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RINGKASAN 

 

Karakterisasi Parsial Faktor Imunomodulator Kelenjar Saliva Aedes aegypti 

(Diptera: Culicidae) sebagai Kandidat Transmission Blocking Vaccine (TBV) 

Demam Berdarah Dengue; Syubbanul Wathon, 081810401013; 2013: 34 halaman; 

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Jember. 

 

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) hingga saat ini merupakan salah 

satu masalah kesehatan masyarakat di dunia. Penyakit ini disebabkan oleh virus 

dengue dan ditransmisikan ke manusia oleh Aedes aegypti (Ae. aegypti) sebagai 

vektor primer, sedangkan Aedes albopictus (Ae. albopictus) sebagai vektor 

sekundernya. DBD merupakan penyakit yang disebabkan oleh virus maka 

penanganan untuk penyakit ini masih bersifat simptomatis dan tidak ada terapi 

kausatifnya. Penanganan terhadap penyakit DBD yang bisa dilakukan adalah dengan 

pengendalian vektornya. Namun usaha tersebut belum memberikan hasil yang 

maksimal. Usaha pencegahan lain yang terus dikembangkan adalah pembuatan 

vaksin. Pendekatan terbaru penanganan DBD yang dikembangkan saat ini adalah 

pembuatan Transmission Blocking Vaccine (TBV) yang salah satunya berbasis saliva 

vektor. Pendekatan ini dilakukan berdasarkan hipotesis bahwa saliva vektor penyakit 

Arthropoda mengandung faktor vasodilator dan imunomodulator yang berperan 

penting dalam proses transmisi patogen. Protein imunomodulator saliva vektor 

penyakit Arthropoda inilah yang merupakan target potensial dalam pengembangan 

TBV. Tujuan penelitian ini mengetahui protein putatif ekstrak kelenjar saliva Ae. 

aegypti yang berfungsi sebagai faktor imunomodulator. Metode yang digunakan 

dalam penelitian ini antara lain 1) rearing Ae. aegypti, 2). isolasi kelenjar saliva Ae. 

aegypti, 3) ekstraksi protein kelenjar saliva Ae. aegypti, 4). preparasi plasma darah 

manusia, 5) optimasi Dot Blot, 6) analisis SDS-PAGE, 7) analisis Western Blot. Hasil 



ix 

 

visualisasi SDS-PAGE protein dari 100 pasang kelenjar saliva Ae. aegypti 

menunjukkan adanya beberapa pita protein dengan berat molekul ~ 136, 122, 77, 63, 

59, 55, 49, 40, 36, 24, 22 dan 20 kDa. Dari hasil visualisasi Western Blot dapat 

diketahui bahwa protein spesifik yang dikenali plasma darah orang endemik tersebut 

memiliki berat molekul ~ 37 kDa. Protein spesifik tersebut diduga berperan penting 

dalam resistensi penduduk endemik terhadap infeksi virus dengue. Penelitian ini 

menunjukkan pentingnya hubungan antara inang dan vektor untuk mengembangkan 

strategi terpadu dalam mengevaluasi paparan saliva Ae. aegypti dan untuk menekan 

risiko DBD 

. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) atau Dengue Hemorrhagic Fever 

(DHF) hingga saat ini merupakan salah satu masalah kesehatan masyarakat di dunia. 

Penyakit DBD ditemukan hampir di seluruh belahan dunia terutama di negara–negara 

tropik dan subtropik. Namun kasus yang berakibat fatal banyak terjadi di wilayah 

Pasifik Barat dan Asia Tenggara seperti di Philipina, Thailand dan Indonesia (Gubler, 

1998; World Health Organization, 2009). Di Indonesia DBD merupakan penyakit 

yang senantiasa ada sepanjang tahun (Departemen Kesehatan RI, 2004).  

DBD merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus dengue 

(DENV). Virus ini berasal dari genus Flavivirus, famili Flaviviridae yang diketahui 

memiliki empat tipe serotip (DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4) (Noisakran 

& Perng, 2008). Sebagaimana diketahui bahwa DBD merupakan penyakit yang 

disebabkan oleh virus, maka penanganan untuk penyakit ini masih bersifat 

simptomatis dan tidak ada terapi kausatifnya. Tidak adanya terapi spesifik untuk 

DBD dan belum ditemukannya vaksin terlisensi untuk penyakit ini (Aradilla, 2009; 

Olson et al., 2010), maka cara lain yang bisa dilakukan untuk mencegah dan 

menanggulangi DBD adalah dengan pengendalian vektor (Mukhlisin & Pratiwi, 

2006; Nurfadly, 2009). 

Di Asia Tenggara Aedes aegypti (Ae. aegypti) menjadi vektor primer virus 

dengue sedangkan Aedes albopictus (Ae. albopictus) sebagai vektor sekundernya 

(Cahyati & Suharso, 2006). Pengendalian vektor yang bersifat mekanis seperti 

pengasapan (fogging), gerakan 3M (menguras, menutup dan mengubur), dan 

memanfaatkan ovitrap sudah pernah diprogramkan oleh Pemerintah (Sayono, 2009). 

Usaha tersebut belum memberikan hasil yang maksimal karena partisipasi dan 

kesadaran masyarakat yang masih rendah. Selain itu tidak adanya evaluasi serta 
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lemahnya sistem monitoring dari Dinas Kesehatan. Usaha pencegahan lain yang 

masih terus dikembangkan adalah pembuatan vaksin DBD (Edelman, 2007).  

Sampai saat ini belum dilaporkan vaksin yang berlisensi untuk DBD dan 

semua masih dalam tahap pengembangan. Kendala dalam pengembangan vaksin 

DBD adalah kurangnya hewan model yang cocok dan mempunyai infeksi patologis 

yang sama dengan manusia. Perkembangan ilmu biologi molekuler telah banyak 

membantu dalam pengembangan vaksin DBD. Salah satu vaksin DBD yang 

berpotensi adalah virus hidup yang dilemahkan (Live Attenuated Virus /LAV) yang 

dibuat oleh isolat wild type virus dalam kultur sel primer dan vaksin chimeric virus 

yang dilemahkan (Lima et al., 2011). LAV memiliki keunggulan yaitu biaya produksi 

yang cenderung lebih murah dari pada teknologi vaksin lainnya, mendorong respon 

imunitas humoral dan seluler, menghasilkan vaksin yang kuat, tahan lama dan 

imunitasnya lebih tinggi (Lauring et al., 2010).   

Pengembangan vaksin DBD berlanjut hingga pembuatan vaksin gabungan 

semua serotip virus dengue yang disebut dengan Tetravalen Dengue Vaccine (TDV) 

(Edelman, 2007). TDV dikembangkan dengan cara membuat vaksin hidup dari 

keempat serotip virus dengue (Live Attenuated Tetravalent Dengue Vaccine), yang 

telah dilakukan di Thailand (Chanthavanich et al., 2006). TDV dikembangkan dengan 

tujuan untuk membuat sebuah vaksin yang sekaligus memberikan perlindungan 

jangka panjang terhadap semua serotip virus dengue. Vaksin ini ternyata kurang 

efektif karena adanya kesulitan dalam menentukan keadaan yang tepat untuk 

melemahkan virus pada tingkat yang optimal. Selain itu kekhawatiran tentang 

stabilitas genetik dari vaksin LAV dan kemungkinan menjadi fenotip yang lebih 

ganas juga menjadi kendala (Schmitz et al., 2011). 

Pendekatan terbaru vaksin DBD adalah dengan mencegah transmisi patogen 

melalui pengembangan Transmission Blocking Vaccine (TBV) yang salah satunya 

berbasis vektor. Pengembangan TBV yang telah berhasil adalah vaksin anti-

maxandilan (MAX) dan anti-SP 15 untuk penyakit Leishmaniasis (Titus et al., 2006). 
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Keberhasilan ini mendorong pengembangan vaksin lain untuk patogen yang di 

transmisikan oleh vektor penyakit Arthropoda termasuk virus dengue. 

Upaya pengembangan TBV salah satunya dengan memanfaatkan komponen 

saliva vektor penyakit Arthropoda sebagai kandidat target berbasis  vektor (Titus et 

al., 2006). Saliva nyamuk mengandung substansi yang berperan penting dalam proses 

transmisi patogen, seperti vasodilator, inhibitor koagulasi darah, imunomodulator dan 

agregasi platelet (Lavazec et al., 2007). Komponen vasodilator dapat menyebabkan 

pelebaran pembuluh darah sehingga mempermudah nyamuk mengisap darah. 

Komponen imunomodulator yang bersifat imunosupresif dapat menekan sistem imun 

inang sehingga dapat mempermudah proses transmisi patogen (James et al., 2003; 

Titus et al., 2006).  

 Dengan adanya potensi saliva dalam meningkatkan transmisi patogen ke 

tubuh inang, maka banyak penelitian dilakukan mengenai identifikasi dan 

karakterisasi terhadap beberapa molekul yang terkandung di dalam saliva vektor 

penyakit Arthropoda (Andrade et al., 2005), termasuk faktor imunomodulator (Titus 

et al., 2006). Pengembangan potensi faktor imonomodulator dalam saliva vektor 

sebagai target TBV didasarkan pada penelitian sebelumnya yaitu pada penyakit 

Leishmaniasis. Hasil penelitian tersebut menunjukkan adanya paparan secara 

berulang saliva vektor penyakit Arthropoda dapat memberikan mekanisme yang 

protektif terhadap tubuh inang melalui pergeseran respon imun yang justru 

memberikan kekebalan pada tubuh inang (Titus et al., 2006; Oliviera et al., 2009). 

Apabila paparan secara berulang saliva vektor penyakit Arthropoda dapat 

mempengaruhi respon imun inang ke arah yang lebih protektif (Belkaid et al., 1998), 

maka pendekatan yang mungkin dilakukan untuk mengendalikan transmisi virus 

dengue yaitu melalui vaksinasi tubuh inang dengan protein imunomodulator  saliva 

Ae. aegypti. Tubuh inang akan merespon protein imunomodulator yang diinjeksikan 

dengan membentuk antibodi yang melawan protein imunomodulator tersebut 

sehingga virus dengue tidak dapat ditransmisikan atau memblokir transmisi patogen 

ke tubuh inang (Titus et al., 2006). Dengan demikian komponen kelenjar saliva 
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merupakan target potensial TBV dan studi mengenai protein imunomodulator saliva 

Ae. aegypti merupakan strategi yang esensial untuk pengembangan TBV DBD. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimanakah karakteristik parsial protein dalam kelenjar saliva Ae. aegypti 

yang dapat bereaksi silang dengan plasma darah manusia berkaitan dengan infeksi 

DBD? 

 

1.3 Batasan Masalah 

Penentuan karakteristik parsial protein imunomodulator sebagai target utama 

dalam pengembangan TBV berbasis saliva vektor Arthropoda pada penelitian ini 

dibatasi sampai pada tahap penentuan secara kualitatif pita protein kelenjar saliva Ae. 

aegypti yang dapat bereaksi silang dengan plasma darah orang sehat dari wilayah 

endemik, non endemik, dan pasien DBD. 

 

1.4 Tujuan  

 Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mempelajari potensi faktor 

imunomodulator kelenjar saliva Ae. aegypti sebagai target potensial dalam 

pengembangan TBV DBD. Secara khusus penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

protein putatif ekstrak kelenjar saliva Ae. aegypti yang berfungsi sebagai faktor 

imunomodulator. 

 

1.5 Manfaat 

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi 

faktor imunomodulator kelenjar saliva Ae. aegypti sebagai kandidat target potensial 

pengembangan TBV DBD. 

 

 

 



 

 

 

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Penyakit DBD dan Penatalaksanaannya 

Penyakit DBD adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus dengue. 

Virus dengue yang termasuk kelompok B Arthropod Borne Virus (Arboviruses) yang 

kini dikenal sebagai genus Flavivirus, famili Flaviviridae dan mempunyai 4 jenis 

serotip yaitu: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Infeksi salah satu serotip akan 

memunculkan antibodi terhadap serotip yang bersangkutan, sedangkan antibodi yang 

terbentuk terhadap serotip lain sangat kurang, sehingga tidak dapat memberikan 

perlindungan yang memadai terhadap serotip lain (Wati, 2009). Penyakit DBD 

terutama menyerang anak-anak dengan ciri-ciri demam tinggi mendadak dengan 

manifestasi perdarahan dan bertendensi menimbulkan shock dan kematian. Namun 

pada dekade terakhir ini terlihat adanya kecenderungan kenaikan proporsi penderita 

DBD pada orang dewasa (Siregar, 2004). 

Mekanisme patofisiologi dan patogenesis DBD hingga kini belum diketahui 

secara pasti, tetapi sebagian besar menganut teori "the secondary heterologous 

infection hypothesis" yang menyatakan bahwa gelaja DBD lebih parah dapat terjadi 

apabila seseorang setelah infeksi virus dengue pertama mendapat infeksi berulang 

dengan tipe virus dengue yang berlainan. Akibat infeksi kedua oleh tipe virus dengue 

yang berlainan pada seorang penderita respon antibodi anamnestik akan terpicu, 

menyebabkan proliferasi dan transformasi limfosit dan menghasilkan titer tinggi IgG 

anti-dengue. Proliferasi limfosit juga menyebabkan tingginya angka replikasi virus 

dengue. Hal ini mengakibatkan terbentuknya kompleks virus-antibodi yang 

selanjutnya mengaktivasi sistem komplemen (Chen, 2009). Pelepasan C3a dan C5a 

akibat aktivasi C3 dan C5 menyebabkan meningkatnya permeabilitas dinding 

pembuluh darah dan merembesnya plasma melalui endotel dinding pembuluh darah 

(Siregar, 2004).  
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Pada dasarnya terapi DBD adalah bersifat suportif dan simptomatis. 

Penatalaksanaan ditujukan untuk mengganti kehilangan cairan akibat kebocoran 

plasma dan memberikan terapi substitusi komponen darah bilamana diperlukan. 

Dalam pemberian terapi cairan, hal terpenting yang perlu dilakukan adalah 

pemantauan baik secara klinis maupun laboratoris. Terapi non farmakologis yang 

diberikan meliputi tirah baring (pada trombositopenia yang berat) dan pemberian 

makanan dengan kandungan gizi yang cukup, lunak dan tidak mengandung zat atau 

bahan yang mengiritasi saluran pencernaan. Sebagai terapi simptomatis dapat 

diberikan antipiretik berupa parasetamol (Chen, 2009).  

 Sejauh ini belum ditemukan obat yang aman dan efektif bagi penyakit DBD, 

sehingga kontrol sepenuhnya untuk penyakit ini mengandalkan pada pengendalian 

vektornya (Nurfadly, 2009). Sebagai kontrol populasi vektor Arthropoda masih 

bergantung pada penggunaan insektisida. Munculnya fenomena resistensi vektor 

Arthropoda adalah konsekuensi yang tidak diharapkan dari penggunaan insektisida 

dan menjadi hambatan untuk aplikasi dimasa yang akan datang (Edelman, 2007). 

Penanganan secara mekanis seperti gerakan 3M (menguras, menutup dan mengubur), 

dan memanfaatkan ovitrap sudah pernah diprogramkan oleh pemerintah (Sayono, 

2009), namun belum memberikan hasil yang maksimal karena partisipasi, kesadaran 

masyarakat yang masih rendah dan tidak adanya evaluasi serta lemahnya sistem 

monitoring dari Dinas Kesehatan. Usaha pencegahan lain yang masih terus 

dikembangkan adalah pembuatan vaksin DBD. Namun sampai saat ini belum ada 

vaksin yang terlisensi untuk penyakit ini (Olson et al., 2010). 

 

2.2 Pengembangan TBV untuk Penanggulangan Penyebaran Patogen oleh      

Vektor Arthropoda  

Vaksinasi merupakan pendekatan yang berpotensi dapat mencegah dan 

mengobati penyakit manusia. Vaksin mengandung substansi antigen yang sama 

dengan patogen asing agar sistem imun dapat mengenal patogen asing dengan 

menghasilkan sel T dan sel B (Baratawidjaja, 2009). Munculnya ilmu biologi 
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molekuler telah banyak memberikan pendekatan-pendekatan baru dalam 

pengembangan vaksin. Pendekatan ini dapat memungkinkan untuk lebih 

memanfaatkan respon imun pada peningkatan respon antibodi di tubuh manusia yang 

merupakan kunci bagi keberhasilan semua vaksin yang digunakan saat ini (Plotkin, 

2009). 

Penelitian tentang vaksin telah banyak dilakukan terutama vaksin untuk 

penyakit-penyakit di negara berkembang seperti malaria, Hookworm,Enterotoxigenic, 

E. coli, Shigella, Tuberculosis dan DBD (Isbagio, 2005). Sampai saat ini penyakit 

menular masih merupakan masalah kesehatan masyarakat di negara berkembang 

termasuk di Indonesia seperti penyakit DBD (Kementrian Negara Riset dan 

Teknologi RI, 2006). Diperkirakan 50 juta manusia terinfeksi penyakit DBD setiap 

tahunnya. Program pengendalian penyakit DBD terus menerus dikembangkan sampai 

pada tingkat pegembangan pembuatan vaksin (Olson et al., 2010). 

Vaksinasi adalah strategi yang paling berpotensi untuk mengontrol penyebaran 

penyakit DBD (Sun et al., 2003; Plotkin, 2009). Penanganan DBD melalui 

pendekatan vaksin hingga saat masih dikembangkan, termasuk Transmission 

Blocking Vaccine (TBV) yang dianggap sebagai strategi potensial untuk mengurangi 

serangan patogen oleh vektor penyakit Arthropoda (Coutinho-Abreu & Ramalho-

Ortigao, 2010). TBV dapat mencegah transmisi patogen dari inang yang terinfeksi ke 

inang yang belum terinfeksi. Salah satu target pengembangan vaksin ini adalah 

molekul (protein) dalam saliva vektor. Hal ini didasarkan karena kelenjar saliva 

vektor penyakit Arthropoda mengandung substansi yang memegang peranan penting 

dalam efektifitas proses transmisi patogen ke dalam tubuh inang (James et al., 2003). 

Pengembangan TBV dalam mencegah transmisi patogen oleh vektor penyakit 

Arthropoda yang telah berhasil yaitu vaksin anti-maxadilan (MAX) yang bersifat 

melawan protein target dalam kelenjar saliva sandfly (Lutzomyla longipalpis) dan 

vaksin anti-SP15 yang bersifat melawan protein SP 15 yang terdapat dalam kelenjar 

saliva sandfly (Phlebotomus papatasi) (Titus et al., 2006).  
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2.3 Vektor DBD dan Transmisi Patogen 

DBD merupakan penyakit infeksi yang ditularkan oleh nyamuk Ae. aegypti 

dan Ae. albopictus yang telah terinfeksi oleh virus dengue. Nyamuk Ae. aegypti 

memiliki siklus hidup sempurna (holometabola). Siklus hidup terdiri dari empat 

stadium, yaitu telur, larva, pupa dan imago (dewasa). Stadium telur hingga pupa 

berada di lingkungan air, sedangkan stadium dewasa berada di lingkungan udara 

(Sitio, 2009). Siklus hidup Ae. aegypti dapat dilihat pada Gambar 2.1.  

 

 

 

Gambar 2.1 Siklus hidup nyamuk Ae. aegypti (Sumber: Aradilla, 2009) 

 

Telur Ae. aegypti berbentuk panjang, bulat telur, halus, dan ukuran 

panjangnya sekitar satu millimeter (Foster & Walker, 2002). Seekor nyamuk betina 

akan meletakkan 50 sampai 500 butir telur tiap sekali bertelur (Clements, 1992). 

Nyamuk Ae. aegypti betina biasanya meletakkan telurnya satu persatu pada dinding 

tempat perindukan yang gelap, basah dan lembab, misalnya bak mandi, tempayan, 

ban bekas, tonggak bambu (Chistopher, 2009). 

Telur Ae. aegypti jika terendam oleh air akan menetas menjadi larva. Selama 

pertumbuhan dan perkembangannya, larva akan melewati 4 fase perubahan atau biasa 
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disebut instar. Perubahan instar tersebut disebabkan larva mengalami pengelupasan 

kulit atau biasa disebut ecdyisi/ moulting (Veriswan, 2006). Larva nyamuk 

mengalami perubahan keempat tahapan instar selama 4-9 hari, kemudian larva akan 

berubah menjadi pupa. Pupa akan berubah menjadi nyamuk dewasa dalam kurun 

waktu 1-2 hari (Sivanathan, 2006). 

Nyamuk  dewasa  berukuran  sekitar 4 sampai 7 milimeter. Ae. aegypti 

dewasa memiliki dua garis sisik putih pada permukaan dorsal toraks. Setiap segmen 

tarsal dari kaki belakang memiliki pita basal putih, membentuk  seperti garis-garis. 

Abdomen umumnya berwarna coklat tua sampai hitam, tetapi mungkin juga  

memiliki sisik putih (Carpenter & La Casse, 1955).  

Secara morfologi Ae. aegypti jantan dan betina dapat dibedakan dari ukuran 

tubuhnya. Ukuran tubuh nyamuk betina umumnya lebih besar dari pada nyamuk 

jantan (Cutwa-Francis & O'Meara, 2007). Selain itu nyamuk jantan dan betina dapat 

dibedakan pada bagian antenanya seperti yang terlihat pada Gambar 2.2. Antena Ae. 

aegypti jantan memiliki rambut yang banyak (plumose) dan pada Ae. aegypti betina 

antenanya memiliki rambut yang jarang (pilose) (Aradilla, 2009).  

 

 
 

Gambar 2.2    Perbedaan morfologi antena Ae. aegypti  jantan dan betina, (A) antena Ae. 

aegypti  jantan; (B) antena  Ae. aegypti betina. 
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Sebagaimana diketahui bahwa Ae. aegypti merupakan vektor utama virus 

dengue sedangkan vektor keduanya adalah Ae. albopictus (Lai et al., 2007). Secara 

morfologi Ae. aegypti memiliki perbedaan dengan Ae. albopictus, yaitu pada pola 

garis putih pada permukaan dorsal toraks seperti yang terlihat pada Gambar 2.3. Ae. 

aegypti dewasa memiliki dua garis sisik putih pada permukaan dorsal toraks yang 

membentuk seperti alat musik biola atau kecapi. Sementara Ae. albopictus dewasa 

hanya memiliki satu garis putih di permukaan dorsal toraks (Carpenter & La Casse, 

1955; Sivanathan, 2006). 

 

 

Gambar 2.3 Perbedaan toraks bagian dorsal dua spesies genus Aedes, (A) toraks Ae. 

aegypti ; (B) toraks Ae. albopictus (Sivanathan, 2006).  

 

Pada stadium dewasa baik nyamuk jantan maupun betina memanfaatkan gula 

sebagai sumber energi untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya dan hanya 

nyamuk betina yang bersifat haematophagous (menghisap darah) (Arca et al., 2005). 

Oleh karena itu penularan DBD dilakukan oleh nyamuk betina saja (Clements, 1992). 

Protein pada darah juga merupakan sumber protein utama untuk pembentukan telur, 

sekalipun demikian kondisi nutrisi nyamuk betina yang baru keluar dari pupa sangat 

berpengaruh terhadap kapasitas reproduksinya. Konsumsi darah pada inang vertebrata 

merupakan hal penting bagi Ae. aegypti betina dewasa untuk menyelesaikan siklus 
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gonotropiknya. Keberadaan darah di dalam midgut nyamuk diketahui dapat 

menginisiasi endokrin untuk oviposisi dan pematangkan telur (Telang et al., 2005). 

Sifat sensitif dan mudah terganggu menyebabkan Ae. aegypti dapat menggigit 

beberapa orang secara bergantian dalam waktu singkat (multiple halter) dimana hal 

tersebut menyebabkan Ae. aegypti dapat memindahkan virus dengue ke beberapa 

inang sekaligus (Aradilla, 2009).  

Virus dengue didapatkan nyamuk Ae. aegypti pada saat menghisap darah 

manusia yang sedang mengandung virus dengue (viraemia). Infeksi virus dengue 

tidak memiliki efek langsung yang bersifat patogen pada vektor. Virus dengue 

tersebut akan tetap berada dalam tubuh nyamuk dan menjadi penular sepanjang 

hidupnya (Sembiring, 2009). Virus dengue di dalam tubuh nyamuk akan menginfeksi 

sel-sel epitel yang melapisi midgut, kemudian lolos dari epitel midgut menuju 

haemocele dan menginfeksi kelenjar saliva. Pada akhirnya, virus dengue  

disekresikan dalam saliva, dan ditransmisikan ke inang selama proses blood feeeding 

(Widiyanto, 2007; Wasipiyamongkol et al., 2010). Dalam waktu satu sampai dua 

minggu setelah mengisap darah penderita, nyamuk tersebut siap untuk menularkan 

penyakit kepada orang lain. Hal ini karena selama 7-14 hari merupakan fase 

perkembangan virus dari midgut ke kelenjar saliva dan siap untuk ditularkan. 

Penularan penyakit DBD terjadi ketika Ae. aegypti betina yang terinfeksi virus 

dengue menghisap darah inang yang belum terinfeksi. Nyamuk akan mengeluarkan 

cairan saliva melalui proboscis ke dalam pembuluh darah. Secara bersamaan cairan 

saliva dan virus dengue dipindahkan dari tubuh nyamuk terinfeksi ke dalam tubuh 

inang yang belum terinfeksi (Sembiring, 2009).  

 

2.4 Protein Imunomodulator Saliva Ae. aegypti Sebagai Kandidat Target TBV 

DBD  

Saliva vektor penyakit Arthropoda mengandung faktor vasodilator dan 

imunomodulator merupakan hipotesis yang menjadi suatu konsep baru dalam 

pengembangan TBV. Kelenjar saliva vektor penyakit Arthropoda megandung 
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substansi yang berperan penting dalam proses transmisi patogen. Cairan kelenjar 

saliva memfasilitasi proses blood feeding dan transmisi patogen ke tubuh inang (Dhar 

& Khumar, 2003). Ketika terjadi proses blood feeding, kelenjar saliva nyamuk 

melepaskan komponen-komponen yang meliputi antihistamin, faktor vasodilator 

seperti takikinin, antikoagulan (trombin dan FXA) dan faktor imunomodulator. 

Faktor vasodilator menyebabkan pelebaran pembuluh darah dan mencegah 

pembekuan darah sehingga mempermudah vektor untuk menghisap darah, sedangkan 

protein imunomodulator berperan dalam meningkatkan transmisi patogen (Titus et 

al., 2006). Protein imunomodulator yang bersifat imunosupresif dapat meningkatkan 

transmisi patogen dengan cara menekan sistem imun inang (Jamez et al., 2003). 

Sejauh ini telah banyak dilakukan penelitian mengenai protein saliva vektor penyakit 

Arthropoda termasuk saliva Ae. aegypti, namun belum ditemukan protein spesifik 

yang bertindak sebagai faktor imunomodulator (Fontaine, 2011). Protein rekombinan 

hematophagus saliva Arthropoda dan aplikasi imunologinya dapat dilihat pada Tabel 

2.1.   

 Pengembangan potensi protein imonomodulator dalam saliva vektor penyakit 

Arthropoda sebagat target TBV didasarkan pada penelitian terdahulu yaitu pada 

penyakit Leishmaniasis. Hasil penelitian menunjukkan adanya fakta bahwa 

masyarakat asli di daerah endemik memiliki immunitas yang lebih baik terhadap 

serangan penyakit Leishmaniasis. Fakta ini ditandai dengan meningkatnya kadar sel 

T helper 1 (Th1) yang bersifat imunoprotektif dan menurunkan tingkat keparahan 

gelaja klinis Leishmaniasis. Namun masyarakat pendatang dari daerah non endemik 

memiliki respon imun yang bersifat non-protektif ditandai dengan kadar sel T helper 

2 (Th2) dan diikuti dengan meningkatnya keparahan gejala klinis leishmaniasis. 

(Titus et al., 2006). Penelitian tersebut menunjukkan fakta bahwa dengan adanya 

paparan secara berulang saliva vektor penyakit Arthropoda dapat memberikan 

mekanisme yang protektif terhadap tubuh inang melalui pergeseran respon imun dari 

Th2 ke arah Th1 yang justru akan memberikan kekebalan pada tubuh inang (Titus et 

al., 2006; Oliviera et al., 2009). 
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 Jika paparan secara berulang saliva vektor penyakit Arthropoda dapat 

mempengaruhi respon imun inang kearah yang lebih protektif (Belkaid et al., 1998), 

maka pendekatan yang mungkin dilakukan untuk mengendalikan transmisi virus 

dengue yaitu melalui vaksinasi tubuh inang dengan komponen protein dalam saliva 

Ae. aegypti yang bertindak sebagai vektornya. Dengan adanya vaksinasi protein 

imunomodulator saliva Ae. aegypti tersebut maka dapat memblokir transmisi virus 

dengue sekaligus menghalangi peningkatan efek dari saliva. Kemungkinan ini 

memberikan alasan yang kuat untuk mempelajari protein imunomodulator dari saliva 

Ae aegypti karena berpotensi sebagai pendekatan paling strategis untuk 

mengendalikan penyakit DBD yang hingga saat ini belum ditemukan vaksinnya.  

 

Tabel 2.1 Protein rekombinan haematophagus saliva Arthropoda dan aplikasi imunologinya 

 
Protein 

names 

Organism Additional 

Information 

MW 

[kDa] 

Application 

rAed a1 Aedes aegypti Salivary apyrase 68 Allergy 

rAed a2 Aedes aegypti Belong to the D7 

family 

37 Allergy 

rAed a3 Aedes aegypti 30 kDa salivary gland 

allergen 

30 Allergy 

Procalin Triatoma protracta Belong to the 

lipocalin family 

20 Allergy 

Arg r1 Argas reflexus Belong to the 

lipocalin family 

17 Allergy 

Der-p2 Ixodes ridnus Dermathophagoides 

Pteronyssinus 

allergen like 

15.6 Allergy 

Tag5 Glosina m. marsitans Tsetse Antigen 28.9 Allergy 

Maxadilan Lutzomyla longipalpis - 9.5 Vaccine candidate 

SP15 Phlebotomus papatasi - 15 Vaccine candidate 

rLIM19 Lutzomyla longipalpis - 11 Vaccine candidate 

Salp15 Ixodes scapularis - 14.7 Vaccine candidate 

gSG6 Anopheles gambiae - 10 Immunological 

marker of exposure 

rTC Anopheles gambiae Calreticulin 47.5 Immunological 

marker of exposure 

rLM11 Lutzomyla longipalpis Yellow-related 

protein 

43 Immunological 

marker of exposure 

rLM17 Lutzomyla longipalpis Yellow-related 

protein 

45 Immunological 

marker of exposure 

(Sumber: Fontaine et al., 2011). 



 

 

 

BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dimulai pada bulan April sampai dengan September 2012, 

bertempat di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Biologi Dasar lantai 2, 

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), 

Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 Alat-alat yang dipergunakan pada penelitian ini meliputi mikropipet, 

eppendorf, eppendorf filter 10 KDa, mikrotip, micropipette, refrigerator, refrigerated 

centrifuge, vortex, handscone, perangkat alat Sodium Dodecyl Sulphate 

Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), perangkat alat Western Blot, 

micropistille, water sonicator, jarum diseksi, mikroskop stereo.  

 Bahan-bahan yang dipergunakan terdiri atas nyamuk Ae. aegypti, Chloroform 

(EMSURE
®
), etanol (EMSURE

®
), Phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF), 

Acrilamide/ Bis-acrilamide 37:1 ratio (Sigma), buffer elektroda, buffer sampel, 

Coomassie Blue R-250, 40% (v/v) metanol (EMSURE
®
), 10% (v/v) asam asetat 

glasial, 10% APS, TEMED (Nacalai Tesque). Phosphat Buffer Saline (PBS) pH 7,4, 

Tris Buffer Saline (TBS) pH 7,4, buffer transfer pH 8,3, Phosphatase Substrate (1-

Component) (KPL), buffer lisis, marker protein (Pro-stain INTRON), membran 

Polyvinylidene Difluoride (PVDF) (Macherey-Nagel), Affinity Purified Antibody 

Phosphatase Labeled Goat anti-Human IgG (H+L) (KPL), plasma darah manusia 

(sehat endemik, pasien DBD, dan sehat non endemik), ddH2O.  
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3.3 Prosedur Penelitian 

 Adapun prosedur dalam penelitian ini adalah dimulai dengan preparasi alat, 

rearing Ae. aegypti, isolasi kelenjar saliva Ae. aegypti, Ektraksi protein kelenjar 

saliva Ae. aegypti, preparasi plasma darah, optimasi Dot Blot, analisis SDS-PAGE 

dan analisis Western Blot. Secara detail prosedur penelitian akan dijelaskan sebagai 

berikut:  

 

3.3.1 Preparasi Alat 

Meja tempat kerja dibersihkan menggunakan etanol 90%. Seluruh glassware 

dan plasticware disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 120
o
C selama 15 menit. 

 

3.3.2 Rearing Ae. aegypti   

Nyamuk Ae. aegypti yang digunakan merupakan hasil rearing yang dilakukan 

dalam ruang insektarium bersuhu ± 28
o
C (suhu ruang). Kegiatan rearing diawali 

dengan pengumpulan larva nyamuk Ae. aegypti yang diambil dari kontainer-

kontainer air buatan manusia. Larva selanjutnya dipindahkan dalam nampan plastik 

(tray) untuk dipelihara hingga berubah menjadi pupa. Larva diberi makanan berupa 

campuran dog foot dan pelet ikan. Kemudian pupa di ambil dengan pipet plastik dan 

dipindah ke dalam cawan pupa. Kemudian cawan pupa dimasukkan ke dalam 

kandang koloni hingga menjadi nyamuk dewasa. Di dalam kandang koloni dilengkapi 

dengan cawan lain sebagai tempat bertelur nyamuk yang berisi air dan dilengkapi 

dengan kertas saring berukuran (3x5) cm
2
 dan disusun melingkar menutupi bibir 

mangkuk. Selain itu juga terdapat larutan sukrosa 10% sebagai makanan nyamuk 

jantan dan seekor marmut yang diletakkan pada kandang kecil untuk dihisap 

darahnya oleh nyamuk betina. Nyamuk diambil dari dalam kandang koloni 

menggunakan alat aspirator lalu dimasukkan dalam gelas plastik dan ditutup dengan 

kain kasa pada bagian atasnya untuk diisolasi kelenjar salivanya.  
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3.3.3 Isolasi kelenjar saliva Ae. aegypti   

Nyamuk dimasukkan dalam gelas plastik dan dibius dengan chloroform. 

Sebelum dibedah, terlebih dahulu nyamuk diidentifikasi jenis kelamin dan 

spesiesnya. Identifikasi jenis kelamin dapat dibedakan dari banyak atau tidaknya 

rambut pada antena nyamuk. Identifikasi spesies dilakukan dengan cara melihat 

bagian pola sisik garis pada tubuh bagian dorsal toraks nyamuk (nampak 2 garis 

sejajar yang diapit dengan garis melengkung pada kedua sisinya) untuk memastikan 

bahwa nyamuk yang dibedah adalah Ae. aegypti. Selanjutnya diatas gelas benda steril 

diteteskan 50 µL NaCl 0.5% dan nyamuk dibedah secara microdissection 

menggunakan jarum diseksi. Kelenjar saliva Ae. aegypti berada di bagian antara 

toraks dan kepala nyamuk. Dua jarum diseksi diletakkan di bagian toraks dan kepala 

Ae. aegypti lalu secara perlahan tarik kepala hingga terlepas dari toraks. Apabila 

tarikan benar, maka akan tampak lobus-lobus kelenjar saliva berwarna bening ikut 

serta saat bagian kepala ditarik. Kemudian kelenjar saliva dipisahkan dari badan 

lemak atau jaringan lain apabila belum bersih. Kelenjar saliva kemudian diambil 

secara perlahan dengan menggunakan jarum diseksi. Kelenjar saliva dikumpulkan 

dalam eppendorf steril yang telah diisi 100µL PMSF dalam PBS steril dan disimpan 

pada suhu -80°C hingga dibutuhkan. 

 

3.3.4 Ektraksi Protein Kelenjar Saliva Ae. aegypti 

  Kelenjar saliva Ae. aegypti yang telah diisolasi secara microdissection pada 

tubuh nyamuk bagian toraks ditambahkan dengan buffer lisis (perbandingan 1:1). 

Kemudian sampel dihomogenisasi dengan micropistille sampai jaringan kelenjar 

saliva hancur. Sampel divortex sejenak dan disentrifus (spin) sebanyak 3x. Sampel 

diamati sejenak dibawah mikroskop stereo untuk memastikan bahwa jaringan 

kelenjar saliva benar-benar sudah hancur. Setelah itu sampel disonikasi menggunakan 

water sonicator selama 30 menit. Kemudian sampel disentrifus 9000 x g selama 15 

menit pada suhu 4 °C. Supernatan dan pelet dipisahkan, lalu supernatan disimpan 

pada suhu -80°C sebagai stok protein. Sampel ditambahkan  buffer sampel 
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(perbandingan 1:1). Sampel dipanaskan selama 5 menit sebelum dilakukan uji SDS-

PAGE.  

 

3.3.5 Preparasi Plasma Darah  

Ethical clearance dan inform consent yang digunakan dalam penelitian ini 

telah disetujui oleh komisi etik dari Fakultas Kedokteran Universitas Jember 

(terlampir). Sampel darah manusia diambil dari orang sehat di wilayah endemik, 

orang sehat dari wilayah non endemik, dan pasien DBD. Penentuan kawasan endemik 

dan non endemik berdasarkan data kejadian DBD dari Dinas Kesehatan Kabupaten 

Jember. Sedangkan penentuan pasien positif DBD berdasarkan diagnosis dokter dan 

hasil uji laboraturium di Rumah Sakit (terlampir). Pengambilan sampel darah 

dilakukan dari pembuluh darah vena brachial di lengan. Lima orang sehat dari 

wilayah endemik dan non endemik diambil sampel darahnya sebanyak @ 3 mL, 

sedangkan lima pasien DBD diambil darahnya sebanyak @ 2 mL. Darah ditampung 

dalam vakutainer yang sudah diberi anti-koagulan. Kemudian sampel darah 

didiamkan 15-45 menit, setelah itu lapisan bening paling atas diambil dan disentrifus 

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

merupakan plasma darah. Lima sampel plasma darah orang sehat dari wilayah 

endemik digabung menjadi satu demikian pula dengan lima sampel plasma darah 

orang sehat non endemik dan pasien DBD. Sampel plasma darah di simpan pada suhu 

-80°C. 

 

3.3.6 Optimasi Dot Blot 

Membran Polyvinylidene Difluoride (PVDF) (4 potongan membran @ 2,5 x 

2,5 cm
2
 direndam dalam metanol ± 1 menit. Kemudian membran direndam 5 menit 

dalam buffer transfer lalu dikeringanginkan. Sampel protein kelenjar saliva diteteskan 

di atas membran masing-masing sebanyak 10 µl dan dibiarkan hingga kering. 

Membran yang telah kering diinkubasi dalam “skim milk” 5% yang terlarut dalam 

TBS selama 30 menit on shaker. Kemudian membran dicuci dengan 3 x 50 mL TBS 
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masing-masing selama 5 menit. Setelah itu membran direndam dengan “skim milk” 

5% terlarut dalam TBS yang telah ditambahkan antibodi primer (plasma darah 

manusia) dengan perbandingan 1:5000 (v/v). Dari 3 potongan membran masing-

masing ditambahkan antibodi primer yang berbeda-beda (plasma darah orang sehat 

endemik, pasien DBD, dan orang sehat non endemik) dan satu potongan membran 

sebagai kontrol negatif (tanpa ditambahkan antibodi primer). Setelah itu semua 

membran diinkubasi on shaker selama 2 jam pada suhu ruang. Kemudian membran 

dicuci dengan 3 x 50 mL TBS masing-masing selama 5 menit. Proses selanjutnya, 

membran direndam dengan “skim milk” 5% terlarut dalam TBS yang telah 

ditambahkan antibodi sekunder (anti-Human IgG) dengan perbandingan 1:5000 (v/v) 

dan diinkubasi on shaker selama 2 jam. Sebelum pewarnaan, membran dicuci dengan 

3 x 50 mL TBS masing-masing selama 5 menit lalu membran dikeringanginkan. 

Pewarnaan dilakukan dengan pemberian  BCIP/NBT 1-Component sebanyak 5 mL 

selama 5-10 menit. 

 

3.3.7 Analisis SDS-PAGE  

 Sampel protein dielektroforesis dengan analisis SDS-PAGE menggunakan 

Separating Gel 12% dan Stacking Gel 4%. Sebanyak 20 µL sampel protein 

dimasukkan kedalam sumuran gel. Elektroforesis dilakukan selama 60 menit, 125 V, 

pada suhu ruang dalam buffer elektroda 1x pH 8,3. Selanjutnya dilakukan pewarnaan 

gel menggunakan larutan pewarna staining selama 60 menit dan dilanjutkan 

destaining dan difotoforesis. 

 

3.3.8 Analisis Western Blot 

Analisis Western Blot dilakukan setelah protein dipisahkan berdasarkan berat 

molekulnya dengan metode SDS-PAGE. Gel akrilamid hasil elektoforesis direndam 

terlebih dahulu dalam buffer transfer sebelum ditransfer ke membran. Begitu pula 

membran PVDF dan 4 lembar kertas Whatman dengan ukuran yang sama dengan gel 

direndam juga dalam buffer transfer. Kemudian dibuat tumpukan menyerupai 
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sandwich tersusun atas busa, 2 lembar kertas Whatman, gel akrilamid hasil SDS-

PAGE, membran PVDF, 2 lembar kertas Whatman, dan busa. Diantara tumpukan 

diatas harus rapat dan tidak ada gelembung udara. Protein pada gel akrilamid hasil 

SDS-PAGE ditransfer ke membran PVDF melalui aliran listrik sebesar 220 mA 

selama 120 menit pada suhu 4
o
C. Proses inkubasi dengan antibodi primer dan 

sekunder serta pewarnaan pita protein sama dengan prosedur Dot Blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Dalam penelitian ini nyamuk Ae. aegypti yang digunakan merupakan hasil 

rearing yang diawali dengan pengumpulan larva di lapangan. Pengambilan larva 

dilakukan di wadah-wadah penampung air/ kontainer buatan manusia yang 

merupakan habitat potensial bagi larva Ae. aegypti (Gratz, 1993). Sebanyak 800 

pasang kelenjar saliva Ae. aegypti betina berhasil diisolasi dari tubuh nyamuk bagian 

toraks menggunakan teknik microdissection (Bruce-Chwatt, 1980). Sepasang kelenjar 

saliva nyamuk masing-masing terdiri atas tiga lobus, yaitu 2 lobus lateral dan 1 lobus 

medial (Gambar 4.1). Masing-masing lobus kelenjar saliva diketahui mensintesis 

protein yang berbeda-beda, misalnya lobus medial yang memproduksi sialokinin, 

protein vasodilator, angiopoietin, dan lektin, sementara lobus lateral bagian distal 

yang memproduksi serpin, apirase, purin nukleosidase yang kesemuanya berperan 

dalam proses haematophagus (Juhn et al., 2011).  

 

 
 

Gambar 4.1   Morfologi kelenjar saliva Ae. aegypti betina; (A) Lobus medial; (B) 

Lobus lateral; (C) Duktus salivarius (menggunakan Olympuss stereo 

mikroskopi, pembesaran 400x, kamera: Sony Cybershoot DSC W30). 
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Dot Blot dilakukan sebagai pemeriksaan awal keberadaan protein kelenjar  

saliva Ae. aegypti yang dapat dikenali dan berikatan dengan beberapa sampel plasma 

darah manusia. Dari hasil optimasi Dot Blot nampak adanya lingkaran kelabu pada 

membran kecuali pada kontrol negatif seperti yang terlihat pada Gambar 4.2. Hasil ini 

menunjukkan bahwa protein kelenjar saliva Ae. aegypti dapat dikenali dan berikatan 

dengan sampel plasma darah orang sehat endemik, pasien DBD dan orang sehat non 

endemik meskipun intensitas warna lingkaran kelabu pada ketiga membran berbeda. 

Untuk mengetahui berat molekul dari protein kelenjar saliva yang dapat dikenali dan 

berikatan dengan plasma darah manusia maka dilakukan analisis SDS-PAGE dan 

dilanjutkan dengan analisis Western Blot. 

 

 

Gambar 4.2  Hasil visualisasi Dot Blot, membran PVDF diinkubasi dengan plasma darah 

;(a) pasien DBD; (b) orang sehat endemik; (c) orang sehat non endemik; (d) 

kontrol negatif (kamera: Sony Cybershoot DSC W30). 

 

            Informasi mengenai identitas dan fungsi dari protein-protein yang terdapat 

dalam kelenjar saliva Ae. aegypti ternyata masih sedikit. Sejauh ini telah dilakukan 

karakterisasi beberapa protein kelenjar saliva Ae. aegypti baik secara transkriptomik 

maupun proteomik. Melalui pendekatan transkriptomik dan proteomik dapat 

dimungkinkan melakukan analisis kelenjar saliva untuk menentukan senyawa dan 

fungsi protein penyusun kelenjar saliva Ae. aegypti. Sebagai contoh penelitian yang 

dilakukan Almeras et al., (2010) telah mengidentifikasi 120 jenis protein kelenjar 

saliva Ae. aegypti dan 15 jenis berhasil diidentifikasi sebagai protein sekretoris yang 
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terlibat dalam proses blood feeding. Beberapa protein diantaranya telah dilaporkan 

oleh peneliti sebelumnya.  

Dari hasil SDS-PAGE nampak beberapa pita protein dengan berat molekul 

yaitu    136, 122, 77, 63, 59, 55, 49, 40, 37, 24, 22, dan 20 kDa (perhitungan terlampir) 

seperti yang terlihat pada Gambar 4.3. Jika dibandingkan ternyata pita-pita protein 

yang tampak dari hasil penelitian ini memiliki kisaran berat molekul protein yang 

mendekati dengan hasil penelitian transkriptomik dan proteomik terdahulu seperti 

yang terlihat pada Tabel 4.1. Hal ini menunjukkan bahwa pita protein yang nampak 

dari hasil visualisasi SDS-PAGE pada penelitian ini relevan dengan protein-protein 

yang memang terdapat pada kelenjar saliva Ae. aegypti hasil penelitian sebelumnya.  

 

 

Gambar 4.3 Hasil visualisasi SDS-PAGE,  (SG) protein 100 pasang kelenjar saliva Ae. 

aegypti betina; (M) marker (Pre-stain Intron) (kamera: Sony Cybershoot 

DSC W30). 



23 
 

Tabel 4.1 Komparasi profil protein kelenjar saliva Ae. aegypti dalam penelitian ini    

dengan hasil penelitian terdahulu. 
 

Kisaran berat molekul protein 

yang teridentifikasi dalam 

penelitian ini 

Nama dan berat molekul 

tentatif protein dari 

identifikasi terdahulu (*) 

Fungsi tentatif 

protein yang sudah 

teridentifikasi 

122, 136 kDa SGS (a, b) 

110 - 270 kDa 

Spesifik Aedes 

Imunogenik 

77 kDa Dengue virus binding 

protein (d) 

77 kDa 

Mediator pengikatan 

virus dengue dalam 

kelenjar saliva nyamuk 

63 kDa Apyrase (a, e, g) 

63 - 68 kDa 

Antikoagulan 

(antiplatelet) 

59 kDa Dengue virus binding 

protein (d) 

58 kDa 

Mediator pengikatan 

virus dengue dalam 

kelenjar saliva nyamuk 

55 kDa Aspartate ammonia lyase 

54,78 kDa (a) 

Anti-hemostasis   

49 kDa Succinyl-coa synthetase 

beta chain (a) 

48,64 kDa 

Allergen 

40 kDa Serpin (a, j) 

40 - 47 kDa 

Antikoagulan 

37 kDa D7 Family (a, c, f, h, i, j) 

15 - 37 kDa 

Vasodilator, 

antikoagulan, 

imunomodulator 

24 kDa Putative 30 kDa Allergen-

like protein (a) 

23,79 kDa 

Allergen 

22 kDa Calcium-binding protein, 

putative (a) 

22,12 kDa 

Mediator pengikatan 

kalsium dalam kelenjar 

saliva nyamuk 

20 kDa Myosin light chain 1, 

putative (a) 

18,30 kDa 

Belum diketahui 

fungsinya 

 

(*)  Keterangan referensi tabel: (a) Almeras et al., 2010;  (b) Scheider et al., 2004; (c) James 

et al., 1994; (d) Lormeau & Mai, 2009; (e) Champagne et al., 1995; (f) Fontaine et al., 

2011; (g) Wasinpiyamongkol et al., 2010; (h) Valenzuela et al., 2002; (i) Calvo et al., 

2006; (j) Ribeiro et al., 2007. 

  

Western Blot dilakukan untuk menentukan berat molekul protein target 

kelenjar saliva Ae. aegypti yang dapat dikenali dan berikatan dengan antibodi dalam 
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plasma darah orang sehat endemik, non endemik dan pasien DBD. Dari hasil 

visualisasi Western Blot terlihat bahwa antibodi di dalam plasma darah orang sehat 

dari wilayah endemik dapat mengenali salah satu protein kelenjar saliva Ae. aegypti 

dengan berat molekul   37 kDa. Hal ini ditunjukkan dengan munculnya pita protein 

hanya pada membran yang diinkubasi dengan sampel plasma darah orang sehat dari 

wilayah endemik seperti yang terlihat pada Gambar 4.4.  

 

 

Gambar 4.4 Hasil visualisasi Western Blot, nampak satu pita protein kelenjar saliva Ae. 

aegypti             pada membran yang diinkubasi dengan plasma darah 

orang sehat dari wilayah endemik sedangkan  membran yang diinkubasi 

dengan plasma darah orang sehat non endemik dan pasien DBD tidak 

nampak pita protein; (M) Marker (Pre-stain Intron) (kamera: Sony 

Cybershoot DSC W30). 

 

Protein yang dikenali antibodi dalam plasma darah orang sehat dari wilayah 

endemik tidak dikenali oleh antibodi di dalam plasma darah pasien DBD dan orang 

sehat dari wilayah non endemik. Ada beberapa faktor yang mempengaruhi hasil ini, 

diantaranya adalah efisiensi transfer protein dari gel akrilamid ke membran PVDF. 
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Adanya kemungkinan hanya sebagian protein kelenjar saliva Ae. aegypti yang 

tertransfer dari gel akrilamid ke membran PVDF dapat menyebabkan antibodi dalam 

plasma darah pasien DBD dan orang sehat non endemik tidak mampu mengenali 

protein kelenjar saliva Ae. aegypti. Faktor lain yang mempengaruhi hasil ini adalah 

kemungkinan rendahnya titer protein kelenjar saliva Ae. aegypti yang digunakan 

sehingga ketika proses inkubasi antibodi dalam plasma darah pasien DBD dan orang 

sehat non endemik tidak mampu mengenali protein kelenjar saliva Ae. aegypti. 

Efisiensi transfer protein dan pengukuran titer protein sangat mempengaruhi hasil 

akhir dari analisis Western Blot (Urban et al., 2007).  

Kemungkinan lain adalah memang ada protein-protein yang tidak dikenali  

antibodi dalam plasma darah orang sehat non endemik tetapi dapat dikenali antibodi 

dalam plasma darah orang sehat endemik. Penelitian yang dilakukan Orlandi et al. 

(2007) menunjukkan bahwa antibodi dalam plasma darah orang sehat dari wilayah 

non endemik tidak mengenali protein kelenjar saliva Ae. aegypti. Hal ini 

dimungkinkan karena respon antibodi penduduk non endemik tidak spesifik terhadap 

saliva Ae. aegypti sehingga tidak menujukkan adanya reaksi silang antigen-antibodi. 

Selain itu dimungkinkan juga karena rendahnya titer antibodi anti-saliva Ae. aegypti 

dari penduduk di wilayah non endemik.  

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa didalam plasma darah orang sehat 

dari wilayah endemik terdapat antibodi yang mengenali potein kelenjar saliva Ae. 

aegypti yang diduga berkaitan dengan resistensinya terhadap virus dengue. Protein 

spesifik yang dikenali oleh plasma darah orang dari wilayah endemik tersebut 

memiliki berat molekul ~ 37 kDa. Keberadaan protein spesifik tersebut menunjukkan 

bahwa di dalam tubuh penduduk endemik telah berkembang antibodi terhadap protein 

kelenjar saliva Ae. aegypti. Orang sehat di wilayah endemik lebih sering terpapar oleh 

saliva Ae. aegypti sehingga didalam tubuhnya terbentuk protein anti-saliva yang 

diindikasikan penting untuk resistensi terhadap virus dengue. Hal ini didukung 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Cornelie et al. (2007) pada penduduk endemik 

malaria yang mengembangkan protein (antibodi) anti-saliva Anopheles gambiae 
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dalam tubuhnya karena adanya paparan secara berulang saliva Anopheles gambiae di 

wilayah endemik.  

Selain dalam kasus Malaria diatas, penelitian lain mengenai pengembangan 

resistensi alami penduduk endemik akibat tingginya frekuensi terpapar saliva vektor 

penyebar penyakit sebagian telah dilakukan. Salah satu contohnya adalah penelitian 

yang dilakukan oleh Kamhawi et al. (2000). Penelitian tersebut menunjukkan bahwa 

paparan secara berulang saliva Phlebotomus papatasi dapat menyebabkan penduduk 

endemik menjadi resisten terhadap penyakit Leishmania mayor karena adanya 

peningkatan sitokin-sitokin yang berkaitan dengan imunitas seluler. 

Penelitian yang dilakukan Peng & Simons (2004) telah mendeskripsikan 

beberapa protein sekretoris kelenjar saliva Ae aegypti sebagai protein yang dapat 

memodulasi respon imun inang meliputi kelompok protein D7, adenosin deaminase 

(ADA), purin hidrosilase, apirase, 30 kDa alergen. Protein dengan berat molekul ~ 37 

kDa dalam penelitian ini diduga termasuk dalam kelompok protein famili D7. 

Kelompok protein famili D7 merupakan protein sekretoris yang pertama kali 

dilaporkan ada pada kelenjar saliva Ae. aegypti (James et al., 1991). D7 merupakan 

protein yang berperan dalam menghambat aksi amina biogenik seperti serotinin, 

histamin, norepineprin yang bertanggung jawab dalam proses blood feeding. Protein 

famili D7 telah diakui secara spesifik dinyatakan terdapat dalam kelenjar saliva 

Diptera dewasa (Calvo et al., 2006). Gen D7 mengkodekan protein sekretori yang 

utamanya disintesis dalam kelenjar saliva nyamuk betina (James et al., 1991).  

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa didalam tubuh orang sehat endemik 

terbentuk antibodi terhadap protein spesifik ~ 37 kDa dan diduga menyebabkan 

resistensinya terhadap infeksi virus dengue. Apabila dikembangkan anti terhadap 

protein spesifik ~ 37 kDa (immunomodulator putatif) maka hal ini merupakan suatu 

terobosan penting untuk memblok transmisi dan infeksi virus dengue sehingga 

merupakan kandidat target potensial untuk pengembangan TBV DBD. Oleh karena 

itu, perlu adanya studi lanjutan untuk mengidentifikasi secara molekuler dan menguji 

aktivitas dari protein spesifik ~ 37 kDa tersebut. 



 
 

 

BAB. 5 PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

           Hasil SDS-PAGE dari protein kelenjar saliva Ae. aegypti menunjukkan adanya 

beberapa pita protein dengan berat molekul ~ 136, 122, 77, 63, 59, 55, 49, 40, 37, 24, 

22, dan 20 kDa. Dari hasil Western Blot dapat diketahui bahwa protein spesifik yang 

dikenali antibodi dalam plasma darah orang sehat endemik tersebut memiliki berat 

molekul ~ 37 kDa. Protein spesifik ini diduga berperan penting dalam resistensi 

penduduk endemik terhadap infeksi virus dengue. Penelitian ini menunjukkan 

pentingnya hubungan antara inang dan vektor untuk mengembangkan strategi terpadu 

dalam mengevaluasi paparan saliva Ae. aegypti dan untuk menekan risiko DBD.  

 

5.2 Saran 

 Perlu adanya peningkatan efisiensi transfer protein dari gel akrilamid ke 

membran PVDF dan perlu dilakukannya pengukuran titer protein kelenjar saliva yang 

akan digunakan agar hasil akhir dari analisis Westen Blot menjadi maksimal. 
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A. KOMPOSISI LARUTAN DAN BUFFER 

 

A. 1 Elektroforesis SDS-PAGE 

a. Akril/ bis-Ak. 40% : 37 gr akrilamid; 1 gr bisakrilamid; dilarutkan 

dalam akuades sampai 100 mL. 

b. Buffer elektroda 1x : 3 gr Trisma basa, 14,4 gr glisin, 0,1% (b/v) SDS; 

dilarutkan dalam 800 mL akuades dan pH diatur 

hingga 8,3 kemudian ditambahkan akuades 

sampai volume total 1 L. 

c. Buffer sampel : 1 mL 0,5 M Tris-HCl pH 6,8; 0,8 ml gliserol 50% 

(v/v); 1,6 mL SDS 10% (b/v); 0,4 mL 2-ß 

mercaptoethanol; bromphenol blue 1% (b/v); 

dilarutkan dalam akuades sampai volume 8 mL. 

d. Larutan Staining : 1 gr Coomassie brilliant blue R-250; 450 mL 

metanol; 450 mL akuades; 100 mL asam asetat 

glasial. 

e. Larutan Destaining : 50% (v/v) akuades; 40% (v/v) metanol; 10% (v/v) 

asam asetat glasial.  

 

Komposisi bahan untuk gel pada SDS-PAGE 

                       Jenis gel 

Bahan 

Separating Gel 

12% 

Stacking Gel 

4% 

Akril/ Bis-Ak. 40% 3 mL 0,997 mL 

1,5 M Tris HCl pH 8,8 2,5 mL - 

0,5 M Tris HCl pH 6,8 - 2,5 mL 

10% SDS 100 µL 100 µL 

H2O 4,34 mL 6,423 mL 

APS 10% 50 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 10 µL 
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A. 2 Ekstraksi Protein Kelenjar Saliva Nyamuk 

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

NaOH; 10 mM NaCl; 1% Nonidet P-40. 

 

A. 3 Dot blot dan Western blot 

a. TBS : 8,77 gr NaCl; 0,2 gr KCl; 3,02 gr Trisma basa; 

dilarutkan dalam 800 ml akuades dan pH diatur 

hingga 7,4 kemudian ditambahkan akuades sampai 

volume total 1 L. 

b. Buffer Transfer : 39 mM glisin; 48 Mm Trisma basa; 0,037% (b/v) 

SDS; 20% methanol (v/v) ditambahkan akuades 

sampai 1 L, diatur pH 8,3.  

c. BCIP/NBT 

(pewarna) 

: Phosphatase Substrate (1-Component) (KPL) 100 

mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

B. PENENTUAN BERAT MOLEKUL PROTEIN 

 

 

 

X 

(Jarak migrasi 

marker) 

 

Y 

(Log BM 

marker) 

 

X1 

(Jarak migrasi 

sampel) 

y = - 0,1514x+5,2246 
BM sampel 

(Da) 

 0,20 5,29 0,60 5,13 136.069,25 

1,00 5,06 0,90 5,08 122.557,53 

1,80 4,95 2,20 4,89 77.896,86 

2,50 4,78 2,70 4,81 63.436,49 

3,10 4,66 3,00 4,77 58.938,62 

4,20 4,57 3,20 4,74 54.969,27 

5,30 4,41 3,50 4,69 49.510,80 

6,80 4,26 4,10 4,60 40.166,13 

8,40 3,95 4,40 4,55 36.177,62 

  5,60 4,37 23.810,03 

  5,80 4,34 22.206,49 

  6,00 4,31 20.710,94 
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C. SURAT PERSETUJUAN KODE ETIK 
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D. INFORMED CONSENT 

 

Penjelasan untuk Mengikuti Penelitian Berjudul  

Pengembangan Vaksin Yang Menghambat Transmisi (Penyebaran) Dengue 

 

 
1. Kami adalah Dr. rer. nat Kartika Senjarini, Dra. Rike Oktarianti M.Si., dan dr. Yunita 

Armiyanti, M.Kes., staf peneliti dari Fakultas MIPA dan Fakultas Kedokteran dari 

Universitas Jember, dengan ini meminta bapak/ibu untuk berpartisipasi dengan 

sukarela dalam penelitian yang berjudul Pengembangan Transmission Blocking 

Vaccine (TBV) Melawan Dengue. 

2. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan protein dari kelenjar ludah 

(saliva) nyamuk yang bersifat imunogenik sebagai bahan vaksin, sehingga hasil 

penelitian ini dapat memberi manfaat berupa vaksin dengue yang dapat mencegah 

penyebaran penyakit dengue/demam berdarah. Penelitian ini akan berlangsung selama 

kurang lebih lima tahun dengan sampel berupa kelenjar ludah nyamuk Aedes aegypti 

vektor dengue dan darah penduduk di wilayah endemis demam berdarah. 

3. Prosedur pengambilan sampel darah dari penduduk di wilayah endemis adalah dengan 

menggunakan spuit disposable steril 3 ml atau 10 ml untuk mengambil darah dari 

pembuluh vena brachialis di lengan. Cara ini mungkin akan menyebabkan rasa nyeri 

di tempat suntikan, tetapi bapak/ ibu tidak perlu khawatir karena tidak akan 

menimbulkan dampak apapun setelah pengambilan darah karena dilakukan secara 

aseptis. 

4. Keuntungan yang bapak/ ibu peroleh dengan keikutsertaan bapak/ ibu dalam penelitian 

kami adalah bapak/ ibu telah berperan nyata dalam mewujudkan vaksin dengue yang 

dapat mencegah penyebaran DBD, sehingga dapat menanggulangi dan mengeliminasi 

penyakit DBD di wilayah bapak/ ibu. 

5. Seandainya bapak/ ibu tidak menyetujui cara ini, maka bapak/ ibu boleh tidak 

mengikuti penelitian ini sama sekali. Untuk itu bapak/ ibu tidak akan dikenai sanksi 

atau konsekuensi apapun. 

6. Nama dan jatidiri bapak/ ibu akan tetap dirahasiakan. 
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E. DATA DINAS KESEHATAN KABUPATEN JEMBER 
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F. CONTOH DATA DIAGNOSIS PASIEN DBD 

 

F. 1 Anamnesa dan Diagnosa 

 Gejala awal pasien mengalami demam mendadak tinggi, sakit kepala, adanya 

bintik-bintik merah dikulit, mimisan, nyeri perut, muntah-muntah, diare, nyeri otot, 

nyeri tulang, tinja berwarna hitam. 

 

F. 2 Uji Laboraturium 

No. Parameter  Nilai Normal Nilai Uji darah Pasien 

1. HGB [g/dL] L = 13,0 – 18,0 

P = 11,5 – 16,5 

15,1 

2. RBC [10^6/µL] L =   4,5 –   5,5 

P =   4,0 –   5,0 

5,37 

3. HCT [%] L = 40,0 – 50,0 

P = 37,0 – 45,0 

45,9 

4. MCV [fL]       82,0 – 92,0 85,5 

5. MCH [pg]       27,0 – 31,0 28,1 

6. PLT [10^3/µL]        150 – 400   38* 

7. WBC [10^3/µL]         4,0 – 11,0 6,14* 

 EO% [%]            0 –  1  0,0* 

 BASO% [%]            0 –  1  0,5* 

 NEUT% [%]          50 –  70 62,5* 

 LYMPH% [%]          20 –  40 25,6* 

 MONO% [%]            2 –  8 11,1* 

 

HGB = Uji kadar hemoglobin 

RBC = Uji kadar eritrosit 

HCT = Uji kadar hematocrit 

MCV, MCH = Uji gejala anemia 

PLT = Uji kadar trombosit 

WBC = Uji kadar leukosit (eusinofil, basofil, neutrofil, limfosit, monosit) 
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