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RINGKASAN

Profil dan Imunogenisitas Protein Kelenjar Saliva Vektor Potensial Demam
Berdarah Dengue (DBD) di Wilayah Endemik Kabupaten Jember; Ratna
Safitri, 141810401043, 2018: 46 halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu masalah kesehatan
yang terus terjadi setiap tahunnya di Indonesia. Virus dengue merupakan
penyebab penyakit DBD yang ditularkan oleh nyamuk. Ae.aegypti merupakan
vektor primer, sedangkan Ae. albopictus sebagai vektor sekunder. Sebagai vektor ,
nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus telah terbukti dapat mentransmisikan
virus dengue ke dalam tubuh manusia melalui proses bloodfeeding. Pada proses
bloodfeeding, kelenjar saliva nyamuk memilki peranan yang sangat penting dalam
mentransmisikan virus dengue karena d dalamnya terdapat beberapa komponen
penting seperti antikoagulan, molekul antiinflamasi dan vasodilator. Komponen-
komponen tersebut dapat menyebabkan terjadinya vasokontraksi dan respon
imun yang meliputi antihistamin, faktor vasodilator, antikoagulan, agregasi
platelet dan faktor imunomodulator.

Pada penelitian sebelumnya menunjukkan protein dengan berat molekul
31 dan 56 kDa dari ekstrak kelenjar saliva Aedes aegypti terbukti sebagai protein
imunogenik. Hasil penelitian tersebut menunjukkan protein sepesifik dengan berat
molekul 31 dan 56 kDa dapat bereaksi silang dengan antibodi pasien DBD dan
penduduk sehat di wilayah endemik. Kemampuan antigen dalam mengenali
antibodi penduduk sehat pada wilayah endemik dapat menjadi indikator adanya
resistensi penduduk terhadap virus dengue. Sebagai vektor sekunder, kelenjar
saliva Aedes albopictus dimungkinkan memiliki kesamaan pada profil protein dan
imunogenisitas proteinnya. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian profil
protein dan imunogenisitas protein dengan melakukan reaksi silang ekstrak
kelenjar saliva nyamuk Aedes albopictus dengan serum pasien DBD, penduduk
sehat dan neonatus penduduk endemik DBD.
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Metode penelitian meliputi landing collection larva Ae.aegypti dan Ae.
albopictus asal Kabupaten Jember. Kemudian dilanjutkan dengan rearing nyamuk
di animal care unit laboratorium zoologi Jurusan Biologi Fakultas MIPA
Universitas Jember. Setelah itu, dilakukan identifikasi morfologi terhadap vektor
potensial dengue. Setelah dilakukan identifikasi morfologi, dilanjutkan dengan
isolasi kelenjar saliva Ae. aegypti dan Ae. albopictus yang dilakukan untuk
mengetahui profil proteinnya dengan analisis SDS-PAGE. Kemudian untuk
mengetahui adanya imunogenisitas protein terutama pada Aedes albopictus,
dilakukan analisis Dot Blot menggunakan ekstrak total kelenjar saliva Aedes
aegypti dan Aedes albopictus. Hasil profil protein yang diperoleh pada Aedes
aegypti dan Aedes albopictus kemudian dikomparasikan dan dilhat perbedaan
serta kesamaan pada berat molekul proteinnya. Sedangkan hasil analisis Dot Blot
yang diperoleh, diamati adanya lingkaran gelap yang menandakan reaksi positf
dan dianalisis menggunakan software imageJ untuk mengetahui densitas warna

pada membran.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu penyakit infeksi
yang dapat ditularkan melalui vektor nyamuk yakni Aedes aegypti sebagai vektor
primer dan Aedes albopictus sebagai vektor sekunder. Patogen dari penyakit ini
adalah virus dengue yang termasuk ke dalam famili Flaviridae, genus Flavivirus
dan terdiri dari 4 serotipe yaitu DEN-1, DEN-2, DEN-3, dan DEN-4
(Christophers, 1960). Nyamuk Aedes memeroleh virus saat menghisap darah
seseorang yang terjangkit virus Dengue dan menularkannya kepada orang yang
sehat. Transmisi terjadi saat proses blood feeding dan keberhasilan transmisi
patogen tersebut menandakan kemampuannya dalam menghindari sistem imun
tubuh inang (Andrade et al, 2005).

Pada proses transmisi patogen, kelenjar saliva merupakan bagian penting
dari siklus penularan virus Dengue. Saliva mengandung beberapa komponen
penting seperti antikoagulan, molekul antiinflamasi dan vasodilator yang
memfasilitasi dalam proses blood-feeding (Andrade, 2005) dalam melepaskan
komponen-komponen yang dapat menyebabkan terjadinya vasokontraksi dan
respon imun Yyang meliputi antihistamin, faktor vasodilator, antikoagulan,
agregasi platelet dan faktor imunomodulator (Titus et al., 2006). Adanya
komponen immunomodulator yang ada pada saliva dapat membantu
mempermudah proses transmisi patogen karena bersifat imunosupresif yaitu
dapat menekan sistem imun didalam tubuh inang (Gillespie et al, 2000). William
et al (2012) menyatakan bahwa setelah terjadinya paparan saliva arthropoda
secara berulang dapat meningkatkan respon imun pada tubuh inang. Titus et al
(2006) juga menyatakan bahwa masyarakat endemik memiliki tingkat imunitas
yang lebih baik dibandingkan masyarakat pendatang dari nonendemik. Dengan
adanya potensi dari saliva vektor arthropoda dalam mencegah transmisi patogen
kedalam tubuh inang, maka perlu dilakukan pengendalian penyakit yang
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disebabkan oleh vektor serangga contohnya pada penyakit DBD.

Penelitian yang dilakukan Oktarianti et al. (2014) menunjukkan protein
dengan berat molekul 31 dan 56 kDa dari ekstrak kelenjar saliva Aedes aegypti
terbukti sebagai protein imunogenik. Hasil penelitian tersebut menunjukkan
protein sepesifik dengan berat molekul 31 dan 56 kDa dapat bereaksi silang
dengan antibodi pasien DBD dan penduduk sehat di wilayah endemik. Sebaliknya
protein tersebut tidak bereaksi silang dengan antibodi penduduk yang belum
pernah terpapar gigitan nyamuk Aedes aegypti. Kemampuan antigen dalam
mengenali antibodi penduduk sehat pada wilayah endemik dapat menjadi
indikator adanya resistensi penduduk terhadap virus dengue. Sebagai vektor
sekunder, kelenjar saliva Aedes albopictus dimungkinkan memiliki kesamaan
pada profil protein dan imunogenisitas proteinnya. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian profil protein dan imunogenisitas protein dengan melakukan
reaksi silang ekstrak kelenjar saliva nyamuk Aedes albopictus dengan serum
pasien DBD, penduduk sehat dan neonatus penduduk endemik DBD.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas diketahui bahwa permasalahan dalam
penelitian ini adalah : bagaimana imunogenisitas protein pada kelenjar saliva

Aedes aegypti dan Aedes albopictus.

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan membandingkan imunogenisitas protein pada
kelenjar saliva Aedes aegypti dengan Aedes albopictus.

1.4 Batasan Masalah
Penelitian ini dibatasi sampai pada tahap analisis imunogenisitas
protein kelenjar saliva Aedes aegypti dan Aedes albopictus secara kualitatif

dengan analisis Dot Blot.
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1.5 Manfaat

Hasil Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
profil protein dan imunogenisitas protein Aedes albopictus sehingga dapat
bermanfaat dalam pengembangan TBV (Transmission Blocking Vaccine) DBD.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Demam Berdarah Dengue

Penyakit Demam Bedarah Dengue terdapat di sebagian besar daerah
tropis dan subtropis seperti Asia Tenggara, Amerika Tengah dan Karibia
(Kurane, 2007). Jumlah kasus tersebut tidak pernah menurun bahkan cenderung
terus meningkat (WeissenbocK, 2010). Kasus penyakit ini banyak menimbulkan
kematian terutama pada anak (Andriani, 2013), 90% di antaranya menyerang anak
di bawah 15 tahun (Malavinge, 2004). Setiap tahunnya di Indonesia selalu terjadi
KLB di beberapa provinsi, yang terbesar terjadi tahun 1998 dan 2004 dengan
jumlah penderita 79.480 orang dengan kematian sebanyak 800 orang lebih
(Kusriastuti, 2005). Pada beberapa tahun berikutnya jumlah kasus penyakit DBD
terus naik tetapi jumlah kematian turun dibandingkan tahun 2004. Pada tahun
2008 sebanyak 137.469 orang mengalami kematian sebesar 1.187 orang atau
case fatality rate (CFR) 0,86% dan pada kasus tahun 2009 sebanyak 154.855
orang dengan kematian 1.384 orang atau CFR 0,89% (Kusriastuti, 2010).

Terdapat 11.207 kasus DBD dengan Incidence Rate (IR) 29,25 per
100.000 penduduk menurut data dari Dinas Kesehatan Provinsi Jawa Timur, pada
tahun 2012 . Di Jawa Timur termasuk di Kabupaten Jember memiliki kasus yang
tinggi penderita penyakit DBD. Pada tahun 2009 terdapat 1.093 kasus DBD dan
meningkat sebanyak 1.494 kasus pada tahun 2011 (Dinkes Jatim, 2013 ).
Kabupaten Jember ditetapkan sebagai daerah yang berstatus Kejadian Luar Biasa
(KLB) DBD (Kemenkes RI, 2016).

Saat ini masih belum ditemukan obat dan vaksin DBD, cara yang dapat
dilakukan untuk mencegah terjadinya penyakit ini dengan memutuskan rantai
penularan yaitu dengan pengendalian vektor (Fathi et al., 2005). Pengendalian
vektor DBD dilaksanakan dalam dua kegiatan yaitu pemberantasan nyamuk

dewasa (fogging) dan pemberantasan jentik nyamuk melalui kegiatan 3M.
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2.2 Vektor Dengue dan Karakteristiknya
Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi yang

disebabkan oleh virus Dengue. Infeksi virus Dengue saat ini tetap menjadi
masalah kesehatan di Indonesia sehingga dimasukkan dalam kategori ”A” pada
stratifikasi DBD oleh World Health Organization (WHO) yang mengindikasikan
tingginya angka perawatan rumah sakit dan kematian akibat DBD, khususnya
pada anak (Chen, 2009).

Host DBD adalah manusia sedangkan patogennya adalah virus Dengue
yang termasuk ke dalam famili Flaviridae dan genus Flavivirus, terdiri atas 4
serotipe yaitu Den-1, Den-2, Den3 dan Den-4 (Edelman 2007; Whitehead et al.
2007; Murell et al. 2011). Mekanisme masuknya virus Dengue ke dalam tubuh
sebagai infeksi pertama akan memberikan gejala demam Dengue. Reaksi yang
ditimbulkan akan berbeda apabila seseorang mendapat infeksi yang berulang
dengan serotip virus Dengue yang berlainan (Sylvana & Pereira, 2000). Terdapat
dua jenis nyamuk Aedes yang dapat menularkan virus Dengue yaitu Aedes
aegypti sebagai vektor primer dan Aedes albopictus sebagai vektor sekunder (Sim
and Dimopoulos 2010).
2.2.1 Aedes aegypti

Adapun Klasifikasi Aedes aegypti penyebab penyakit DBD vyaitu :

Filum : Arthropoda

Kelas . Insecta

Ordo : Diptera

Famili : Culicidae

Genus : Aedes

Spesies : Aedes aegypti (Christophers, 1960).

Telur nyamuk Aedes aegypti berwarna hitam, tunggal, berbentuk oval,
dan diletakkan secara satu persatu di permukaan atau sedikit di bawah
permukaan air dengan jarak +2,5 cm dari dinding tempat perindukannya.
Nyamuk betina menghisap darah bertujuan untuk proses pematangan telur.
Seekor nyamuk betina dapat menghasilkan sekitar 50 sampai 100 butir telur

dalam satu kali bertelur (Clement., 1992). Stadium larva dari Aedes aegypti
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sewaktu istirahat yakni tubuhnya membentuk sudut dengan permukaan air. Pada
saat di permukaan, posisinya hampir tegak lurus dengan permukaan air. Pada
bagian kepala terdapat mata majemuk, antena berbulu dan bagian mulut dengan

tipe penusuk dan penghisap yang disebut sebagai proboscis (Rahmawati, 2004).

2.2.2. Aedes albopictus

Aedes albopictus merupakan vektor sekunder DBD, adapun klasifikasinya

yakni ;

Filum . Arthropoda
Kelas . Insecta

Ordo : Diptera

Famili : Culicidae

Genus : Aedes

Spesies : Aedes albopictus

(Jupp, 1996).

Aedes albopictus memiliki telur berwarna hitam dan akan berwarna
semakin hitam ketika telur akan menetas. Telur memiliki bentuk lonjong dan
berukuran kurang lebih 0,5 mm. Setelah telur menetas, akan menjadi larva dengan
bentuk kepala bulat silindris, terdapat antena pendek dan halus dengan rambut-
rambut berbentuk sikat di bagian depan kepala dan pada ruas abdomen VIII
terdapat gigi sisir yang khas dan tanpa duri pada bagian lateral thorax
(Sivanathan, 2006). Larva akan berkembang menjadi pupa dengan warna
kecoklatan dan menjadi hitam menjelang tahap dewasa. Aedes albopictus dewasa
memiliki tubuh berwarna hitam dengan bercak atau garis-garis putih pada notum
dan abdomen serta memiliki antena berbulu. Pada Aedes albopictus jantan, palpus
sama panjang dengan proboscis sedangkan panjang palpus Aedes albopictus
betina ¥ dari proboscis (Boesri, 2011).

Secara morfologis Aedes aegypti dan Aedes albopictus sangat mirip,
namun dapat dibedakan dari strip putih yang terdapat pada bagian skutumnya
(Andrew, 2013). Garis putih pada bagian skutum menjadi dasar penting untuk
membedakan antara keduanya (Supartha, 2008). Skutum Aedes aegypti terdiri atas
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dua garis putih sejajar di bagian dorsal tengah thoraks dan diapit oleh dua garis
lengkung berwarna putih. Sedangkan skutum pada Aedes albopictus hanya
memiliki satu garis putih di bagian tengah thoraks (Sivanathan, 2006). Secara
mikroskpis juga dapat dibedakan dari bagian mesopimeron pada mesonotumnya,
dan perbedaannya juga dapat dilihat dari bagian anterior kaki. Anterior kaki Aedes
aegypti bagian femur kaki tengah terdapat garis putih memanjang sedangkan pada
Aedes albopictus tidak ada (Rahayu dan Ustiawan, 2007).

Gambar 2.1. Perbedaan mesopimeron pada bagian mesonotum Ae. aegypti (A)
dan Ae. albopictus (B) (Rahayu dan Ustiawan, 2013)

m

kaki Aedes aegypti

T TSN+

kaki Aedes albopictus

Gambar 2.2. Perbedaan kaki Ae. aegypti dan Ae. albopictus (Rahayu dan
Ustiawan, 2013)
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Gambar 2.3 Perbedaan skutum Aedes aegypti dan Aedes albopictus (Supartha,
2008)

2.3 Potensi Protein Kelenjar Saliva Aedes dalam Transmisi Virus Dengue
Saliva vektor penyakit dari Arthropoda berperan penting dalam proses

transmisi patogen kedalam tubuh hospes. Pertama, infeksi saliva merupakan
bagian penting dari siklus penularan virus Dengue. Kedua, saliva mengandung
beberapa komponen penting seperti anti-koagulan, molekul anti-inflamasi dan
vasodilator yang memfasilitasi dalam proses blood-feeding (Andrade, 2005).
Pada saat proses blood- feeding kelenjar saliva nyamuk melepaskan komponen-
komponen yang dapat menyebabkan terjadinya vasokontriksi, inflamasi dan
respon imun yang meliputi antihistamin, faktor vasodilator, anti-koagulan,
agregasi platelet dan faktor imunomodulator (Titus et al., 2006). Pada analisis
transcriptomics dan proteomics menunjukkan adanya 24 protein pada kelenjar
saliva vektor antropoda seperti apirase, serpin, protein D7, adenosin deaminase,
serin protease, aktin, amilase, lectin (Ribeiro et al., 2007).

Pada vertebrata terdapat tiga sistem yang berperan dalam menghambat
transmisi patogen melalui proses blood feeding yakni haemostasis, inflamasi dan
imunitas. Haemostasis yang dilakukan oleh inang merupakan respon host dalam
mengontrol kehilangan darah, inflamasi merupakan respon host yang disebabkan
oleh kerusakan kulit, dan imunitas berkaitan dengan respon imun pada tubuh host.
Respon host tersebut dapat dihambat oleh faktor imunomodulator dan vasodilator
yang terdapat pada kelenjar saliva hewan arthropoda untuk membantu dalam
memudahkan transimi patogen kedalam tubuh inang (Ribeiro, 2003).

Komponen faktor vasodilator menyebabkan melebarnya pembuluh darah
pada hospes. Sedangkan komponen antikoagulan berfungsi untuk menghambat
terjadinya proses penggumpalan darah, sehingga memudahkan serangga vektor
untuk menghisap darah pada proses blood-feeding (Andrade et al., 2005). Faktor
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immunomudulator yang terdapat pada saliva nyamuk bersifat imunosupresif yaitu
menekan sistem imun inang sehingga memudahkan dalam transmisi patogen.
Aktivitas dari saliva vektor Aedes aegypti dan Aedes albopictus dapat dilihat
pada Tabel 2.1.

Bagian — bagian kelenjar saliva Aedes aegypti mensekesikan protein yang
berbeda (Poehling, 1979). Pada lobus proksimal (Proximal - Lateral)
memproduksi protein yaitu alpha-glucosidase, lisozim, amilase 1, salivary
chymotrypsin-like, V-ATPase, carbonic anhydrase, gambicin, dan serin protease.
Pada lobus distal (Distal — Lateral) mempoduksi protein D7, 30 kDa allergen-
like protein, dan aegyptin. Sedangkan pada lobus medial memproduksi protein
sialokinin, angiopoietin-like, dan putative C-type lectin. Lobus medial dan lobus
distal juga memproduksi protein yang sama yaitu serpin, salivary apyrase, D7,
salivary purine nucleosidase (Juhn et al., 2011). Sedangkan pada Aedes
albopictus memiliki kemiripan dengan Aedes aegypti yakni pada kelanjar
salivanya mengandung 30 kDa allergen-like protein, serpin, salivary apyrase, D7,
salivary purine nucleosidas dan protein D7.

Tabel 2.1 Protein kelenjar saliva Aedes aegypti dan Aedes albopictus

N Nala Bobot Fungsi Nama Spesies
: Molekul : . Aedes Aedes
0 Protein ) Biologis . f
Protein aegypti albopictus
1. Purin 100-200 kDa  Terkait dengan
. . . + +
Nukleosidase imunitas
2. Apyrase 62-68 kDa Antikoagulan A y
(a,c,n)
3. Dengue 58 kDa Mediator
Virus dalam
Binding pengikatan + N
Protein (h) virus Dengue
pada kelenjar
saliva.
4. Adenosin 55-60 kDa Menghampat
Deaminase agregasi + +
(a1) trombosit
5. Salivary 47-50 kDa Antikoagulan
serpin + +

putative (a,9)
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6. Serpin (a;) 40-47 kDa Antikoagulan,

protease + +
inhibitor
7. D7 Family 15-37 kDa Vasodilator,
(a,f,d,m) Antikoagulan, + 4
Imunomodulat
or
8. Antigen-5 23-30 kDa Alergen
protein
family,
putative 30
kDa \ ¥
allergen-like
protein
(a.e,9.kj)

Keterangan: (a) Almeras et al., 2010; (b) Calvo et al., 2006; (c) Champagne et al.,
1995; (d) Fontaine et al., 2011; (e) Hacket et al., 2002; (f) James et al., 1994; (g)
Orlandi-Pradines et al., 2007; (h) Lormeau and May, 2009; (i) Ribeiro et al.,
2001; (j) Robeiro et al. 2007; (k) Schreiber et al., 1997; (I) Schneider et al., 2004;
(m) Valenzuela et al., 2002; (n) Wasinpiamongkol et al., 2010.

Pengembangan potensi saliva vektor penyakit dari Arthropoda didasarkan
pada penelitian sebelumnya vyaitu potensi faktor immunomodulator yang
merupakan suatu protein terdapat pada saliva vektor Lutzomyia longipalpis
sebagai target pengembangan vaksin pada penyakit leishmaniasis. Masyarakat
yang tinggal di daerah endemik penyakit leishmaniasis mengembangkan respon
imun yang lebih protektif karena adanya paparan berulang dari saliva vektor L.
longipalpis selama dalam periode bulan sampai tahunan. Hal ini membuktikan
adanya protein imunogenik yang terkandung dalam saliva vektor yang terjadi
secara alami (Gillespie et al, 2000).

Hasil penelitian Oktarianti et al. (2014) membuktikan terdapat dua protein
yang bersifat imunogenik yang berhasil didapat yaitu protein dengan berat
molekul 31 kDa dan 56 kDa yang telah diidentifikasi dari kelenjar saliva Aedes
aegypti. Protein tersebut menunjukkan adanya reaksi positif terhadap serum
populasi endemik dan menunjukkan reaksi negatif terhadap serum populasi dari

wilayah non endemik.
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Dengan analisis transcriptomic dan proteomic pada protein saliva dari
Aedes aegypti teridentifikasi 15 protein sekretoris pada saat proses blood feeding.
Beberapa protein diantaranya berperan dalam memodulasi respon imun (Almeras
et al. 2010). Pada Tabel 2.1 menunjukkan protein yang terdapat pada kelenjar
saliva nyamuk Aedes yang menyebabkan mudahnya transmisi patogen pada
tubuh inang seperti pada protein D7. Paparan secara berulang saliva vektor
Arthropoda dapat mempengaruhi respon imun inang ke arah yang lebih protektif
(Belkaid et al., 1998). Pendekatan yang mungkin dilakukan untuk mengendalikan
transmisi virus dengue yaitu melalui vaksinasi tubuh inang dengan komponen
protein dalam saliva Aedes yang bertindak sebagai vektornya (Belkaid et al.,
1998). Dengan adanya vaksinasi protein imunomodulator saliva Aedes tersebut
maka dapat memblokir transmisi virus dengue sekaligus menghalangi peningkatan
efek dari saliva, sehingga dapat mengendalikan penyakit DBD (Oktarianti et al.
2014).
2.4 Hipotesis

Adanya kesamaan imunogenisitas protein pada kelenjar saliva Aedes

aegypti dan Aedes albopictus.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dimulai pada bulan Desember 2017 sampai dengan Mei

2018, bertempat di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (FMIPA), Universitas Jember.
3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu kandang Aedes
aegypti dan Aedes albopictus kertas pupasi, kapas, pinset, alumunium foil, cawan
pupa, nampan plastik, pipet plastik, kertas saring, aspirator, jarum
microdissection, mikroskop stereo, mikrotip, handscone, beaker glass, gelas ukur,
eppi stander, mikropipet, eppendorf, micropipette, refrigerator, refrigerated
centrifuge, vortex, perangkat alat Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), membran PVDF, dan micropistille.

3.2.2 Bahan

Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu tikus, Aedes
aegypti, Aedes albopictus, Akril/BIS-Akrilamid 30% (29,2 gr akrilamid; 0,8 gr
bis akrilamid), buffer elektroda 5x (9 gr trisma base; 43,2 gr glisin; 3 gr SDS),
buffer sampel (1 ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8; 0,8 ml gliserol, 1,6 ml 10% (b/v)
SDS; 0,4 ml 2-merkaptoetanol; bromfenol biru 1% (b/v), 1 gr “Coomassie Blue
R-2507, 450 ml methanol, 100 ml asam asetat glacial, 50% (v/v) aquades, 40%
(v/v) methanol, 10% (v/v) asam asetat glacial, APS 10%, TEMED, aquades, PBS
pH 7,4 (8 gr NaCl; 0,2 gr KCI; 1,44 gr Na2HPO4, 0,24 gr KH2PO4), Tris Buffer
Saline (TBS) pH 7,4 (8 gr NaCl; 0,2 gr KCI; 3 gr Trisma Base), NBT (0,5 gr
NBT dalam 10 ml 70% (v/v) dimetilformamida), BCIP (0,5 gr BCIP disodium
salt dalam 10 ml 100% (v/v) dimetilformamida), buffer alkalin fosfatase (100
mM NaCl; 5 mM MgCl2; 100 mM Tris HCI pH 9,5), buffer transfer pH 8,3 (39
mM glisin;48 mM Trisma base; 0,037% (b/v) SDS; 20% methanol (v/v),pewarna
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(66 pul NBT; 33 pl BCIP dilarutkan dalam 10 ml buffer alkalin fosfatase), buffer
lisis (1,5 mM MgCI2: 10 mM Tris HCI; 2 mM EDTA-NaOH; 10 mM NaCl; 1%
Nonidet p-40) ethanol 90%, es batu, marker protein (Promega), skim milk, serum
darah manusia (sehat endemik, pasien DBD, dan neonatus), antibodi sekunder
(anti human 1gG (H&L) (GOAT) Antibody Alkaline Phosphatase Conjugated
— 609 — 1502 ROCKLAND, ddH20.

3.3 Prosedur Penelitian
Adapun prosedur yang akan digunakan dalam penelitian ini yakni diawali

dengan preparasi alat, landing Aedes aegypti dan Aedes albopictus, rearing
Aedes aegypti dan Aedes albopictus, isolasi kelenjar saliva Aedes aegypti dan
Aedes albopictus, ektraksi protein kelenjar saliva Aedes aegypti dan Aedes
albopictus, preparasi serum darah (sehat endemik, pasien DBD, dan neonatus),
analisis Dot Blot dan analisis SDS-PAGE. Secara detail prosedur penelitian akan

dijelaskan sebagai berikut:

3.3.1 Landing Collection Aedes aegypti dan Aedes albopictus

Bahan yang akan digunakan adalah kelenjar saliva jenis nyamuk Aedes
aegypti dan Aedes albopictus sehingga dilakukan pencarian larva dari kedua jenis
Aedes tersebut. Pengumpulan larva nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus
dapat diambil dalam genangan air, wadah berisi air dan bak mandi. Jentik dan larva
nyamuk Aedes aegypti serta Aedes albopictus dipindahkan ke dalam plastik atau botol
lalu dipindahkan ke bak untuk di rearing lebih lanjut.

3.3.2 Rearing Aedes aegypti dan Aedes albopictus

Rearing nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus dilakukan dalam

ruang insektarium bersuhu £ 28°C (suhu ruang). Awal pengerjaan rearing yakni
dengan memindahkan larva dalam nampan plastik (tray) untuk dipelihara hingga
berubah menjadi pupa. Setelah itu, larva diberi makanan berupa pelet ikan.
Kemudian pupa di ambil dengan pipet plastik dan dipindahkan ke dalam cawan

pupa. Lalu cawan pupa dimasukkan ke dalam kandang koloni hingga menjadi
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nyamuk dewasa. Di dalam kandang koloni terdapat cawan lain sebagai tempat
bertelur nyamuk yang berisi air dan dilengkapi dengan kertas saring berukuran

(3x4) cm?

sukrosa 10% yang ditaruh di dalam erlenmeyer glass sebanyak 50 ml sebagai

yang mengelilingi pinggir mangkuk. Selain itu juga terdapat larutan

makanan nyamuk jantan dan seekor tikus yang diletakkan pada kandang kecil
untuk dihisap darahnya oleh nyamuk betina. Selanjutnya, nyamuk diambil dari
dalam kandang koloni menggunakan alat aspirator lalu dimasukkan dalam gelas
plastik dan ditutup dengan kain kasa pada bagian atasnya yang di tengahnya
terdapat lubang tempat memasukkan ujung aspirator untuk memasukkan nyamuk
dan diisolasi kelenjar salivanya.

3.3.3 Identifikasi Vektor Potensial DBD

Nyamuk diidentifikasi sebelum dilakukan proses isolasi. Nyamuk
diidentifikasi jenis kelamin dan spesiesnya. ldentifikasi jenis kelamin dapat
dibedakan dari banyak atau tidaknya rambut pada antena nyamuk. ldentifikasi
spesies dilakukan dengan cara melihat bagian pola sisik garis pada tubuh
bagian dorsal toraks nyamuk untuk memastikan jenis nyamuk yang akan
dibedah. Nyamuk dalam gelas plastik dimasukkan ke dalam mesin pendingin
selama 10 detik lalu diidentifikasi di bawah mikroskop. Cara membedakan Aedes
aegypti dan Aedes albopictus dapat dilihat dari warna dan toraksnya. Pada Aedes
aegypti terdapat 2 garis putih pada toraksnya dan badannya berwarna kecoklatan,
sedangkan Aedes albopictus memiliki satu garis berwarna putih pada bagian
toraks dan badannya berwarna hitam. Secara mikroskpis juga dapat dibedakan
dari bagian mesopimeron pada mesonotumnya, dan dapat di lihat dari bagian
anterior kaki. Anterior kaki Aedes aegypti bagian femur kaki tengah terdapat strip
putih memanjang sedangkan pada Aedes albopictus tidak terdapat strip putih

memanjang.

3.3.4 Isolasi Kelenjar Saliva Aedes aegypti dan Aedes albopictus
Sebelum dilakukan pembedahan, gelas benda steril terlebih dahulu ditetesi

50 pL NaCl 0.5% dan nyamuk dibedah secara microdissection menggunakan
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jarum diseksi. Kelenjar saliva Aedes berada di bagian antara toraks dan
kepala nyamuk. Dua jarum diseksi diletakkan di bagian toraks dan kepala Aedes
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 10uL PMSF dalam PBS steril dan
disimpan pada suhu -20°C hingga dibutuhkan.

3.3.5 Preparasi Serum Darah

Sampel darah yang digunakan pada penelitian ini berasal dari penderita
DBD (rumah sakit Bina Sehat), orang sehat endemik dan neonatus yang diambil
dari penduduk endemik di wilayah Jember. Sampel darah neonatus diperoleh dari
tali pusar bayi saat kelahiran. Sedangkan sampel darah manusia sehat dan
penderita DBD diambil melalui pembuluh darah vena brachialis. Dalam
pengambilan sampel darah dari penderita DBD diperlukan beberapa data yang
harus diketahui untuk memastikan orang tersebut positif menderita DBD. Darah
dari pembuluh darah vena brachialis di lengan diambil sebanyak 3 ml dan
ditampung pada vakutainer tanpa anti-koagulan. Kemudian didiamkan pada suhu
ruang selama + 30 menit sampai terbentuk lapisan bening pada bagian atas.

Lapisan bening diambil dan dimasukkan kedalam eppendorf steril, selanjutnya

disentrifus dengan kecepatan 3200 rpm selama 15 menit pada suhu 270¢. Bagian

supernatan yang merupakan serum darah diambil dan dipindah ke eppendorf

baru, selanjutnya disimpan pada suhu — ZOOC sebagai stok serum darah.

3.3.6 Analisis Dot Blot
Analisis yang digunakan untuk uji imunogenisitas yaitu menggunakan

analisis Dot Blot. Dot Blot merupakan metode sederhana untuk mendeteksi,
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menganalisis, dan mengidentifikasi protein spesifik menggunakan membran
PVDF (Polyvinylidene Fluoride). Protein yang bersifat imunogenik akan
terdeteksi oleh antibodi spesifik dan akan membentuk ikatan diantara keduanya.
Ikatan ini akan divisualisasi oleh antibodi sekunder yang berikatan dengan
constant domain pada antibodi primer. Antibodi sekunder yang digunakan telah
terkonjugasi enzim sebagai substrat pewarna untuk hasil deteksi (Olsen et al.,
1997).

Analisis protein pada kelenjar saliva nyamuk Aedes aegypti dan Aedes
albopictus dilakukan dengan menggunakan ekstrak protein kelenjar saliva yang
sebelumnya telah diisolasi. Caranya yakni membran Polyvinylidene Difluoride
(PVDF) dipotong 2x2 cm dan direndam dalam metanol £ 1 menit.
Kemudian membran direndam 3 menit dalam TBS Ph 7,4 lalu dikeringanginkan.
Sampel protein kelenjar saliva diteteskan di atas membran masing-masing
sebanyak 10 pl dan dibiarkan hingga kering.

Membran yang telah kering diinkubasi dalam “skim milk” 5% yang
terlarut dalam TBS selama 1 jam on shaker. Kemudian membran dicuci dengan 3
x 50 mL TBS masing-masing selama 5 menit. Setelah itu membran direndam
dengan “skim milk” 5% terlarut dalam TBS yang telah ditambahkan antibodi
primer (serum darah manusia) dengan perbandingan 1:500 (v/v). Dari 6
potongan membran masing-masing ditambahkan antibodi primer yang berbeda-
beda (serum darah orang sehat endemik, pasien DBD, dan neonatus) 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 1gG (H&L)
(GOAT) Antibody Alkaline Phosphatase Conjugated — 609 - 1502
ROCKLAND 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
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5-10 menit. Hasil akan menunjukkan tanda positif apabila terjadi ikatan antara
antigen dan antibodi dengan munculnya lingkaran gelap pada membran PVDF.
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

51 Kesimpulan

Analisis imunogenisitas protein dengan menggunakan analisis Dot Blot
pada ekstrak kelenjar saliva Aedes aegypti dan Aedes albopictus menunjukkan
adanya reaksi positif yakni interaksi antara antigen dan antibodi pada masing-
masing ketiga sampel dengan terbentunya lingkaran gelap pada membran PVDF

pada serum (pasien DBD, penduduk sehat endemik dan neonatus).

5.2 Saran
Perlu dilakukan analisis imunogenisitas lebih lanjut menggunakan Western
Blot untuk mengetahui pita protein imunogenik pada kelenjar saliva Aedes

albopictus.
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