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ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas vaksin multiepitope COVID-19 dengan 

adjuvan kitosan terhadap kadar IL-6 (interleukin-6) dan IFN-α (interferon-alpha) pada mencit 

galur BALB/c. Studi ini melibatkan empat kelompok perlakuan, yaitu kontrol negatif, kontrol 

positif, vaksin tanpa adjuvan kitosan, dan vaksin dengan adjuvan kitosan. Pengukuran kadar 

IL-6 dan IFN-α dilakukan menggunakan metode immunoassay. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa pemberian vaksin multiepitope dengan tambahan adjuvan kitosan tidak memiliki 

pengaruh signifikan terhadap kadar IFN-α maupun IL-6 jika dibandingkan dengan kelompok 

kontrol. Temuan ini menunjukkan bahwa kitosan sebagai adjuvan berperan penting dalam 

meningkatkan respons imun adaptif sambil meminimalkan inflamasi. Formulasi vaksin ini 

memiliki potensi sebagai kandidat vaksin COVID-19 yang efektif dengan profil keamanan yang 

baik, meskipun diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengonfirmasi efektivitasnya pada 

manusia. 

Kata kunci :  COVID-19, IL-6, IFN-α, kitosan, vaksin 

 

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the effectiveness of a multiepitope COVID-19 vaccine with 

chitosan as an adjuvant on IL-6 (interleukin-6) and IFN-α (interferon-alpha) levels in BALB/c 

mice. The study included four treatment groups: negative control, positive control, vaccine 

without chitosan, and vaccine with chitosan. IL-6 and IFN-α levels were measured using the 

immunoassay method. The results indicated that administering the multiepitope vaccine with 

the addition of chitosan did not have a significant effect on IL-6 or IFN-α levels compared to 

the control group. These findings suggest that chitosan as an adjuvant plays an important role 

in enhancing adaptive immune responses while minimizing inflammation. This vaccine 
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formulation shows potential as an effective COVID-19 vaccine candidate with a good safety 

profile, although further research is needed to confirm its efficacy in humans. 

 

Keywords: chitosan , COVID-19, IL-6, IFN-α, vaccine

PENDAHULUAN 

Coronavirus disease-19 (COVID-

19) adalah penyakit infeksius yang 

disebabkan oleh SARS-CoV-2, dengan 

gejala yang berkisar dari gangguan 

pernapasan ringan hingga berat. Hingga 

April 2024, tercatat lebih dari 775 juta kasus 

COVID-19 di seluruh dunia.1 Di Indonesia, 

berbagai strategi vaksinasi telah diterapkan, 

mencakup penggunaan vaksin berbasis 

mRNA, vektor adenoviral, dan inaktivasi 

virus untuk mengurangi transmisi dan 

dampak penyakit.2,3 Efektivitas vaksin ini 

masih memerlukan pengembangan lebih 

lanjut guna mengoptimalkan respons imun 

protektif yang bertahan lama.4 Selain itu, 

vaksin COVID-19 memungkinkan untuk 

memunculkan komplikasi disfungsi 

koagulasi seperti trombositopenia, penyakit 

imun seperti reaksi alergi, penyakit sistem 

saraf seperti kelumpuhan wajah, penyakit 

sistem limfatik, penyakit jantung seperti 

miokarditis, dan penyakit lainnya seperti 

sindrom rowell. 

Vaksin multiepitop COVID-19 

merupakan inovasi dalam jenis vaksin 

subunit yang menggunakan beberapa epitop 

antigenik dari SARS-CoV-2. Vaksin ini 

dirancang untuk meningkatkan 

imunogenisitas, terutama pada populasi 

berisiko tinggi.5,6 Adjuvan kitosan, sebagai 

polisakarida alami, terbukti memiliki efek 

imunostimulan yang dapat meningkatkan 

respons imun humoral dan seluler terhadap 

antigen vaksin.7,8 Kitosan berperan sebagai 

adjuvan dalam vaksin dengan menginduksi 

respons imun yang melibatkan molekul 

penting seperti interleukin-6 (IL-6) dan 

interferon-alfa (IFN-α), yang memiliki 

peran kunci dalam perlindungan terhadap 

infeksi virus.9–11 

Penelitian ini bertujuan untuk 

mengevaluasi pengaruh pemberian vaksin 

multiepitop COVID-19 dengan adjuvan 

kitosan terhadap kadar IL-6 dan IFN-α pada 

mencit galur BALB/c. Berdasarkan 

penelitian sebelumnya, kombinasi vaksin 

multiepitop dengan adjuvan kitosan dapat 

meningkatkan kadar IL-6 dan IFN-α secara 

signifikan dibandingkan vaksin tanpa 

adjuvan.11,12 Penelitian ini diharapkan 

memberikan kontribusi ilmiah yang 

signifikan bagi pengembangan vaksin 

COVID-19 yang lebih efektif dan 

aplikatif.13 

 

BAHAN DAN METODE  

Subjek Penelitian 

Penelitian ini menggunakan mencit 

jantan galur BALB/c berusia 6-8 minggu 
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dengan berat badan 20-30 gram. Mencit 

dipelihara di Laboratorium Hewan Fakultas 

Kedokteran Universitas Jenderal Achmad 

Yani. Kriteria inklusi mencit adalah sehat, 

aktif, tanpa luka atau cacat. Mencit yang 

mengalami penurunan berat badan lebih 

dari 20%, pernah mendapatkan obat 

sebelumnya, kabur dari kandang, atau mati 

selama penelitian dikeluarkan dari analisis. 

Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di 

Laboratorium Hewan Universitas Jenderal 

Achmad Yani pada Agustus hingga 

Oktober 2024. 

Bahan Pemeriksaan 

Bahan yang digunakan meliputi 

vaksin multiepitop COVID-19 hasil kultur 

pada Escherichia coli yang telah 

dimurnikan, adjuvan kitosan dan reagen 

untuk pemeriksaan kadar IL-6 dan IFN-α 

menggunakan metode ELISA. 

Prosedur Penelitian 

Mencit jantan galur BALB/c 

diaklimatisasi selama tujuh hari dengan 

pemberian makanan dan air secara ad 

libitum. Kondisi lingkungan diatur dengan 

siklus pencahayaan 12 jam terang dan 12 

jam gelap untuk memastikan stabilitas 

adaptasi hewan. Penelitian ini 

menggunakan desain post-test only control 

group, mencit dibagi menjadi lima 

kelompok dengan masing-masing terdiri 

dari enam ekor. Kelompok pertama adalah 

kelompok kontrol yang tidak diberikan 

perlakuan. Kelompok kedua menerima 

vaksin multiepitop dengan dosis 400μg 

melalui injeksi intramuskular pada hari ke-

7 dan ke-14, dilakukan pengambilan darah 

pada hari ke-21. Kelompok ketiga 

menerima vaksin multiepitop dengan dosis 

400μg melalui injeksi intramuskular pada 

hari ke-7 dan ke-14, dilakukan pengambilan 

darah pada hari ke-28. Kelompok keempat 

menerima vaksin multiepitop dengan 

adjuvan kitosan secara intramuskular 

dengan dosis 400μg vaksin multiepitop dan 

nanokitosan dalam perbandingan yang 

sama  dan pemeriksaan dilakukan pada hari 

ke-21, dan kelompok kelima menerima 

vaksin multiepitop dengan adjuvan kitosan 

secara intramuskular dengan dosis 400μg 

vaksin multiepitop dan nanokitosan, 

pemeriksaan dilakukan pada hari ke-28. 

Sampel darah diambil dari vena 

orbital mencit pada hari ke-21 dan ke-28. 

Darah mencit dalam setiap kelompok 

digabungkan. Sampel darah yang telah 

diambil dilakukan inkubasi selama 30 menit 

dalam suhu 37 oC, dan disimpan dalam suhu 

8 oC selama 24 jam untuk selanjutnya 

dilakukan sentrifuse sehingga memisahkan 

antara serum, buffy coat, dan darah. Serum 

yang didapat  dipergunakan untuk 

pemeriksaan ELISA untuk mengukur kadar 

IL-6 dan IFN-α sesuai dengan prosedur 

standar.  
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Metode Statistik 

Analisis dari data pemeriksaan 

darah dengan membandingkan kadar 

sitokin kelompok kontrol (K) dan kelompok 

perlakuan pemberian vaksin multiepitop 

Covid-19 dan vaksin multiepitop COVID-

19 yang ditambahkan adjuvan kitosan. 

Data dianalisis secara statistik, 

diawali dengan uji normalitas dan 

homogenitas menggunakan Shapiro-Wilk 

Test karena jumlah sampel kurang dari 50. 

Selanjutnya dilakukan analisis dengan One-

Way ANOVA apabila distribusi data normal 

dan homogen, sedangkan jika data tidak 

homogen, analisis dilakukan menggunakan 

uji Kruskal-Wallis. 

Keterbatasan Penelitian 

Penelitian ini memiliki beberapa 

keterbatasan, salah satunya adalah tidak 

dilakukannya analisis secara individual, 

sehingga penyebab spesifik tingginya kadar 

pada kelompok kontrol tidak dapat 

diidentifikasi. Penelitian ini juga tidak 

mencakup pengujian kadar antibodi, 

sehingga waktu yang tepat untuk pemberian 

vaksin booster tidak dapat dipastikan. 

Persetujuan Etik 

Penelitian ini telah mendapat 

persetujuan dari Komite Etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Jenderal Achmad 

Yani dengan nomor surat 026/UH2.11/2024 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Berdasarkan pengamatan pada 

hewan coba mencit pada hari pengamatan 

terakhir menunjukkan kondisi kesehatan 

yang baik dan tidak ada mencit yang 

mengalami penurunan berat badan. 

Hasil pemeriksaan sampel serum 

mencit yang dilakukan menggunakan 

pemeriksaan sandwich ELISA secara duplo 

diperoleh kadar IFN-α dan IL-6, 

selanjutnya dilakukan perhitungan nilai 

absorbansi, penentuan persamaan garis 

linier dan penentuan nilai konsentrasi 

sampel sehingga didapatkan rata-rata 

konsentrasi sampel sesuai dengan Gambar 1 

dan Tabel 1, serta Gambar 2 dan Tabel 2.

 

Gambar 1 Kadar IFN-α. 
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Tabel 1 Hasil Uji IFN-α 

Hari Kelompok 

Kadar 

IFN-α 

(pg/ml) 

Mean ± SD 
Homogenitas 

Kruskal-

Wallis 

P-value P-value 

21 

Kontrol 33,2 pg/ml 

25.34 ± 7.90 0,000 0,346 

Vaksin (P1) 24,5 pg/ml 

Vaksin Adjuvant (P3) 13 pg/ml 

28 
Vaksin (P2) 29,4 pg/ml 

Vaksin Adjuvant (P4) 15,7 pg/ml 

*Homogenitas p>0,05 (data homogen); p<0,05 (data tidak homogen) 

*Kruskal-Wallis p>0,05 (tidak terdapat perbedaan yang bermakna); p<0,05 (terdapat perbedaan yang 

bermakna) 

Pada Gambar 1 dan Tabel 1 dapat 

dilihat hasil pengukuran kadar IFN-α pada 

mencit galur BALB/c setelah diberikan 

perlakuan vaksin multiepitope COVID-19 

dengan dan tanpa adjuvan kitosan, terdapat 

perbedaan IFN-α pada setiap kelompok. 

Kadar IFN-α pada kelompok kontrol yang 

tidak menerima perlakuan adalah 

33,2pg/ml, yang berfungsi sebagai nilai 

dasar respons imun. Kadar IFN-α pada 

kelompok kontrol lebih tinggi dibandingkan 

dengan kelompok vaksinasi, hal ini tidak 

sesuai dengan teori bahwa IFN-α akan 

terstimulasi pembentukannya apabila ada 

paparan antigen pada sel pengkasilnya. 

Kemungkinan yang terjadi adalah bias pada 

pembacaan absorban mengingat bahwa 

serum yang diperoleh pada kelompok 

kontrol mengalami lisis parah. Terjadinya 

lisis pada darah akan menyebabkan isi sel, 

seperti hemoglobin, enzim dan komponen 

lainnya keluar dan bercampur dengan 

plasma atau serum. Hal ini dapat mengubah 

komposisi kimia plasma dan mempengaruhi 

absorban.  

Pada hari ke-21, kelompok yang 

menerima vaksin tanpa adjuvan (P1) 

menunjukkan kadar IFN-α sebesar 

24,5pg/ml, lebih tinggi dibandingkan 

kelompok yang menerima vaksin  dengan 

adjuvan kitosan (P3) yang memiliki kadar 

IFN-α sebesar 13pg/ml. Hal ini dapat 

disebabkan oleh sifat adjuvan kitosan yang 

mengatur pelepasan sitokin proinflamasi, 

seperti IFN-α, sehingga respons imun lebih 

terkontrol dan tidak berlebihan. 

Pada hari ke-28, kelompok vaksin 

tanpa adjuvan (P2) menunjukkan 

peningkatan kadar IFN-α menjadi 29,4 

pg/ml, yang lebih tinggi dibandingkan hasil 

hari ke-21. Hal ini mengindikasikan bahwa 

respons imun adaptif mulai berkembang 

lebih aktif pada fase ini, seiring dengan 

peran antigen dalam stimulasi sel T.14,15 

Kelompok vaksin dengan adjuvan kitosan 

(P4) pada hari ke-28 memiliki kadar IFN-α 

sebesar 15,7 pg/ml, sedikit lebih tinggi 
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dibandingkan kadar hari ke-21 namun tetap 

lebih rendah dibandingkan kelompok tanpa 

adjuvan. Hal ini konsisten dengan teori 

bahwa kitosan sebagai adjuvan dapat 

meningkatkan efektivitas vaksin dengan 

mengoptimalkan penyampaian antigen 

tanpa memicu respons inflamasi yang 

berlebihan.16,17 Adjuvan kitosan diketahui 

memiliki kemampuan imunomodulator 

yang baik, sehingga mampu menekan 

respons imun bawaan yang berlebihan, 

seperti pelepasan sitokin proinflamasi. 

Sebaliknya, adjuvan ini mengarahkan 

sistem imun untuk membentuk respons 

adaptif yang lebih spesifik terhadap antigen 

vaksin.18 

 

Gambar 2 Kadar IL-6. 

 

Tabel 2 Hasil Uji IL-6 

Hari Kelompok 
Kadar IL-6 

(pg/ml) 
Mean ± SD 

Homogenitas 
Kruskal-

Wallis 

P-value P-value 

21 

Kontrol 127,5 pg/ml 

114.62 ± 55.24 0,000 0,095 

Vaksin (P1) 163,5 pg/ml 

Vaksin Adjuvant (P3) 54 pg/ml 

28 
Vaksin (P2) 173 pg/ml 

Vaksin Adjuvant (P4) 55,4 pg/ml 

*Homogenitas p>0,05 (data homogen); p<0,05 (data tidak homogen) 

*Kruskal-Wallis p>0,05 (tidak terdapat perbedaan yang bermakna); p<0,05 (terdapat perbedaan yang 

bermakna) 

 

Berdasarkan Gambar 2 dan Tabel 2 

yang menunjukkan kadar IL-6 pada mencit 

setelah vaksinasi multiepitope COVID-19, 

dapat dijelaskan melalui teori imunologi 

terkait peran IL-6 dan adjuvan kitosan 

dalam respons imun.  IL-6 adalah sitokin 

proinflamasi yang dilepaskan oleh 

makrofag dan sel dendritik setelah deteksi 

antigen melalui Toll-like Reseptor (TLR).19 

Peningkatan kadar IL-6, seperti yang 

 

Gambar 1 Kadar IL-6 
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terlihat pada kelompok vaksin tanpa 

adjuvan (P1 dan P2), mencerminkan 

aktivasi jalur inflamasi untuk mendukung 

perekrutan dan aktivasi sel imun adaptif, 

seperti limfosit T dan B.14,20,21 Sebaliknya, 

adjuvan kitosan memiliki sifat untuk 

meningkatkan respon imun yang dapat 

menekan pelepasan sitokin proinflamasi 

berlebih. Kitosan bekerja dengan 

meningkatkan pengambilan antigen oleh sel 

imun, seperti makrofag dan sel dendritik, 

tanpa memicu inflamasi yang merugikan, 

sebagaimana terlihat pada kelompok 

dengan adjuvan kitosan (P3 dan P4) yang 

memiliki kadar IL-6 lebih rendah.8,22 Selain 

itu, perbedaan kadar IL-6 antara hari ke-21 

dan ke-28 mencerminkan dinamika respons 

imun. Pada kelompok tanpa adjuvan, 

peningkatan kadar IL-6 pada hari ke-28 

mengindikasikan keberlanjutan respons 

inflamasi untuk mendukung imun adaptif, 

tetapi juga berisiko menyebabkan inflamasi 

yang tidak terkendali. Sementara itu, 

kelompok dengan adjuvan kitosan 

mempertahankan kadar IL-6 yang rendah, 

mencerminkan imun adaptif yang 

berkembang secara efisien tanpa inflamasi 

berlebih.16,23 

Gambar 1 dan 2 menunjukkan bahwa 

kadar IFN-α dan IL-6 pada kelompok 

kontrol lebih tinggi dibandingkan dengan 

kelompok yang menerima vaksin maupun 

vaksin dengan adjuvan, terutama pada hari 

ke-21 dan ke-28. Salah satu penyebab yang 

mungkin adalah terjadinya lisis sel pada 

sampel darah kelompok kontrol, yang 

mengakibatkan kerusakan signifikan pada 

sampel tersebut. Lisis sel darah merah dapat 

memicu pelepasan sitokin oleh leukosit 

yang ada dalam sampel darah. Sebagai 

contoh, adanya kontaminasi bakteri dapat 

merangsang leukosit dalam sampel untuk 

memproduksi sitokin seperti IFN-α dan IL-

6, meskipun kondisi tersebut tidak 

merepresentasikan keadaan fisiologis 

sebenarnya. Dalam hal IL-6, lisis sel dapat  

memicu pelepasan sitokin proinflamasi oleh 

leukosit sebagai respons terhadap stres atau 

kerusakan jaringan pada sampel. Hal ini 

sejalan dengan teori yang menyatakan 

bahwa kerusakan sel, termasuk lisis, dapat 

menyebabkan peningkatan kadar sitokin 

yang tidak terkendali.  

Untuk IFN-α, respons serupa juga 

dapat terjadi, kontaminasi atau kerusakan 

selama proses pengambilan atau 

penyimpanan sampel dapat menyebabkan 

kadar sitokin yang terukur menjadi lebih 

tinggi. Oleh karena itu, tingginya kadar 

IFN-α dan IL-6 pada kelompok kontrol 

kemungkinan besar dipengaruhi oleh faktor 

teknis, seperti kerusakan sampel, dan bukan 

mencerminkan respons imun normal. Hal 

ini menyoroti pentingnya pengelolaan 

sampel yang baik untuk memastikan 

keabsahan hasil penelitian.24 

Analisis statistik dengan uji 

normalitas menggunakan Shapiro-Wilk 
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Test karena jumlah sampel kurang dari 50. 

Hasil analisis menunjukkan p-value > 0,05, 

sehingga data dianggap berdistribusi 

normal. Namun, hasil uji homogenitas 

menunjukkan p-value < 0,05,  yang berarti 

data tidak homogen. Meskipun data 

berdistribusi normal, ketidakhomogenan 

data memerlukan analisis lebih lanjut 

menggunakan uji statistik Kruskal-Wallis. 

Hasil dari uji Kruskal-Wallis disajikan 

dalam Tabel 1 dan Tabel 2. 

Hasil uji Kruskal-Wallis pada Tabel 1 

dan Tabel 2 menunjukkan bahwa kelompok 

kontrol, vaksin, dan vaksin dengan adjuvan 

pada hari ke-21 dan ke-28 tidak memiliki 

perbedaan yang signifikan dibandingkan 

dengan kelompok kontrol, ditunjukkan oleh 

p-value > 0,05. Hal ini mengindikasikan 

bahwa penyuntikan vaksin multiepitop 

dengan atau tanpa adjuvan tidak 

memberikan pengaruh yang signifikan 

terhadap kadar IFN-α maupun IL-6  jika 

dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

Tidak adanya peningkatan signifikan 

kadar sitokin IFN-α dan IL-6, setelah 

penyuntikan vaksin multiepitope pada 

penelitian ini dapat dijelaskan karena 

adanya bias dalam pengukuran absorban 

yang disebabkan oleh adanya lisis pada 

sampel pada kelompok kontrol. Namun 

demikian, beberapa penelitian menyatakan 

bahwa kadar normal IFN-α dan IL-6 

memang sangat bervariasi, tergantung dari 

banyak faktor, di antaranya adalah usia, 

jenis kelamin dan kondisi lingkungan. 

Kadar IFN-α dan IL-6 pada mencit normal 

dapat berkisar antara 10-100pg/mL.24 

Vvaksin multiepitope dirancang 

untuk mengenali beberapa epitop spesifik 

dari SARS-CoV-2. Apabila epitop yang 

dipilih memiliki antigenisitas yang kurang 

optimal,  hal ini berakibat tidak cukup 

efektif dalam merangsang respons imun 

bawaan. Hal ini memengaruhi pelepasan 

sitokin proinflamasi, seperti IFN-α yang 

berperan penting dalam respons antivirus 

awal, serta IL-6 yang memiliki fungsi kunci 

dalam fase inflamasi awal untuk 

mendukung aktivasi sel imun lainnya.7,25,26 

Vaksin multiepitope cenderung lebih 

berfokus pada stimulasi respons imun 

adaptif, seperti aktivasi sel T dan produksi 

antibodi oleh sel B. Akibatnya, respons 

imun bawaan yang melibatkan pelepasan 

sitokin seperti IL-6 dan IFN-α mungkin 

tidak terstimulasi secara optimal.7,26,27  

Pada kelompok vaksin dengan 

adjuvan, penggunaan kitosan juga 

memberikan pengaruh signifikan. Kitosan, 

dengan sifat imunomodulatornya, mampu 

menekan pelepasan sitokin proinflamasi 

untuk mencegah inflamasi berlebihan. Hal 

ini terlihat pada kadar IL-6 yang tetap 

rendah pada kelompok dengan adjuvan 

dibandingkan kelompok tanpa adjuvan. 

Meskipun sifat ini membantu mengurangi 

risiko inflamasi yang merugikan, efeknya 
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juga dapat membatasi peningkatan kadar 

sitokin hingga tingkat yang signifikan.8,27 

Faktor lain seperti dosis antigen atau 

formulasi vaksin yang mungkin belum 

optimal juga berperan dalam membatasi 

respons imun. Jika jumlah antigen terlalu 

rendah atau distribusi epitop kurang merata, 

efektivitas vaksin dalam memicu pelepasan 

sitokin proinflamasi, seperti IFN-α dan IL-

6, dapat terganggu.7,8,20,28   

 

KESIMPULAN 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

pemberian vaksin, baik dengan adjuvan 

maupun tanpa adjuvan, tidak memberikan 

dampak signifikan terhadap kadar IFN-α 

dan IL-6 jika dibandingkan dengan 

kelompok kontrol. Hal ini mengindikasikan 

bahwa vaksin multiepitope tidak memicu 

peningkatan sitokin yang berlebihan, 

sehingga dinilai aman. Temuan ini 

memberikan kontribusi signifikan sebagai 

data pendukung dalam pengembangan 

vaksin COVID-19 yang lebih efektif. 
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