambat penggumpalan darah.

Faktor imunomudulator bersifat imunosupresif yang mampu menekan sistem imun 

nonspesifik inang sehingga memodulasi perubahan dari T helper 1 (Th1) ke arah T
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helper 2 (Th2) (Titus et al., 2006). Perubahan respon imun tersebut ditandai dengan 

peningkatan Interleukin 4 (IL-4), sehingga IL-4 akan mempengaruhi proliferasi Sel B 

yang akhirnya akan membentuk antibodi humoral. Antibodi yang terbentuk tidak 

efektif apabila bekerja pada jaringan. Dalam artian antibodi yang terbentuk tidak 

efektif membunuh parasit pada paparan awal gigitan nyamuk yang terinfeksi 

Plasmodium (Fontaine et al., 2011).

Paparan gigitan nyamuk yang terinfeksi Plasmodium, dapat menularkan 

penyakit malaria. Sebaliknya paparan berulang terhadap gigitan nyamuk yang steril 

dapat memberikan efek proteksi. Morris et al. (2001) menjelaskan bahwa injeksi 

komponen saliva vektor dengan dosis yang rendah mampu meningkatkan transmisi

patogen, namun injeksi komponen saliva dengan dosis yang banyak akan 

memberikan efek proteksi terhadap inang. Hal ini menjelaskan bahwa orang yang 

tinggal di daerah endemik dan sering terpapar gigitan vektor akan memberikan efek 

proteksi terhadap patogen. Paparan berulang menyebabkan perubahan respon imun 

seperti keadaan semula, yaitu melalui Th1 yang akan meningkatkan IFN-γ yang 

berperan dalam pengaktifan makrofag dan produksi Nitrat Oksidase (NO) sehingga 

dapat membunuh parasit (Donovan et al., 2007). Selain memberikan efek proteksi,

paparan berulang nyamuk juga akan membentuk antibodi anti protein saliva oleh 

inang (Titus et al., 2006). 

2.8 Deteksi dan Pengukuran Antibodi Antiprotein Kelenjar Saliva Nyamuk 

Anopheles

Banyak Penelitian yang telah melakukan deteksi dan pengukuran antibodi

terhadap komponen saliva. Dalam penelitian Waitayakul et al., (2006) menunjukkan 

bahwa sekresi komponen saliva pada saat nyamuk melakukan blood feeding akan 

memicu produksi antibodi oleh inang. Antibodi yang terbentuk pada paparan gigitan 

nyamuk dapat berupa IgM dan IgG (Waitayakul et al., 2006; Remoue et al., 2007). 

Antibodi IgM sangatlah sensitif terhadap paparan saliva namun kadarnya 

cepat menurun setelah paparan. IgG yang terbentuk pada paparan gigitan nyamuk 
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merupakan antibodi yang paling banyak terdapat dalam tubuh inang, hampir 70% 

dengan kadar yang dapat bertahan lama dibandingkan IgM setelah paparan. Sehingga 

IgG sangat sesuai untuk dijadikan sebagai penanda biologis (biomarker) paparan 

gigitan nyamuk (Fontaine et al., 2011). Hal ini dapat dijadikan indikasi adanya suatu 

paparan gigitan nyamuk yang spesifik, sehingga dapat digunakan sebagai data 

komplit untuk survei entomologi. Pada saat populasi nyamuk tinggi maka antibodi 

anti protein saliva (IgG) seseorang meningkat, artinya jumlah nyamuk yang 

melakukan blood feeding banyak, sebaliknya ketika populasi nyamuk rendah maka 

antibodi anti protein saliva (IgG) akan menurun (Fontaine et al., 2011).

Pengukuran IgG anti protein saliva juga dapat digunakan dalam evaluasi 

keefektifan penggunaan peralatan anti vektorial, seperti penggunaan kelambu 

berinsektisida. Menurut Drame et al. (2010) terdapat penurunan yang signifikan 

terhadap kadar IgG anti protein saliva pada serum penduduk endemik setelah 

penggunaan kelambu berinsektisida. Kadar IgG dapat berkorelasi dengan kepadatan 

nyamuk, selain itu juga dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu musim, lingkungan 

dan aktivitas individu (Fontaine et al., 2011). 

Pada penelitian-penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Waitayakul

(2006); Peng & Simons (2004) menjelaskan terdapat metode yang dapat mengukur

kadar respon imun spesifik inang (IgM, IgE dan IgG) akibat paparan komponen 

saliva arthropoda yaitu dengan menggunakan metode ELISA (Enzyme Linked 

Immuno Sorbent-Assay). Dengan metode ELISA dapat diketahui karakteristik 

antibodi spesifik anti protein saliva seperti jenis, kadar, serta durasi antibodi dalam 

darah. ELISA merupakan metode analasis imunologi yang sering digunakan untuk 

mendeteksi dan mengukur suatu protein (antibodi atau antigen) pada bahan cair

dengan dasar pengukuran nilai OD (Optical Density) (Yang and Ma, 2009). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat  

Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei sampai bulan Desember 2014. 

Tempat penelitian dilaksanakan di Universitas Jember (Laboratorium Biologi Dasar

Jurusan Biologi Fakultas MIPA, Laboraturium Parasitologi Fakultas Kedokteran,

Laboraturium Biokimia Fakultas Farmasi), Politeknik Negeri Jember (Laboratorium 

Biosains) dan Uniklinikum Bonn, Germany (Institute of Medical Microbiology 

Imunology and Parasitology). 

3.2 Alat dan Bahan

Bahan-bahan yang dipakai pada penelitian  ini antara lain kelenjar saliva An. 

sundaicus, kloroform, NaCl 0,05%, PMFS dalam PBS, lisis buffer, air es, tikus 

wistar, larutan gula, pakan  mencit, PBS, 0,05% Tween, 1% BSA, serum darah, 

alkohol 70%, ddH2O steril, Aquades, deIH2O, buffer bikarbonat, buffer coating, 

buffer blocking, Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti human

IgG (1:5.000), Tetra Methyl Benzidine, H2SO4 1M, Alumunium foil, D-PBS, 

Ficoll, medium RPMI+++ /media komplit (mengandung gentamisin, penisilin, dan 

L-Glutamin) dan Fetal Calf Serum (FCS).

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi kandang nyamuk, 

kandang tikus wistar, baki, cawan telur, cawan pupa, pipet plastik, aspirometer, 

jarum diseksi, mikroskop stereo, gelas plastik, kain kasa, petridish, micropipet, 

pipet multi channel, microtube, sentrifugasi, botol scot, pH meter, tabung falcon, 

kapas, water sonicator, steroform, lemari es (suhu -80°C, -20°C dan 4°C), 

vakutainer, dissposable syring 3 ml, ELISA Plate, Culture Plate , Inkubator CO2, 

Laminar Air Flow dan Elisa reader.
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3.3 Prosedur Penelitian  

Pada penelitian ini dibagi menjadi beberapa langkah kerja yaitu: landing 

collection dan rearing An. sundaicus, isolasi kelenjar saliva  An. sundaicus, ekstraksi 

protein kelenjar saliva, pengumpulan serum orang sehat endemik yang dibagi ke

dalam tiga kelompok berdasarkan usia yaitu, usia <10 tahun, usia 11-40 tahun, usia 

>40 tahun yang selanjutnya dilakukan pengukuran kadar IgG dengan metode ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Dilakukan juga isolasi sel PBMC yang 

dilanjutkan dengan mengkultur sel tersebut dengan diinkubasi bersama EPKS 

An.sundaicus, selanjutnya diukur kadar sitokin IFN-γ dan IL-10 menggunakan 

metode ELISA.

3.3.1 Landing collection dan Rearing An. sundaicus

Rearing Anopheles dilakukan di kandang nyamuk laboraturium Zoologi 

jurusan Biologi, Fakultas MIPA Universitas Jember. Proses rearing diawali dengan 

landing collection (penangkapan) nyamuk yang didapatkan dari habitatnya yaitu di 

desa Bangsring, kecamatan Wongsorejo, kabupaten Banyuwangi. Landing collection

larva Anopheles dilakukan pada laguna-laguna yang terdapat di sekitar pesisir pantai,

sedangkan nyamuk An. sundaicus dewasa diperoleh di sekitar kandang ternak yang 

dekat dengan rumah warga. Nyamuk ditangkap menggunakan aspirator pada saat 

nyamuk blood feeding atau pada saat resting disekitar kandang. Nyamuk yang 

didapatkan selanjutnya diidentifikasi secara morfologi menggunakan kunci 

determinasi insekta, yang kemudian dikembangbiakkan dalam skala laboratorium. 

Pemeliharaan dimulai dari nyamuk dewasa yang dipelihara pada suhu ruang 

(25-28°C) dengan diberi larutan sukrosa 10% dan secara periodik diberi umpan tubuh 

tikus wistar sebagai sumber darah. Larutan sukrosa 10% dan umpan tubuh tikus 

wistar diberikan sejak hari pertama nyamuk tersebut mulai dikembangbiakkan. 

Kelembaban udara dijaga dengan menyelubungi kandang nyamuk menggunakan kain 

yang dibasahi. Di dalam kandang disediakan kendi dari tanah liat dan diisi air 

sebanyak sepertiga bagian kendi untuk tempat bertelur nyamuk. 
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Sedangkan larva yang terdapat pada baki berisi air yang diambil dari 

habitatnya dan menggantinya setiap tiga hari sekali, serta diberi tumbuhan air seperti 

alga yang terdapat pada laguna. Setiap hari diberi pakan berupa pelet “Tetra Bits 

Complete” yang sudah dihaluskan terlebih dahulu.

3.3.2 Isolasi Kelenjar Saliva  An. sundaicus

An. sundaicus yang digunakan merupakan hasil rearing. Sebelum diisolasi 

kelenjar salivanya, nyamuk betina dewasa dianastesi terlebih dahulu menggunakan 

chloroform. Isolasi kelenjar saliva nyamuk betina dilakukan menggunakan metode 

Bruce-Chwatt (1980) yaitu, dengan meletakkan nyamuk di bawah mikroskop stereo 

pada sisi kanan slide yang telah ditetesi NaCl 0.5%. Selanjutnya nyamuk dibedah 

secara microdissection, jarum diseksi insekta di tangan kiri menekan dengan lembut 

pada bagian toraks dan jarum diseksi di tangan kanan menarik bagian kepala dengan 

perlahan-lahan, kelenjar saliva yang melekat pada bagian kepala (sepasang kelenjar 

saliva berjumlah 6 lobus) dipotong dan dikumpulkan dalam epi steril yang telah diisi 

100µL PMSF dalam PBS steril yang selanjutnya disimpan pada suhu -20 °C.

3.3.3 Ekstraksi Protein Kelenjar Saliva An. sundaicus   

Kelenjar saliva An. sundaicus yang telah diisolasi secara microdissection

ditambahkan dengan buffer lysis (dengan perbandingan 1:1). Kemudian sampel 

dihomogenisasi, kemudian sampel disonikasi menggunakan water sonicator selama 

30 menit, kemudian sampel disentrifus 12.690 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C. 

Hasilnya supernatan dan pelet dipisahkan, lalu supernatan diambil dan disimpan

pada suhu -80°C sebagai stok protein kelenjar saliva.

Protein saliva dipekatkan dengan cara mengambil stok protein dan disentrifus 

pada 10.000 rpm dengan suhu 4°C selama 30 detik, dilakukan sampai suspensi yang 

terdapat dalam epi membran sesuai dengan keinginan atau separuh dari total volume 

yang dimasukkan, selanjutnya hasil pemekatan protein disimpan dalam suhu – 80°C.
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3.3.4 Preparasi Serum Darah  

Sampel serum diambil dari darah orang sehat di wilayah endemik yang 

dikelompokkan ke dalam tiga kelompok berdasarkan umur yaitu, umur <10 tahun 

(anak-anak), umur 11-40 tahun (dewasa) dan umur >40 tahun (lanjut). Penentuan 

kawasan endemik berdasarkan data kejadian malaria dari Dinas Kesehatan Provinsi 

Jawa Timur yaitu pada Desa Bangsring Kecamatan Wongsorejo, Banyuwangi. 

Sampel darah diambil dari pembuluh darah vena branchialis pada bagian lengan atas. 

Darah diambil sebanyak 3 mL dan ditampung dalam vakutainer tanpa heparin, 

kemudian darah didiamkan 15-45 menit, lapisan bening paling atas diambil dan 

disentrifus dengan kecepatan 3200 rpm selama 10 menit pada suhu 27°C dan 

supernatannya merupakan serum darah, kemudian serum disimpan pada suhu -80°C.

3.3.5 Isolasi Pheripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)

Darah Manusia sehat yang didapatkan dari bank darah Uniklinikum Bonn,

Germany, selanjutnya diencerkan menggunakan D-PBS (1:1). Darah yang sudah 

diencerkan selanjutnya dituangkan secara perlahan  ke dalam falcon yang sebelumnya 

telah diisi 15 ml Ficoll. Langkah selanjutnya disentrifugasi selama 20 menit dengan 

kecepatan 2000 rpm pada 4°C tanpa brake. Selanjutnya lapisan PBMC (berwarna 

putih) diambil secara perlahan dan dipindahkan ke dalam falkon baru, selanjutnya 

ditambahkan medium RPMI+++ dan 10% FCS, dan disentrifugasi kembali selama 8 

menit, kecepatan 1300 rpm pada 4°C, langkah ini diulangi sampai dua kali. 

Selanjutnya supernatant dibuang, dan pelet diresuspensi dengan medium RPMI+++ 

dan 10% FCS, dan selanjutnya dihitung jumlah selnya.

3.3.6 Kultur Pheripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)

Kultur dilakukan dengan memasukkan PBMC sebanyak 10.000 sel/ 100µl 

suspensi sel tiap well. Pada well kontrol ditambahkan medium komplit sebanyak 

100µl. Pada well aCD3 ditambahkan 50 µl medium komplit dan 50 µl suspensi 

aCD3. Pada well aCD3+EPKS ditambahkan 50 µl suspensi aCD3 dan 50 µl suspesnsi 
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EPKS An. sundaicus. Pada well EPKS ditambahkan 50 µl suspensi medium komplit 

dan 50 µl suspensi EPKS An. sudaicus. Masing-masing kelompok dilakukan 

pengulangan dua kali, dan diinkubasi selama 24 jam pada Kultur Inkubator. Setelah 

inkubasi jam ke 24 supernatan diambil dan dilakukan metode selanjutnya yaitu, 

pengukuran sitokin menggunakan ELISA-sandwich.

3.3.7 Prosedur ELISA (Enzim Linked Immuno-Sorbent Assay)

a. ELISA Indirect

Untuk mengoptimalkan cara kerja ELISA, dilakukan optimasi Checker 

Board Titration untuk mengetahui konsentrasi antigen dan konsentrasi serum yang 

digunakan. Berdasarkan hasil optimasi, plate dilapisi dengan 5 µg/ml (50 µl/ well) 

EPKS An. sundaicus yang telah diencerkan dalam 0,1 M bikarbonat (pH 9,6),

dilakukan coating antigen overnight pada suhu 4°C. Selanjutnya plate dicuci 

dengan 250 µL PBS (pH 7,4) ditambah 0,05 % Tween-20. plate diblok dengan 

200 µL larutan bloking buffer yang terdiri dari PBS 0,05 % Tween dan 1% BSA

selama 2 jam pada suhu 37°C. Serum diencerkan dengan perbandingan 1:25 dalam 

bloking buffer (50 µl /well) ke dalam plate, dan diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 1 jam. Selanjutnya, diambil 50 µl Horse Radish peroksidase (HRP)-

conjugated Rabbit anti human IgG (1:5.000) diencerkan dengan menambahkan 

bloking buffer, diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya 

ditambahkan 50 µl substrat tetramethylbenzidine dalam ruang gelap, sehingga 

aktivitas enzim terdeteksi dengan indikasi perubahan warna menjadi biru

diinkubasi selama 10 menit pada suhu kamar. Reaksi dihentikan dengan 

menggunakan 50µl H2SO4 1M, yang diindikasikan dengan perubahan warna 

menjadi kuning. Plate segera dimasukkan ke dalam ELISA reader. Optikal 

Density (OD) ditentukan dengan pembaca plate pada panjang gelombang 450nm. 

Setiap sampel dilakukan pengulangan ganda. Pada well kontrol dibiarkan tetap 

kering tanpa agar kadar ODnya 0 (Fontaine et al., 2011).
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b. ELISA Sandwich

Pada metode ELISA sandwich ini menggunakan kit ELISA (eBiosciences, 

San Diego, USA) Coating penangkap antibodi 50µl (IFN-γ dan IL-10) overnight

pada suhu 4°C. Selanjutnya plate dicuci dengan 250µL PBS (pH 7,4) ditambah 

0,05 % Tween-20. plate diblok dengan 500µl diluents assay  inkubasi 1 jam pada 

suhu ruang. Dicuci, lalu tambahkan standar dan sampel berupa supernatan hasil 

inkubasi kultur PBMC ditambahkan ke dalam well masing-masing 50µl, dan 

diinkubasi pada suhu 4°C overnight. Selanjutnya, ditambahkan 50µl antibodi 

sekunder yang terkonjugasi dengan biotin sebanyak 50µl, diinkubasi selama 1 jam 

pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan enzim avidin yang terkonjugasi dengan 

Horse Radish peroksidase (HRP) sebanyak 50µl, diinkubasi selama 1 jam pada 

suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 50µl substrat tetramethylbenzidine dalam 

ruang gelap, sehingga Aktivitas enzim terdeteksi dengan indikasi perubahan 

warna menjadi biru diinkubasi selama 10 menit pada suhu kamar. Reaksi 

dihentikan dengan menggunakan 50µl H2SO4 1M, yang diindikasikan dengan 

perubahan warna menjadi kuning. plate segera di masukkan ke dalam ELISA 

reader. Optikal Density (OD) ditentukan dengan pembaca plate pada panjang 

gelombang 450nm, setiap sampel dilakukan pengulangan ganda.

3.3.8 Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan SPSS dan Graphpad Prism 

5.0, dengan uji perbandingan one way anova p<0,05, yang selanjutnya diuji 

menggunakan Duncan dan beberapa data dilakukan uji t-test.
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Identifikasi Nyamuk Anopheles sundaicus

Dalam penelitian ini didapatkan total 2000 nyamuk Anopheles dewasa dari 

hasil Landing Collection nyamuk dewasa dan larva Anopheles sp. di desa 

Bangsring yang merupakan daerah endemik malaria. Identifikasi jenis kelamin 

nyamuk penting dilakukan, dikarenakan hanya nyamuk betina yang menjadi 

vektor malaria. Nyamuk betina akan melakukan blood feed untuk pematangan 

telurnya (Lyimo & Takken, 2008). Nyamuk betina dan nyamuk jantan dapat 

dibedakan dari morfologi antenanya, nyamuk jantan memiliki antena dengan 

rambut yang lebih tebal dari pada antena nyamuk betina. Perbedaan An. sundaicus

jantan dan betina dapat dilihat pada Gambar 4.1.

Gambar. 4.1 Perbedaan morfologi nyamuk jantan dan betina. Ket: nyamuk An. sundaicus
betina (kiri) nyamuk An. sundaicus jantan (kanan) (Mikroskop LW 
Scientific perbesaran 400x, Kamera Optilab)

Proses identifiksi spesies nyamuk Anopheles dilakukan untuk memastikan 

nyamuk yang akan diisolasi kelenjar salivanya adalah An. sundaicus, yang 

merupakan vektor malaria utama di daerah tersebut. Ciri morfologi khusus spesies 

An. sundaicus meliputi sayap yang terdiri atas 4 atau lebih bintik-bintik pucat. 
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Panjang probosisnya sama dengan panjang palpus. Palpus ditandai dengan 3 gelang 

pucat. Femur kaki belakang tanpa sikat dan berbercak bintik-bintik pucat. Tibia 

memiliki bercak bintik-bintik pucat. Persambungan tibia tarsus kaki belakang tidak 

terdapat gelang dan pada tarsus ke 5 kaki belakang sebagian atau seluruhnya 

berwarna gelap (O’Connor & Soepanto, 1999). Persamaan sayap An. sundaicus hasil 

landing dan An. sundaicus referensi dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Gambar. 4.2 Morfologi sayap nyamuk An. sundaicus betina, terdapat 6 bintik pucat pada 
sayap dorsal. Ket: gambar atas, sayap An. sundaicus betina hasil landing 
(Mikroskop LW Scientific perbesaran 400x, Kamera Optilab), gambar 
bawah, sayap An. sundaicus betina (WRBU, 2015).

Hasil landing collection didapatkan beberapa spesies nyamuk Anopheles 

yang berhasil diidentifikasi yaitu; An. annularis, An. vagus, An. subpictus, An. 

idenfinitus, An. barbirostris, dan An. sundaicus. Spesies nyamuk yang paling 

dominan adalah An. sundaicus. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah 

dilakukan sebelumnya menyebutkan terdapat sedikitnya 7 spesies Anopheles yang 

ditemukan di desa Bangsring, dengan spesies dominannya adalah An. sundaicus

(Mardiana et al., 2003).
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4.2 Isolasi Kelenjar Saliva An. sundaicus

Hasil isolasi kelenjar saliva didapatkan 800 pasang kelenjar saliva nyamuk 

An. sundaicus betina yang diisolasi dengan menggunakan tehnik microdissection

(Bruce-Chwat, 1980). Pada Anopheles betina memiliki satu pasang kelenjar saliva 

yang terletak di setiap sisi esofagus pada toraks bagian anterior (Wright, 1969). 

Satu bagian kelenjar saliva terdiri dari 3 lobus, yaitu dua lobus lateral dan satu 

lobus medial. Terdapat ductus salivarus yang menghubungkan lobus medial 

dengan salivary pump yang terletak di dekat hypopharynx. Kelenjar saliva bagian 

lobus lateral dibagi menjadi daerah proksimal, intermediate dan distal (Dhar &

Khumar, 2003). Gambar 4.3 menunjukkan bagian-bagian kelenjar saliva An. 

sundaicus betina yang dibandingkan dengan kelenjar saliva An. gambiae betina.

Gambar. 4.3 Kelenjar saliva Anopheles betina. Ket: PL: Lobus Proksimal, DL: Lobus 
Distal,  ML: Lobus Medial. A: Kelenjar saliva Anopheles spp. (Jariyapan et 
al., 2007). B: Hasil isolasi kelenjar saliva An. maculatus (Mikroskop LW 
Scientific perbesaran 400x, Kamera Optilab)

4.3 Ekstrak Protein Kelenjar Saliva (EPKS) An. sundaicus

Hasil ekstraksi kelenjar saliva, didapatkan protein kelenjar saliva nyamuk 

An. sundaicus. Protein yang didapatkan merupakan ekstrak whole protein dari 
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kelenjar saliva An. sundaicus dengan konsentrasi sebesar 4,2 mg/ml. Proses 

ekstraksi protein kelenjar saliva dilakukan menggunakan metode ekstraksi kimia 

dan fisika. Ekstraksi kimia dilakukan dengan menambahkan buffer lisis (1:1), 

mengandung Nonidet P-40 yang berfungsi untuk pelarut protein membran, sehingga

akan menyebabkan sel lisis dan protein akan keluar dari sel (Anonim, 2015). 

Ekstraksi fisika dilakukan dengan cara disonikasi menggunakan water sonikator, 

yaitu menggunakan prinsip frekuensi gelombang suara (ultrasonik) di 

konduksikan melalui air menyebabkan tekanan di dalam sampel sehingga dapat 

merusak stabilitas membran sel yang menyebabkan sel lisis (Anonim, 2015). 

Pada penelitian ini digunakan ekstrak protein kasar (whole protein) pada

umumnya spesies nyamuk yang berbeda dapat memiliki beberapa protein yang 

sama. Dalam penelitian Fontaine et al., (2012), dari 6 jenis spesies nyamuk (An.

gambiae, An. albimanus, An. arabiensis, An. stephensi, An. darling dan An. 

funestus) dari total 401 protein saliva yang didapatkan, sebanyak 272 protein 

ditemukan dikeenam spesies tersebut yang disekresikan pada saat blood feeding. 

Beberapa protein yang memiliki sekuen yang ortholog (sekuen homolog dari 

nenek moyangnya) yaitu, seperti kelompok apyrase dan D7. Bahkan protein-

protein tersebut dapat terkonservasi dari tingkat genus, famili, bahkan tingkat 

kelas (Fontaine et al., 2011).

4.4 Pengukuran IgG Terhadap Antigen EPKS Nyamuk

Dalam penelitian ini digunakan dua antigen Ekstrak Protein Kelenjar Saliva 

(EPKS) nyamuk yang berbeda, yaitu EPKS An. sundaicus dan EPKS Aedes(Ae.) 

Aegypti. Hasil pengukuran IgG dapat dilihat pada Tabel 4.1 dan Gambar 4.4. Tujuan 

dilakukan perbandingan antar antigen adalah untuk mengetahui tingkat pengenalan 

IgG anti protein saliva terhadap EPKS An. sundaicus. Disamping itu karena protein

yang digunakan merupakan esktrak protein kasar yang dimungkinkan di dalamnya

terdapat protein homolog dengan spesies lain, sehingga dibutuhkan protein saliva 

yang diambil dari genus yang berbeda yaitu dari Ae. aegypti sebagai pembanding. 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


26

Tabel 4.1 Rata-rata Kadar IgG Anti Protein Saliva Berdasarkan Antigen

Antigen yang digunakan Rata-rata ± SD

Kontrol (tanpa antigen) 0.000 ± 0.0000a

Antigen An. sundaicus 0.503±0.0005c

Antigen Ae. aegypti 0.337±0.0063b

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom menunjukkan berbeda 
nyata (uji Duncan 5%)

Pada tabel 4.1 Rata-rata kadar IgG anti protein saliva ± SD pada kelompok

Kontrol, antigen An. sundaicus, antigen Ae. aegypti berturut-turut adalah 0.000 ± 

0.0000, 0.503±0.0005, dan 0.337±0.0063. Berdasarkan Uji Anava (lampiran B.1)

diperoleh nilai p=0,000 < 0.05, hal ini menunjukkan terdapat perbedaan antara 

kontrol, antigen An. sundaicus dan Ae. aegypti yang digunakan. Perbedaan 

tersebut dikarenakan di wilayah Bangsring merupakan daerah endemik malaria 

yang ditunjukkan dengan Kejadian Luar Biasa (KLB) pada tahun 2008, 2010 dan 

2011 (Dinkes Jatim, 2012). Perbedaan tersebut juga merupakan tanda bahwa IgG 

dapat berikatan dengan antigen saliva nyamuk. Hal ini sesuai dengan pernyataan 

Fountain et al. (2011) & Remoue et al. (2007), yang menyatakan pengukuran kadar 

IgG dapat dijadikan sebagai marker imunologi paparan suatu spesies nyamuk.

Hasil tersebut kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan, yang menunjukkan 

kelompok antigen EPKS An. sundaicus memiliki nilai OD lebih tinggi daripada 

kelompok antigen EPKS Ae. Aegypti. Pada kelompok antigen EPKS An. sundaicus

(Gambar 4.4) kadar IgG  lebih tinggi dari pada kelompok antigen EPKS Ae. aegypti. 

Tingginya kadar IgG dikarenakan daerah tempat diambilnya serum merupakan daerah 

endemik malaria dengan populasi An. sundaicus yang tinggi. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Shinta et al., (2003) yang menyatakan desa Bangsring, kecamatan 

Wongsorejo, Banyuwangi merupakan daerah endemik malaria dengan spesies 

utamanya adalah An. sundaicus. 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


27

Gambar 4.4 Grafik Kadar IgG berdasarkan antigen (Ag) protein saliva, terdapat perbedaan 
signifikan antar masing-masing kelompok (Anava p=0,000 < 0.05), dan 
kadar IgG anti protein saliva yang paling tinggi adalah antigen An. 
sundaicus (Duncan p=0,000 < 0.05)

IgG yang bereaksi dengan antigen EPKS Ae. aegypti juga menunjukkan nilai yang 

cukup tinggi kadarnya setelah antigen An. sundaicus (Gambar 4.4). Hal ini 

dikarenakan seluruh wilayah di Indonesia merupakan daerah penyebaran  Ae. aegypti, 

terbukti dengan tingginya kasus demam berdarah di seluruh daerah di Indonesia yang 

disebabkan oleh spesies Ae. aegypti (Depkes RI, 2004). Cukup tingginya kadar IgG 

pada kelompok antigen EPKS Ae. aegypti juga dimungkinkan karena protein yang 

digunakan adalah ekstrak kasar (whole extract), sehingga dimungkinkan terdapat 

sekuen pengkode protein saliva yang homolog di tingkat famili Cullicidae antara Ae. 

aegypti dan An. sundaicus sehingga dapat berikatan dengan IgG (Fontaine, 2011).

4.5 Pengukuran Kadar IgG terhadap (EPKS) Berdasarkan Umur

Penggolongan umur menurut Departemen Kesehatan RI (2009) yaitu, 

Balita (0-5 tahun), Anak-anak (5-11 tahun), Remaja awal (12-16 tahun), remaja 

akhir (17-25 tahun), dewasa awal (26-35 tahun), dewasa akhir (36-45 tahun), 

Lansia awal (46-55 tahun), Lansia akhir (56-65), Manula (>65 tahun).  Dalam 

penelitian ini penggolongan kelompok umur diringkas menjadi 4 kelompok besar 

yaitu, kelompok neonatus (diambil dari plasenta bayi baru lahir), kelompok umur 
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<10 tahun, kelompok umur 11-40 tahun dan kelompok umur >40 tahun.

Pengukuran IgG berdasarkan umur dapat dilihat pada Tabel 4.2 dan Gambar 4.5. 

Tabel 4.2 Rata-rata Kadar IgG Anti Protein Saliva Berdasarkan Umur

Kelompok Umur Rata-rata ± SD

Kontrol 0.000 ± 0.000a

Neonatus 0.003±0.032a

<10 tahun 0.037±0.005b

11-40 tahun 0.069±0.010c

>40 tahun 0.053±0.029d

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom menunjukkan berbeda 
nyata (uji Duncan 5%)

Pada tabel 4.2 Rata-rata kadar IgG anti protein saliva ± SD pada kelompok

Kontrol, neonatus, umur <10 tahun, umur 11-40 tahun, dan umur >40 tahun

berturut-turut adalah 0.000±0.000, 0.003±0.032, 0.037±0.005, 0.069±0.010, dan 

0.053±0.029. Berdasarkan Uji Anava (lampiran B.2) diperoleh nilai p=0,000 < 

0.05, hal ini menunjukkan terdapat perbedaan antara kontrol dan masing-masing 

kelompok umur. Perbedaan tersebut diduga adanya perbedaan tingkat paparan 

nyamuk An. sundaicus antara kelompok umur. Disamping itu umur dapat 

memberikan pengaruh terhadap terjadinya infeksi malaria ditinjau dari 

kematangan sistem imunnya. Usia anak-anak merupakan usia yang rentan untuk 

terinfeksi malaria jika dibandingkan dengan orang dewasa. Pada tahun 2012 

penderita malaria usia anak-anak di dunia mencapai 75% (WHO, 2013). Penyebab 

rentannya anak-anak terinfeksi parasit seperti malaria disebabkan oleh sistem 

imun belum memiliki kemampuan untuk melawan antigen secara spesifik, 

sehingga anak-anak hanya menggunakan respon innate imunity. Pada sistem imun 

orang dewasa telah memiliki respon adaptive imunity, yaitu sistem imun spesifik 

seperti pembentukan protein Imunoglobulin (IgG), yang mampu melumpuhkan 

parasit yang pernah memaparnya (Palm & Medzhitof, 2009).
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Hasil tersebut kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan, hasilnya 

menunjukkan bahwa kadar IgG anti protein saliva pada kelompok kontrol tidak 

berbeda nyata dengan kelompok neonatus, namun berbeda nyata dengan ketiga 

kelompok umur lainnya. Kadar IgG anti protein saliva berbeda nyata pada masing-

masing kelompok umur. Kadar IgG anti protein saliva tertinggi pada kelompok umur 

11-40 tahun dan terendah pada kelompok kontrol dan neonatus. Pada kelompok umur 

11-40 tahun (Gambar 4.5) kadar IgG  lebih tinggi dari pada kelompok umur lainnya. 

Tingginya kadar IgG dikarenakan pada usia 11-40 tahun sistem imunnya telah 

matang juga dimungkinkan kelompok ini sering terpapar gigitan nyamuk An. 

sundaicus dikarenakan mereka banyak melakukan aktivitas di luar rumah pada 

malam hari pada saat spesies vektor aktif melakukan blood feed (data hasil 

kuisioner). 

Gambar 4.5 Hasil pengukuran IgG berdasarkan pengelompokan umur, dari kelima kelompok 
perlakuan menunjukkan adanya perbedaan signifikan (Anava  p=0,000 < 
0.05), selanjutnya kadar IgG anti protein saliva yang paling tinggi 
pada kelompok umur 11-40th (Duncan  p=0,000 < 0.05)

Pada kelompok kontrol tidak terdapat kadar IgG atau kadar IgG sama 

dengan nol. Hal ini karena pada kelompok kontrol tidak terdapat antigen sehingga 

antibodi dalam serum tidak dapat berikatan dengan antigen spesifiknya. 

Sedangkan kelompok neonatus menunjukkan hasil dengan nilai OD yang sangat 

rendah, diperkirakan pada serum neonatus terdapat IgG anti protein saliva dari 
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ibunya. Pada kelompok umur 11-40 tahun menunjukkan kadar IgG yang paling 

tinggi diantara kelompok umur lainnya. Tingginya nilai OD pada kelompok umur 

11-40 tahun diduga dua sebab yaitu, pertama adanya pengaruh umur yang dapat 

mempengaruhi aktivasi sel T memori dan mempengaruhi produksi pembentukan 

antibodi spesifik (Miller, 1996). Pada kelompok umur yang aktif (11-40 tahun) 

respon imunnya lebih matang sehingga lebih tinggi kadar IgGnya sedangkan 

kelompok umur >40 tahun tingkat produksi antibodinya telah menurun, dan 

sebaliknya pada kelompok umur <10 tahun respon imunnya masih dalam 

perkembangan ke tahapan pematangan (Bratawidjaja & Rengganis, 2014).

Kemungkinan kedua yaitu, didukung oleh hasil kuisioner sebelum dilakukan 

sampling darah. Sebagian besar masyarakat desa Bangsring yang berusia 11-40 

tahun lebih banyak melakukan aktivitas di luar rumah pada saat malam hari, hal 

ini juga berhubungan dengan spesies An. sundaicus bersifat aktif pada malam hari 

(nokturnal) (CDC, 2010) dan dari hasil survei peneliti spesies An. sundaicus lebih 

banyak ditemukan di luar rumah dari pada di dalam rumah.

Seseorang yang lebih banyak terpapar gigitan nyamuk akan memiliki kadar 

IgG anti protein saliva lebih tinggi jika dibandingkan dengan seseorang yang 

jarang terpapar gigitan nyamuk. Hasil Penelitian ini sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Waitayakul et al., (2006) yang menunjukkan bahwa orang yang 

tinggal di daerah endemik malaria yang sering terkena paparan saliva Anopheles

akan meningkatkan kekebalan dengan membentuk antibodi berupa IgG anti

protein saliva. Data kuisioner menyebutkan pada kelompok umur <10 tahun lebih 

banyak menghabiskan waktu pada malam hari di dalam rumah dengan memakai 

perlindungan anti vektorial seperti kelambu berinsektisida, lotion anti nyamuk, 

dan obat nyamuk bakar yang mampu melindungi dari paparan nyamuk. Data ini 

mengindikasikan relevansi antara analisis antibodi menggunakan EPKS sebagai 

biomarker paparan. Hal ini penting karena biomarker dapat dijadikan sebagai 

indikator tingkat paparan suatu spesies vektor dan juga sebagai indikator 

keefektifan usaha anti vektorial (Ali et al., 2012 ; Drame et al., 2010).
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4.6 Pengukuran kadar sitokin IFN-γ dan IL-10 secara in vitro

Pada penelitian ini ingin membuktikan adanya perubahan subset dari Th1 

menjadi Th2, yaitu dengan mengamati sitokin spesifik yang diproduksi oleh sel T 

helper. Menurut penelitian yang dilakukan Donovan et al. (2007) pergeseran 

subset dari Th1 ke Th2 ditunjukkan dengan peningkatan sitokin seperti IL-4 atau 

IL-10, sedangkan sitokin IFN-γ kadarnya menurun.  Pada penelitian ini dilakukan 

secara in vitro yaitu, menggunakan kultur Pheripheral Blood mononuclear Cell

(PBMC). PBMC terdiri dari beberapa sel seperti sel limfosit (T, sel B dan sel 

NK), monosit dan sel dendritik, populasi sel yang paling banyak adalah sel 

limfosit T dan sel B (75%) (Anonim, 2015 ; Bushc et al., 2011).

Penggunaan kultur PBMC pada penelitian untuk mengetahui pengaruh 

pemberian antigen EPKS An. sundaicus terhadap produksi sitokin IFN-γ dan IL-

10. Dalam penelitian ini juga digunakan aCD3 atau Antibodi anti Cluster of

Differentiation 3 merupakan kompleks protein multimetrik yang dapat secara 

efektif mengaktivasi sel T (Garvin et al., 2009). Terdapat satu kelompok kontrol

(medium) dan tiga kelompok perlakuan yang digunakan yaitu, kelompok yang 

distimulasi dengan aCD3, kelompok campuran yang distimulus dengan aCD3+ 

EPKS An. sundaicus, dan kelompok yang hanya distimulus dengan antigen EPKS 

An. sundaicus.  Hasil pengukuran kadar sitokin IFN-γ dan IL-10 pada kultur 

PBMC dapat dilihat pada Tabel 4.3 dan Gambar 4.6.

Tabel 4.3 Rata-rata Kadar IFN-γ  dan IL-10 Berdasarkan Antigen

Antigen Rata-rata ± SD   Rata-rata ± SD

Medium (Kontrol) 31.8165 ± 2.98753 63.5600±0.98995

EPKS An. sundaicus 19.9725±9.06864 149.6610±56.64067

aCD3 566.6810±22.83106b 224.9685±287.7210a

aCD3 + EPKS An. sundaicus 251.646±27.31200a 376.0825±303.68186b

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom menunjukkan hasil
berbeda nyata (uji t-test)
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Pada tabel 4.3 Rata-rata kadar IFN-γ ± SD pada kelompok Kontrol, aCD3, 

aCD3+EPKS An. sundaicus dan EPKS An. sundaicus berturut-turut adalah

31.8165±2.98753, 19.9725±9.06864, 566.6810±22.83106 dan 251.646±27.31200.

Berdasarkan Uji t-test (lampiran B.3) antara kultur PBMC yang terstimulasi oleh 

aCD3 dan yang terstimuasi oleh aCD3+EPKS An. sundaicus diperoleh nilai 

p=0,001<0.05, hal ini menunjukkan adanya perbedaan. Perbedaan tersebut 

dipengaruhi oleh EPKS An. sundaicus yang dapat mensupresi produksi IFN-γ, 

yang terbukti pada saat kultur diinduksi dengan aCD3 produksi IFN-γ tinggi 

namun pada kultur yang diinduksi aCD3+EPKS An. sundaicus hasil produksi 

sitokin IFN-γ menurun. Penurunan kadar IFN-γ dapat dilihat pada gambar 4.6 (a).

Pada tabel 4.3 Rata-rata kadar IL-10 ± SD pada kelompok Kontrol, aCD3, 

aCD3+EPKS An. sundaicus, dan EPKS An. sundaicus berturut-turut adalah

63.5600±0.98995, 149.6610±56.64067, 224.9685±287.7210 dan 

376.0825±303.68186. Berdasarkan Uji t-test (lampiran B.3) antara kultur PBMC 

yang terstimulasi oleh aCD3 dan yang terstimuasi oleh aCD3+EPKS An. 

sundaicus diperoleh nilai p=0.001>0.05, hal ini menunjukkan adanya perbedaan. 

Perbedaan tersebut dipengaruhi oleh EPKS An. sundaicus yang dapat 

meningkatkan produksi IL-10, yang terbukti pada saat kultur diinduksi dengan 

aCD3 produksi IL-10 rendah namun pada saat kultur diinduksi dengan 

aCD3+EPKS An. sundaicus kadar sitokin IL-10 meningkat. Peningkatan kadar IL-

10 dapat dilihat pada gambar 4.6 (b).

Dalam penelitian ini konsentrasi EPKS yang digunakan untuk inkubasi kultur 

PBMC adalah 25μg/ml. Pada pengukuran kadar sitokin IFN-γ yang distimulus oleh 

aCD3 menunjukkan produksi sitokin yang tinggi. Pada kelompok PBMC yang 

distimulus dengan aCD3+EPKS An. sundaicus (25µg/ml) menunjukkan kadar sitokin 

IFN-γ yang lebih rendah jika dibandingkan dengan kelompok PBMC yang hanya 

distimulus aCD3. Hal tersebut menunjukkan adanya penurunan produksi sitokin pada 

kelompok yang distimulus menggunakan aCD3+EPKS An. sundaicus. Pada 
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kelompok PBMC yang hanya distimulus dengan EPKS An. sundaicus menunjukkan 

kadar sitokin yang sangat rendah.

(a) Kadar sitokin IFN-γ, terdapat 
perbedaan yang signifikan antar 
kelompok aCD3 dan aCD3+
EPKS *(t-test p=0,001 < 0.05)

(b) Kadar sitokin IL-10, terdapat 
perbedaan yang signifikan antar
kelompok aCD3 dan aCD3+
EPKS*(t-test p=0,001 < 0.05)

(C) Perbandingan kadar sitokin antara IFN- γ dan IL-10

Gambar 4.6 Kadar sitokin IFN-γ dan IL-10 pada kultur PBMC in vitro yang di inkubasi 
dengan EPKS An. sundaicus dalam waktu inkubasi 24 jam.

* *
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Pada pengukuran sitokin IL-10 menunjukkan adanya peningkatan kadar 

produksi IL-10 jika dibandingkan antara kelompok yang hanya distimulus oleh aCD3 

dengan kelompok yang distimulus dengan campuran aCD3 dan EPKS An. sundaicus. 

Sedangkan pada kelompok PBMC yang hanya distimulus dengan EPKS An. 

sundaicus memiliki jumlah produksi sitokin IL-10 yang lebih tinggi jika 

dibandingkan dengan produksi sitokin IFN-γ dalam well perlakuan yang sama. Pada 

kelompok yang distimulus dengan EPKS An. sundaicus menunjukkan kadar sitokin 

yang tinggi.

Sitokin yang diproduksi oleh Th1 dan Th2 sifatnya antagonis, misalkan pada 

saat IFN-γ tinggi maka produksi IL-4/IL-10 akan menurun (Chomarat et al., 1993). 

Pada paparan awal antigen secara umum, antigen yang masuk akan direspon oleh 

inang melalui jalur Th1, yaitu dengan aktivasi makrofag. Pada paparan awal antigen 

secara umum, sitokin yang paling banyak diproduksi adalah IL-2 dan IFN-γ (respon 

Th1). Pada paparan berikutnya (sekunder) maka respon imun akan melewati jalur

respon Th2 yaitu dengan peningkatan produksi sitokin seperti IL-4 dan IL-10 yang 

dapat mengaktivasi sel B untuk membentuk sel plasma yang akan membentuk respon

imun spesifik (seperti IgG). Hal tersebut berbeda pada paparan awal saliva 

arthropoda, menurut Fuchsberger et al. (1995) pada paparan awal saliva arthropoda 

akan menyebabkan pergeseran subset dari Th1 menuju Th2, yang ditunjukkan dengan 

menurunnya produksi sitokin proinflamatori seperti IFN-α, IFN-γ, IL-1, IL-5, IL-6, 

IL-7, dan IL-8 yang didemonstrasikan secara invitro menggunakan kultur sel leokosit 

manusia. Dalam penelitian ini pada pengukuran IFN-γ dan IL-10 yang masing-

masing perlakuan diambil dari well yang sama saat dikulturkan. Hal ini menunjukkan 

kesesuaian dengan hasil penelitian sebelumnya yang menyatakan paparan awal 

arthropoda akan meningkatkan produksi sitokin seperti IL-4 dan IL-10 sedangkan 

sebaliknya menekan produksi sitokin proinflamatory seperti IFN-γ. Pada Gambar 4.6 

(c) dapat dilihat, apabila dibandingkan antara kelompok PBMC yang diinkubasi 

menggunakan aCD3+EPKS An. sundaicus menunjukkan rendahnya kadar sitokin 

IFN-γ jika dibandingkan kadar produksi IL-10. Begitu juga pada kelompok yang 
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diinkubasi menggunakan EPKS An.sundaicus menunjukkan hal yang sama yaitu IL-

10 kadarnya lebih tinggi dibandingkan dengan kadar IFN-γ   dalam satu well 

perlakuan yang sama. Sedangan pada kelompok yang diinkubasi tanpa EPKS, yaitu 

kelompok aCD3 menunjukkan hasil yang berbeda, kadar IFN-γ   lebih tinggi jika 

dibandingkan dengan kadar IL-10.

Hasil penelitian ini menunjukkan kesesuaian dengan konsep yang dipaparkan 

oleh Donovan et al. (2007) & Fontaine et al. (2011) yang menyebutkan paparan 

saliva arthropoda akan menyebabkan polarisasi system imun inang menjadi respon 

Th2, perubahan respon tersebut ditunjukkan dengan meningkatnya kadar sitokin IL-4 

dan IL-10 (sitokin yang menginduksi Th2) dan menurunnya kadar sitokin 

proinflamatori seperti IFN-γ dan IL-12. Dari hasil penelitian ini dapat dibuktikan

bahwa dengan adanya paparan awal saliva nyamuk An. sundaicus terbukti dapat 

menekan produksi sitokin IFN-γ dan sebaliknya dapat meningkatkan produksi sitokin 

IL-10 sebagai aktifator sel Th 2 untuk menginduksi sel B yang pada akhirnya dapat 

membentuk antibodi spesifik seperti IgG.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan paparan An. sundaicus mampu menginduksi 

tingginya kadar IgG. Kadar IgG anti protein saliva An. sundaicus terbukti lebih 

tinggi dibandingkan kadar IgG anti protein saliva Ae. aegypti. Lebih lanjut, 

kelompok umur 11-40 tahun memiliki kadar IgG tertinggi dibandingkan dengan 

kelompok umur lainnya. Inkubasi kultur PBMC dengan EPKS An. sundaicus

mampu memodulasi jalur respon imun dari Th1 menjadi Th2 yang ditunjukkan 

dengan penurunan kadar sitokin IFN-γ dan peningkatan kadar sitokin IL-10. Hal 

ini menunjukkan bahwa EPKS An. sundaicus terbukti memiliki peranan dalam 

memodulasi jalur respon imum inang secara in vitro. 

5.2 Saran

EPKS yang digunakan sebagai antigen lebih baik dalam keadaan fresh,

apabila EPKS terlalu lama disimpan maka akan mengurangi kualitas proteinnya. 

Pada saat isolasi PBMC diusahakan agar yang diambil hanya sel-sel mononuclear

(PBMC) saja, karena ketika terdapat sel darah merah dalam jumlah banyak maka 

sel tidak dapat dikulturkan.
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A. Inform Concern

LEMBAR PERSETUJUAN  PENELITIAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama : _____________________________________________

Umur/ Kelamin : ____________ Th. /        Laki-laki               Perempuan  *)

Alamat : _____________________________________________

Dengan ini sesungguhnya saya menyatakan:

PERSETUJUAN

Untuk diambil darah sebanyak 3 ml untuk tujuan penelitian “KARAKTERISASI 

FAKTOR IMUNOMODULATOR DARI KELENJAR SALIVA VEKTOR 
MALARIA Anopheles” .

Saya telah mengerti sepenuhnya tentang apa yang tercantum dalam lembar 
persetujuan di atas dan yang telah dijelaskan oleh tim peneliti tentang tujuan dan 
manfaat penelitian serta risiko yang ditimbulkan oleh tindakan medis tersebut. 

Saya telah diberikan kesempatan untuk menanyakan hal-hal yang belum jelas dan 
telah diberikan jawaban dengan jelas dan benar. Dengan ini saya menyatakan bahwa 
saya bersedia secara sukarela untuk ikut serta menjadi salah satu subyek dalam 
penelitian ini.

                                              ….……………, ………………..

                       Peneliti                                                   Yang Membuat Pernyataan

(Dr.rer.nat. Kartika Senjarini, S.Si., M.Si.)        (                            )    
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B.1. Analisis Data IgG Berdasarkan Antigen

Deskriptif

OD

N Mean
Std. 

Deviation
Std. 
Error

95% Confidence 
Interval for Mean

Minimum Maximum
Lower 
Bound

Upper 
Bound

Kontrol 3 .0000 .00000 .0000
0

.0000 .0000 .00 .00

Ag. An. 
Sundaicus

3 .0503 .00058 .0003
3

.0489 .0518 .05 .05

Ag. Ae. Aegypti 3 .0337 .00635 .0036
7

.0179 .0494 .03 .04

Total 9 .0280 .02243 .0074
8

.0108 .0452 .00 .05

Uji Anova
ANOVA

OD

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .004 2 .002 145.500 .000
Within Groups .000 6 .000

Total .004 8

Uji Duncan
OD

Antigen

N

Subset for alpha = 0.05

1 2 3
Duncana Kontrol 3 .0000

Ag. Ae. Aegypti 3 .0337

Ag. An. Sundaicus 3 .0503

Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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B.2. Analisis Data IgG Berdasarkan Kelompok Umur

Deskriptif

OD

N Mean
Std. 

Deviation
Std. 
Error

95% Confidence 
Interval for Mean

Minimu
m Maximum

Lower 
Bound

Upper 
Bound

Kontrol 3 .00000 .000000 .000000 .00000 .00000 .000 .000

neonatus 3 .00033 .003215 .001856 -.00765 .00832 -.002 .004

0-10th 3 .03733 .005033 .002906 .02483 .04984 .032 .042

11-40th 3 .06933 .010017 .005783 .04445 .09422 .059 .079

>40th 3 .05367 .002309 .001333 .04793 .05940 .051 .055

Total 15 .03213 .029323 .007571 .01589 .04837 -.002 .079

Uji Anova
ANOVA

OD

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .012 4 .003 103.966 .000
Within Groups .000 10 .000

Total .012 14

Uji Duncan
OD

Umur

N

Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4
Duncana Kontrol 3 .00000

neonatus 3 .00033

0-10th 3 .03733

>40th 3 .05367

11-40th 3 .06933

Sig. .940 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


47

B.3. Analisis Data Sitokin Berdasarkan Antigen
Deskriptif IFN-γ

OD

N Mean
Std. 

Deviation Std. Error

95% Confidence Interval 
for Mean

Minimum Maximum
Lower 
Bound

Upper 
Bound

Medium 
(Kontrol)

2 31.8165 2.98753 2.11250 4.9746 58.6584 29.70 33.93

EPKS 25 2 19.9725 9.06864 6.41250 -61.5060 101.4510 13.56 26.39

aCD3 2 566.6810 22.83106 16.14400 361.5520 771.8100 550.54 582.83

aCD3 + 
EPKS 25

2 251.6465 27.31200 19.31250 6.2579 497.0351 232.33 270.96

Total 8 217.5291 237.40743 83.93620 19.0515 416.0067 13.56 582.83

Uji T – Test

aCD3 & aCD3+EPKS An. sundaicus
One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation Std. Error Mean

Antigen 4 3.5000 .57735 .28868

One-Sample Test

Test Value = 0                                       

t Df Sig. (2-tailed) Mean Difference

95% Confidence Interval of the 

Difference

Lower Upper

Antigen 12.124 3 .001 3.50000 2.5813 4.4187
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Deskriptif IL-10

OD

N Mean

Std. 

Deviation Std. Error

95% Confidence 

Interval for Mean

Minimum Maximum

Lower 

Bound

Upper 

Bound

Medium (Kontrol) 2 63.5600 .98995 .70000 54.6657 72.4543 62.86 64.26

EPKS 25 2 149.661 56.64067 40.05100 -

359.2352

658.5572 109.61 189.71

aCD3 2 224.968 287.72104 203.44950 -

2360.102

2810.039 21.52 428.42

aCD3 + EPKS 25 2 376.082 303.68186 214.73550 -

2352.390

3104.555 161.35 590.82

Total 8 203.568 201.30648 71.17259 35.2716 371.8644 21.52 590.82

UJI T-test
aCD3 & aCD3+EPKS An. sundaicus

One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation Std. Error Mean

Antigen (IL10) 4 3.5000 .57735 .28868

One-Sample Test

Test Value = 0                                       

T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference

95% Confidence Interval of the 

Difference

Lower Upper

Antigen (IL10) 12.124 3 .001 3.50000 2.5813 4.4187
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C. KOMPOSISI LARUTAN DAN BUFFER

C.1 Ekstraksi Protein Kelenjar Saliva Nyamuk

Buffer Lisis : 1,5 mM MgCl2; 10mM Tris-HCl; 2 mM EDTA-NaOH; 10 

mM NaCl; 1% Nonidet P-40

C.2 Isolasi dan Kultur Pheripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)

Medium Komplit : 500 ml Medium RPMI; 5 ml Penisilin; 5 ml L-Glutamin; 

500 μl Gentamisin; 10 % FCS (Fetal Calf Serum)

C.3 Uji ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay)

a. Larutan PBS (Volume total 10 L, pH 7,2) : 80 gr NaCl; 14,4 gr Na2HPO4; 

2,4 gr KH2PO4; 2,0 gr KCl

b. Buffer Pencuci (PBS-T) : Larutan PBS; 0,005% Tween 20

c. Coating Buffer (Volume total 50 ml, pH 9,6) : 0,0795 gr Na2CO3; 0,01464 

NaHCO3; 0,01 gr NaN3; 30 ml DeIH2O

d. Blocking Buffer : PBS-T ; 1% BSA (Bovine Serum Albumine)
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D. Data Kuisioner

Nama Umur

Jarak 

rumah

dengan 

kandang

Aktivitas luar 

rumah

(Malam Hari)

Riwayat 

malaria

Bepergian 

ke luar 

jawa

Riwayat 

digigit 

nyamuk

Dimana 

digigit 

nyamuk

Waktu 

digigit 

Nyamuk

Upaya 

pencegahan  

vektor

Siti Kholifah
7 

tahun
Dekat tidak ya (2010) tidak sering

di luar dan 

di dalam 

rumah

malam hari
obat nyamuk 

bakar

Farin Yudha 

Prasetya

7 

tahun
Dekat tidak ya (2011) tidak sering

di dalam 

rumah
malam hari

obat nyamuk 

semprot

Sofiatun 

Rohmatullah

10 

tahun
dekat tidak ya (2012) tidak jarang

di dalam 

rumah
malam hari

obat nyamuk 

bakar

Effendi 

Purwanto

27 

tahun
dekat

Ya (Pekerja 

proyek)
ya (2011) tidak sering

di luar 

rumah
malam hari tidak

Addul Wafi
23 

tahun
dekat

ya (satpam di 

pabrik)
tidak tidak sering

di luar 

rumah
malam hari

lotion anti 

nyamuk

Abdul Ghofur
35 

tahun
dekat

ya (satpam di 

pabrik)
ya (2012)

ya (pulau 

bali)
sering

di luar 

rumah
malam hari

lotion anti 

nyamuk

Mochammad 

Fadli

36 

tahun
dekat

ya (berkumpul di 

warung)
tidak tidak sering

di luar dan 

di dalam 

rumah

malam hari
obat nyamuk 

bakar

Danang
31 

tahun
jauh ya (memancing) tidak tidak sering

di luar 

rumah
malam hari

lotion anti 

nyamuk

Suliyati
45 

tahun
dekat

ya (berkumpul di 

luar)
tidak tidak sering

di dalam 

rumah
pagi hari

obat nyamuk 

bakar

Busairi
47 

tahun
dekat

ya (berkumpul di 

luar)
ya (2011) ya (Irian) sering

di dalam 

dan

di luar 

rumah

malam hari
obat nyamuk 

bakar

Sahwani
65 

tahun
dekat

ya (berkumpul di 

luar)
ya (2011) tidak sering

di dalam 

rumah
malam hari

lotion anti 

nyamuk

Sulaiman
44 

tahun
jauh ya (mancing) ya (2011) tidak sering

di luar 

rumah
malam hari

lotion anti 

nyamuk

Bunarjo
65 

tahun
dekat

ya (mengontrol 

kelapa)
ya (2011)

ya (pulau 

bali)
sering

di dalam 

rumah
malam hari

obat nyamuk 

bakar
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