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Abstrak 

 

Malaria sampai saat masih merupakan masalah kesehatan yg utama baik di dunia maupun 

di Indonesia. Diperkirakan 300-500 juta orang di dunia terinfeksi malaria setiap tahun 

dan hampir 3 juta merupakan kasus yang fatal. Berbagai usaha telah dilaksanakan untuk 

menekan penyebaran penyakit ini diantaranya dengan pembuatan vaksin malaria, namun 

hasilnya belum optimal. Vaksin yang tepat untuk pencegahan penyakit malaria adalah 

yang mencakup pencegahan untuk siklus pre-eritrositik, siklus eritrositik dan proses 

transmisi. Perkembangan penelitian yang terbaru menunjukkan saliva nyamuk 

mengandung bahan yang bersifat imunogenik sehingga dapat dimanfaatkan sebagai 

vaksin yang dapat menghambat transmisi (Transmission-Blocking Vaccine (TBV)). 

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan karakterisasi protein Salivary gland 

A.sundaicus dan isolasi RNAnya sebagai template untuk pembuatan pustaka cDNA. 

Telah berhasil dilakukan isolasi salivary gland (SG) dari A. sundaicus. Salivary Grand 

Telah dilakukan SDS PAGE SG untuk melihat profil protein kasar SG guna deteksi awal 

keberadaan imunomodulator. SG kemudian diekstraksi untuk mendapatkan RNA sebagai 

templat untuk pembuatan pustaka cDNA SG A. sundaicus .RNA SG A. sundaicus 

diisolasi dari 80 pasangan salivary gland pairs nyamuk betina dewasa  menggunakan 

Micro-FastTrack mRNA isolation kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Isolasi RNA 

belum menunjukkan signal positif dimungkinkan karena jumlah sampel SG yang 

terbatas. Penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan untuk melakukan karakterisasi 

molekuler dan fungsional komponen saliva nyamuk Anopheles sundaicus yang 

bertanggung jawab sebagai faktor imunomodulator sebagai target potensial dalam 

pengembangan TBV.Oleh karena itu untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan 

sampling kembali A. sundaicus dan isolasi SG yang kemudian dilanjutkan dengan isolasi 

RNA dengan menggunakan metode yang lain. 

 

Kata kunci : kelenjar saliva, imunomodulator, TBV, malaria, A. sundaicus 

 

 

 

 



 

Abstract 

 

 

Malaria is a mosquito-borne disease of world-wide concern as well as in Indonesia 

causing 1.5 to 2.7 millian people dying each year. Many attempts to overcome this 

diasease have been conducted included with vaccine. The ideal malaria vaccine strategy 

should include several stage of parasit life cycles during infection i.e. pre-erithrocytic, 

erithrocytic and transmission. Recently, it has been showed that mosquitoes salivary 

contains components which are immunogenic, thus it would be very potential to serve as 

targets for the development of Transmission-Blocking Vaccine (TBV). The objective of 

this research was to characterize the protein profile of Anopheles sundaicus salivary 

gland and to collect mRNA as template for RT-PCR to construct cDNA library. 

 Salivary gland (SG) of A. sundaicus has been isolated from the mosquitoes following 

landing collection. SDS-PAGE was conducted to elucidate crude protein profile of 

Salivary Gland Extract (SGE) for preliminary detection of the existing of 

immunomodulator proteins. Furthermore, SG was then extracted to collect mRNA as 

template for RT-PCR to construct cDNA library. Protein profile investigation showed 

that there were protein bands corresponding with the putative immunomodulatory 

proteins which are previousely published from Anopheles Salivary Glands.Using Micro-

FastTrack mRNA isolation kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA) showed negative result.  

This research is a preliminary research to moleculary and functionally characterize the 

salivary components from salivary gland of A. sundaicus which are responsible as a 

immunomodulatory factor as a potential target for the development of TBV.Therefore it 

was suggested to use another method instead of using mRNA kit for further isolation of 

RNA from A. sundaicus.  

Keywords : salivary gland, immunomodulator, TBV,malaria, Anopheles sundaicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PENDAHULUAN 

 

Malaria sampai saat masih 

merupakan masalah kesehatan yg utama di 

dunia. Diperkirakan 300-500 juta orang di 

dunia terinfeksi malaria setiap tahun dan 

hampir 3 juta merupakan kasus yang fatal 

(Lou et al, 2001). Keadaan tersebut 

semakin diperparah dengan munculnya 

masalah resistensi baik pada Plasmodium 

sebagi parasit penyebab malaria maupun 

pada nyamuk Anopheles sebagai vektornya 

(Donovan et al, 2007). Di Indonesia, 

malaria masih menjadi masalah kesehatan 

yang besar karena selain merupakan daerah 

endemis, sejak tahun 1997 terjadi 

peningkatan prevalensi di beberapa daerah. 

Pada dekade terakhir ini juga mulai 

muncul resistensi pada beberapa obat 

malaria seperti klorokuin dan sulfadoksin-

pirimetamin (Dachlan 2004).  

Beberapa strategi telah 

dikembangkan untuk mengatasi penyakit 

malaria dengan sasaran pada penyakit atau 

mekanisme transmisinya. Salah satunya 

adalah dengan mengembangkan vaksin 

untuk malaria, namun hasilnya belum 

memuaskan. Siklus hidup parasit malaria 

sangat kompleks dengan melibatkan 

stadium pada manusia yang berakibat 

munculnya penyakit dan stadium pada 

nyamuk yang berperan dalam penularan 

(Lavazec et al, 2007). Oleh karena itu 

masih belum ditemukan vaksin yang bisa 

bekerja secara efektif dan tepat dapat 

mencegah berkembangnya parasit di 

semua stadium. 

Vaksin yang tepat untuk 

pencegahan penyakit malaria adalah yang 

mencakup pencegahan untuk siklus pre-

eritrositik, siklus eritrositik dan proses 

transmisi. Saat ini telah banyak 

dikembangkan vaksin berdasarkan antigen 

pada parasit malaria baik pada siklus pre-

eritrositik maupun siklus eritrositik, namun 

belum memberikan hasil yang optimal. 

Perkembangan penelitian yang terbaru 

menunjukkan saliva nyamuk mengandung 

bahan yang bersifak imunogenik sehingga 

dapat dimanfaatkan sebagai vaksin yang 

dapat menghambat transmisi 

(Transmission-Blocking Vaccine (TBV)) 

(Lavazec et al, 2007). 

Saliva nyamuk mengandung bahan-

bahan yang memudahkan nyamuk untuk 

menghisap darah seperti zat 

antihemostatik, anti-inflamasi dan 

imunosupresi. Keadaan tersebut juga 

memberikan keuntungan bagi agen 

penyakit seperti Plasmodium yang ada di 

dalam saliva untuk masuk ke dalam tubuh 

hospes (Donovan et al, 2007). Sampai saat 

ini belum banyak diteliti zat yang 

berfungsi sebagai imunomodulator dari 

saliva nyamuk dan belum diketahui apakah 

sama untuk semua spesies Anopheles. Jika 

substansi dalam saliva nyamuk mampu 

berperan sebagai imunomodulator maka 

isolasi dan karakterisasi komponen 

tersebut akan merupakan basis bagi 

pengembangan metode untuk 

mengendalikan atau bahkan menghambat 

transmisi dan perkembangan parasit yang 

dibawa oleh nyamuk. Vaksin berbasis 

saliva vektor ini merupakan pendekatan 

baru yang tidak hanya akan melindungi 

inang (manusia) terhadap patogen yang 

dibawa vektor tersebut, lebih jauh lagi 

akan mampu memotong transmisinya. 

Oleh karena itu, komponen dalam saliva 

nyamuk merupakan kandidat penting 

sebagai target pembuatan vaksin 

penghambat transmisi patogen (TBV) 

melawan epidemi malaria.  

 Pada penelitian ini  dilakukan 

melakukan karakterisasi molekuler dan 

fungsional komponen saliva nyamuk 

Anopheles sundaicusi yang bertanggung 

jawab sebagai faktor imunomodulator 

dengan menentukan dan mendapatkan 

sekuen-sekuen cDNA pengkode molekul 

yang diduga berperan sebagai faktor 



imunomodulator pada saliva nyamuk A. 

Sundaicus, sebagai langkah awal dilakukan 

isolasi protein kelenjar saliva A.sundaicus 

untuk melihat profil proteinnya. 

 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini menggunakan desain 

eksperimen murni (true eksperimental) 

dengan melakukan isolasi kelenjar saliva 

nyamuk A.sundaicus sebagai bahan untuk 

karakterisasi molekuler dan karakterisasi 

profil proteinnya.  

 

Koleksi Nyamuk A. sundaicuss dan 

Preparasi Salivary Gland  

Koleksi nyamuk A. subpictus dilakukan 

dengan metode landing collection baik 

indoor (di dalam rumah) maupun outdor 

(di luar rumah) di daerah pantai endemis 

malaria, tepatnya di desa Pathuk, Kec. 

Purwodadi, Purworejo. Metode ini 

menggunakan umpan manusia yang 

dilindungi oleh kelambu dan nyamuk yang 

hinggap di kelambu ditangkap dengan 

menggunakan aspirator.Nyamuk yang 

telah ditangkap dikumpulkan dalam gelas 

kertas yang ditutup dengan kasa dan diberi 

diet air sirup/gula. Sebelum diambil 

kelenjar salivanya, nyamuk betina dewasa 

dimatikan lebih dahulu dengan 

menggunakan chloroform, selanjutnya 

diidentifikasi berdasarkan kunci  

identifikasi Reid (1966).Diseksi kelenjar 

saliva nyamuk betina dilakukan dengan 

cara (Bruce-Chwatt, 1980): (1) meletakkan 

nyamuk di bawah mikroskop stereo pada 

sisi kanan slide, (2) jarum diseksi ditangan 

kiri menekan dengan lembut pada bagian 

toraks dan jarum diseksi di tangan kanan 

menarik bagian kepala dengan perlahan-

lahan, (3) kelenjar saliva yang melekat 

pada bagian kepala (bentuk seperti sosis, 

berupa badan refraktil) dipotong dan 

dipindah ke dalamPBS steril. Kelenjar 

saliva yang telah diisolasi disimpan dalam 

suhu -75°C sampai diperlukan. 

 

Isolasi m-RNA SG Nyamuk A. sundaicus 

mRNA SG A. sundaicus diisolasi dari 80 

pasangan SG salivary gland pairs nyamuk 

betina dewasa pada hari menggunakan 

Micro-FastTrack mRNA isolation kit 

(Invitrogen, San Diego, CA, USA). 

Visualisasi dilakukan pada gel agarosa 

1,1% dengan ethidium bromide (1,5 mg 

ml
–1

). 

 

Isolasi Protein dengan SDS PAGE. 

Ekstraksi protein dilakukan dengan 

memasukkan kelenjar saliva ke dalam 

ependorf dan disentrifus dengan kecepatan 

6000 rpm selama 5 menit. Supernatan yang 

ada dibuang, kemudian ditambahkan 

100µL buffer sample ke dalam ependoft 

dan dibekukan dalam freezer selama 1 

malam. Selanjutnya, ependoft berisi 

sample pun di rebus dalam air mendidih 

selama 5 menit, dan dilanjutkan dengan 

vortex hingga tercampur rata. 

Sementara itu, gel SDS PAGE yang terdiri 

dari  separating gel 12% dan Stacking gel 

disiapkan dalam alat. Sample yang telah 

divortex disuntikkan ke dalam  “suluran” 

yang ada pada gel, dan running dalam 

voltase 200 V selama 30 – 60 menit. Untuk 

melihat hasilnya, maka dilakukan staining 

pada gel-nya selama 30 menit, dilanjutkan 

dengan destaining yang diulang 3x pada 

shaker dengan kecepatan 43 rpm selama 

masing masing 15 menit dan 30 menit. Gel 

pun dilihat pada electrophoresis photo. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Sampling dan Pemetaan Vektor Malaria 

Anopheles sp. 

22 dari 80 spesies Anopheles yang 

ditemukan di Indonesia telah diidentifikasi 

sebagai vektor malaria (DepKes 2009). 

Diantara ke 22 spesies vektor tersebut yang 

berperan penting diantaranya adalah A. 

sundaicus yang merupakan spesies 



Anopheles yang dilaporkan merupakan 

vektor utama malaria di Pulau Jawa dan 

Bali. Sampling untuk mendapatkan isolat 

Anopheles telah dilakukan di 3 lokasi yang 

diduga merupakan atau pernah menjadi 

daerah endemik malaria yaitu di daerah 

Pantai Bande Alit Jember, Pantai 

Watudhodhol Kec. Wongsorejo 

Banyuwangi dan di desa Pathuk, Kel. 

Purwodadi, Kec. Purworejo Salatiga. 

Larva dan nyamuk Anopheles tidak 

ditemukan didaerah laguna Pantai Bande 

Alit Jember. Beberapa faktor yang menjadi 

penyebab diantaranya adalah tempat 

perindukan nyamuk pernah diberi ikan (1), 

laguna yang dekat tepi laut masih 

berhubungan dengan laut, sehingga 

terpengaruhi arus (2), masih turun hujan 

sehingga kondisi perairan laguna 

mengalami pasang surut yang tidak regular 

menyebabkan tidak memungkinkannya 

tempat tersebut digunakan sebagai tempat 

perindukan (3). 

Sampling di laguna daerah Pantai 

Watudhodhol didapatkan banyak larva 

Anopheles (Gambar 2b dan 3a). Larva-

larva tersebut kemudian di bawa ke 

laboratorium Mikrobiologi untuk 

dilakukan rearing skala Laboratorium 

(Gambar 3b).  

Hasil identifikasi berdasarkan kunci 

identifikasi Reid (1968) pada nyamuk yang 

berhasil dibiakkan pada rearing skala 

Laboratorium, menunjukkan bahwa A. 

sundaicus tidak diketemukan pada daerah 

tersebut, namun demikian ditemukan 

keberadaan spesies spesies berikut: A. 

barbitrosis, A. maculatus. A. vagus dan A. 

subpictus. Berbeda dengan penelitian 

Shinta et al. (2005) pada daerah yang 

sama, disamping spesies-spesies tersebut, 

dilaporkan juga ditemukan A. sundaicus, 

A. flavirostris, A. anularis, dan A. 

indefinitus. Namun demikian sampling 

yang mereka lakukan adalah landing 

collection, tidak mengembangkan dari 

larva nyamuknya. Spesies yang tidak 

ditemukan pada sampling kali ini tidak 

mengindikasikan ketidak beradaan spesies 

tersebut, tetapi dimungkinkan ketidak 

mampuan larva untuk aklimatisasi di 

laboratorium kami sehingga banyak larva 

yang mati sebelum berkembang menjadi 

pupa. Mempertimbangkan jumlah nyamuk 

yang dapat dikembangkan dalam skala 

Laboratorium ini sangat sedikit (hanya 

sekitar 5% dari total larva yang 

didapatkan), maka isolat A. sundaicus 

selanjutnya disampling dengan metode 

landing collection dari desa Pathuk, Kel. 

Purwodadi, Purworejo. Identifikasi dari 

nyamuk yang didapatkan dari sampling 

pada daerah tersebut menunjukkan bahwa 

120 diantaranya merupakan spesies A. 

sundaicus betina. 

 

Isolasi Kelenjar Saliva A.sundaicus (SG)  

Isolasi awal kelenjar saliva (SG) A. 

sundaicus dilakukan di Laboratorium 

BPVRT Salatiga. Dari 120 A. sundaicus 

hasil sampling telah berhasil diisolasi 100 

pasang SG dengan microdissection 

(Gambar 2). SG tersebut selanjutnya 

dibekukan dalam PBS dan disimpan di -

20°C untuk pemrosesan selanjutnya.  

 



  

 
 Gambar1. Daerah sampling menggunakan dipper keberadaan larva nyamuk Anopheles 

        Dan pengambilan larva nyamuk Anopheles menggunakan pipet. 

 

Karakterisasi Profil Protein Kelenjar 

Saliva A.sundaicus 

 

Strategi lain telah dilakukan untuk 

mengkonfirmasi keberadaan 

imunomodulator secara langsung pada 

profil protein SG A. sundaicus. Profil 

protein dari A. sundaicus, A. maculatus 

dan A. aconitus diamati dengan 

menggunakan SDS PAGE. Ketiga spesies 

tersebut menunjukkan profil protein yang 

tidak jauh berbeda. Profil tersebut namun 

nampak sangat tipis pada gel hasil 

elektroforesis dimungkinkan karena 

jumlah sampel SG yang masih kurang 

(Gambar 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)                 (B) 

Gambar 2. Proses isolasi kelenjar saliva nyamuk A. sundaicus dengan menggunakan 

mikroskop stereo di BPVRP Salatiga (A) kelenjar saliva nyamuk A. 

sundaicus yang berhasil diisolasi (B) mikroskop stereo Nikon, perbesaran 

8x (cropping closed up), kamera NOKIA N73). 
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(A)                                                                              (B)    

 

 

Gambar 3. Hasil isolasi RNA dengan menggunakan Micro-FastTrack mRNA isolation kit 

(A) metode Trizol reagen, larutan ekstraksi sebelumnya diperlakukan dengan DEPC (B). 

Keterangan : M = marker    1= A. maculatus      2= A.aconitus      3= A.sundaicus 

 

 

Berat molekul dari protein-protein 

dari SG ketiga nyamuk Anopheles tersebut 

adalah antara 90-118 kDa dan 34 kDa. 

Hasil penelitian ini sesuai dengan 

penelitian yang telah dilakukan oleh 

Cornelie et al (2007) pada nyamuk 

An.gambiae yang berhasil mengisolasi 

sekitar 20 polipeptida dengan berat 

molekul 103, 94, 74, 62, 54, 49, 41, 39, 31, 

30, 28, 26, 24, 16, 14, 13,5, dan 12 kDa. 

Dijelaskan pula pita protein yang 

memberikan hasil positif terhadap serum 

anak-anak yang tinggal di wilayah endemis 

pada reaksi imunoblot IgG adalah dengan 

berat molekul 175 dan 72 kDa. Hasil yang 

berbeda bisa didapatkan apabila penelitian 

ini dilanjutkan dengan reaksi 

imunobloting. Keberadaan imunomodula-

tor nantinya akan dideteksi dengan 

mereaksi silangkan profil protein tersebut 

dengan serum dari penderita malaria 

dengan metode Western Blot. Hanya pita-

pita protein dengan berat molekul tertentu 

yang menunjukkan respon positif terhadap 

serum penderita malaria yang kemudian 

diduga sebagai imunomodulator. Profil 

ptotein pada SG nyamuk Anopheles 

nampaknya dapat berbeda-beda pada 

spesies yang berbeda pula. Pada penelitian 

yang dilakukan oleh Jariyapan et al (2007) 

pada nyamuk An.dirus B menunjukkan 

profil protein dari SG yang berbeda, yaitu 

didapatkan pita-pita protein dengan berat 

molekul 63, 44, 43, 35, 33, 30 kDa. 

 

Isolasi mRNA Kelenjar Saliva 

A.sundaicus 

Dua kali isolasi mRNA dari 40 pasang SG 

A. sundaicus dengan menggunakan Micro-

FastTrack mRNA isolation kit (Invitrogen, 

San Diego, CA, USA) menunjukan hasil 

yang negatif dengan A260 mendekati 0 

(0,0001) (Gambar 3a). Selanjutnya karena 

keterbatasan SG dari A. sundaicus yang 

tersedia, maka optimasi isolasi RNA 

dilakukan dengan menggunakan SG dari A. 

M 1 2 

1000 bp 

500 bp 



maculatus dan A. aconitus hasil rearing 

skala Laboratorium di BPVRT Salatiga. 

Optimasi dengan menggunakan SG 

tersebut dengan metode yang sama masih 

menunjukkan hasil yang negatif. 

Selanjutnya digunakan metode isolasi 

RNA dengan metode lainnya yaitu 

menggunakan reagen Trizol (e.g. Calvo et 

al. 2006, 2009). 

Perubahan lainnya yang dilakukan 

juga adalah penambahan DEPC pada PBS. 

Sterilisasi dengan autoklav tidak menjamin 

bahwa RNAse seluruhnya bisa inaktif. 

Penambahan DEPC akan meningkatkan 

inaktivasi RNAse. DEPC akan bereaksi 

dengan gugus amina, hidroksi dan thiol 

pada protein sehingga dapat 

menginaktivasi RNAse dan enzim lainnya 

(Bédad & Jarvis 2005). Namun demikian 

DEPC harus segera di keluarkan dari 

reaksi dengan cara autoklav sekitar 15 

menit karena dapat mengurangi efisiensi 

isolasi RNA karena dapat memodifikasi 

residu purin pada RNA melalui karboksi 

metilasi (Qiagen 2009). Dengan 

menggunakan reagen Trizol dan treatment 

menggunakan DEPC inilah, RNA total 

berhasil diisolasi dari 250 pasang SG A. 

maculatus dan A.aconitus. Konsentrasi 

RNA dengan pengukuran secara 

spektrofotometri pada panjang gelombang 

260 nm adalah 0,824 µg/µl untuk A. 

aconitus dan 0,832 µg/µl untuk A. 

maculatus. Oleh karena keterbatasan SG A. 

sundaicus, maka sampai saat ini masih 

belum dilakukan isolasi RNA dari spesies 

tersebut. Awal Januari direncanakan akan 

melakukan Landing collection kembali 

untuk mendapatkan A. sundaicus dan 

mengisolasi SG sebanyak banyaknya 

sehingga mendapatkan jumlah SG yang 

cukup. Telah dilakukan first strand 

synthesis of ss DNA dan Long Distance 

PCR pada RNA A. aconitus dan A. 

maculatus hasil isolasi tersebut sesuai 

dengan manual pada SMART cDNA library 

construction kit. Pada tahap ini 

menunjukkan signal yang positif, saat ini 

hasil 2 tahap pembuatan pustakan cDNA 

disimpan dalam -20°C untuk perlakukan 

selanjutnya. 

 

 

KESIMPULAN 

 

Telah berhasil dilakukan isolasi salivary 

gland (SG) dari A. sundaicus. SG 

kemudian diekstraksi untuk mendapatkan 

RNA sebagai templat untuk pembuatan 

pustaka cDNA SG A. sundaicus. SDS 

didapatkan pita-pita protein dengan berat 

molekul antara 90-118 kDa dan 34 kDa. 

Isolasi RNA belum menunjukkan signal 

positif dimungkinkan karena jumlah 

sampel SG yang terbatas, namun demikian 

isolasi RNA dari spesies Anopheles 

lainnya berhasil dilakukan dengan 

menggunakan metode Trizol dan DEPC. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Profil protein SG Anopheles pada SDS PAGE 12 %, keterangan : tanda panah 

dalam gambar menunjukkan profil protein SG An.sundaicus  
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