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ABSTRAK

Saliva vektor arthropoda sukses dalam mentransmisikan patogen ke inang karena di dalam
saliva tersebut mengandung sejumlah komponen vasodilator dan imunomodulator yang
mempunyai aktivitas sebagai antikoagulan, vasodilatasi, anti inflamasi dan bersifat
imunosupresif. Dengan alasan tersebut maka komponen saliva dapat dijadikan target dalam
pengembangan TBV melawan DBD. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi faktor
imunomodulator putatif dari salivary gland vektor Aedes aegypti berbasis reaksi antigen-
antibodi vektor dan inang manusia. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah
analisis profil protein dengan SDS-PAGE dan dilanjutkan dengan western blot untuk
mendeteksi adanya protein imunogenik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa identifikasi
terhadap profil protein SG Ae. aegypti diperoleh 15 pita dengan berat molekul ~ 255, 69,
63, 56, 53, 50, 48, 42, 40, 38, 36, 31, 27, 26, 15 kDa. Protein imunogenik SG Ae. aegypti
adalah protein dengan berat molekul ~ 31 dan 56 kDa yang ditemukan pada serum orang
yang terpapar oleh saliva nyamuk Ae. aegypti. Protein tersebut merupakan protein target
untuk langkah awal dalam tahap pengembangan TBV melawan infeksi dengue.
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Executive Summary

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu contoh dari Arthropoda borne
diseases yang merupakan penyakit pada manusia ditularkan oleh vektor berupa serangga
(Arthropoda). Di Indonesia, penyakit-penyakit yang ditularkan melalui serangga merupakan
penyakit endemis pada daerah tertentu. Penyakit yang diperantarai oleh vektor serangga
menyebabkan kematian sekitar 1,5 juta manusia setiap tahunnya (Hill et al. 2005). Selain
menyebabkan mortalitas juga morbiditas, akibat infeksi penyakit tersebut menyebabkan
kerugian ekonomi yang besar terutama pada negara-negara berkembang (Coutinho-Abreu &
Ramalho-Ortigao, 2010). Berbagai macam teknologi vaksin telah diterapkan untuk
pengembangan vaksin melawan demam berdarah, termasuk virus hidup yang dilemahkan
(LAV), pemurnian virus inaktif (PIV), vaksin DNA rekombinan. Pengembangan vaksin
setelah tahun 1971 antara lain adalah mengembangkan vaksin gabungan terhadap semua 4
serotipe DV yang disebut dengan Tetravalen Dengue Vaccine (TDV) (Edelman, 2007). TDV
dikembangkan dengan cara membuat vaksin hidup dari keempat serotipe virus dengue (Live
Attenuated Tetravalent Dengue Vaccine), yang telah dilakukan di Thailand (Chanthavanich
et al. 2006). Namun ada kendala dalam pengembangan TDV vyaitu kesulitan dalam
melemahkan secara optimal empat serotipe DENV. Dari berbagai macam vaksin tersebut
di atas nampak bahwa semua pendekatan masih dalam tahap pengembangan dan sampai
saat ini dilaporkan belum ada vaksin berlisensi atau obat untuk pencegahan penyakit DBD,
satu-satunya metode pada saat ini yang digunakan adalah dengan mengendalikan vektor Ae
aegypti dan Ae albopictus (Luplertlop, et al, 2011). Oleh karena itu perlu dilakukan
pendekatan baru dalam pengembangan vaksin melawan DBD yang lebih inovatif dan juga

berperan dalam menghambat transmisi patogen penyebab penyakit DBD sehingga
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menanggulangi epideminya yaitu dengan pengembangan Transmission-Blocking Vaccine
(TBV).

TBV adalah vaksin yang menghambat penyebaran penyakit dengan target antigen
berasal dari tubuh vektor (artropoda), salah satunya dari saliva nyamuk (Carter, 2001).
Tujuan dari TBV adalah mencegah transmisi patogen dari inang vertebrata yang terinfeksi ke
inang yang belum terinfeksi. (Coutinho-Abreu & Ramalho-Ortigao, 2010). TBV banyak
digunakan untuk membangkitkan antibodi guna melawan molekul vektor yang terlibat dalam
perkembangan patogen. Pengembangan TBV yang merupakan vaksin berbasis vektor tidak
hanya pendekatan baru untuk pengendalian penyakit tetapi juga merupakan pendekatan yang
lebih disukai. Vaksin berbasis vektor tidak hanya akan melindungi terhadap pathogen yang
ditularkan oleh vektor tetapi juga terhadap orang lain yang belum terinfeksi. Perkembangan
penelitian yang terbaru menunjukkan bahwa saliva nyamuk dan arthropoda lain mengandung
bahan yang bersifat imunogenik yaitu dapat memunculkan respon imun adaptif yang
menghasilkan antibodi melawan komponen saliva. Dengan alasan tersebut maka komponen
saliva dapat dijadikan target dalam pengembangan TBV untuk menghambat transmisi
patogen (Lavazec et al., 2007; King et al, 2011).

Saliva vektor arthropoda sukses dalam mentransmisikan patogen ke inang karena di
dalam saliva tersebut mengandung sejumlah komponen vasodilator dan imunomodulator
yang mempunyai aktivitas sebagai antikoagulan, vasodilatasi, anti inflamasi dan bersifat
imunosupresif. Jika salivary gland vektor arthropoda yang mengandung faktor
imunomodulator dapat meningkatkan infeksi pathogen, maka memungkinkan untuk
melakukan pengontrolan transmisi tersebut dengan cara melakukan vaksinasi terhadap host
dengan molekul yang bersifat melawan protein dalam salivary gland (Titus et al, 2006;
Wasinpiyamongkol, et al, 2010; Wongkamchai et al, 2010 ). Penelitian terhadap potensi
saliva gland Aedes aegypti sebagai kandidat target dalam pengembangan TBV melawan
DBD merupakan langkah yang sangat penting untuk mencegah sekaligus menanggulangi
kasus DBD khususnya di Indonesia.

Metode penelitian yang digunakan meliputi tahapan rearing Ae. aegypti, isolasi
salivary gland dengan microdissection, ekstraksi protein kelenjar saliva, analisis profil protein
kelenjar saliva dengan SDS PAGE. Identifikasi protein imunogenik kelenjar saliva Ae aegypti
dilakukan dengan metode Western Blot, yaitu melakukan reaksi silang protein kelenjar saliva
Ae aegypti dengan serum orang sehat dan pasien DBD yang tinggal di daerah endemik.
Sebagai kontrol negatif dilakukan reaksi silang dengan serum orang yang tinggal di daerah

non endemic dan serum neonatus.



Hasil penelitian ini meliputi struktur kelenjar saliva Ae. aegypti, profil protein
kelenjar saliva dan protein imunogenik. Struktur kelenjar saliva berpasangan, masing-masing
dihubungkan dengan ductus salivarius dan kelenjar saliva betina ukurannya lebih besar.
Setiap kelenjar saliva terdiri atas 3 lobus (gambar 1), dua di lateral dan satu buah di median.
Lobus median dan distal-lateral mengekspresikan gen yang produk protein berupa apyrase,

antikoagulan dan vasodilator yang berperan dalam haematophagi ( Arca et al., 1999).

Gambar 1. salivary gland Ae. aegypti betina, masing-masing SG terdiri atas 3 lobus

(1) satu lobus medial; (2) dua lobus lateral; (3) ductus salivarius

Hasil elektroforesis SDS-PAGE terhadap protein SG Ae. aegypti menunjukkan
beberapa protein SG Ae. aegypti dengan berat molekul ~ 255, 69, 63, 56, 53, 50, 48, 42, 40,
38, 36, 31, 27, 26, 15 kDa (gambar 2). Diperoleh 4 pita tebal yaitu protein dengan berat
molekul 255, 56, 31 dan 26 kDa. Protein yang terkandung dalam SG tersebut selain
merupakan protein yang terdapat pada lamina basal (sel epithelium SG) juga merupakan
protein sekresi saliva (Lormeau, 2009). Protein dalam kelenjar saliva memiliki sifat
farmakologi yang secara langsung dapat menghambat hemostasis inang vertebrata melalui
proses anti koagulasi untuk menghambat vasokonstriksi (vasodilator). Lebih jauh lagi
kelenjar saliva juga mengandung molekul spesifik (imunomodulator) yang berfungsi sebagai
faktor anti inflamasi dan dapat menginduksi respon imun inang yang dapat berupa respon
alergi yang diwujudkan oleh rasa gatal di kulit dan kemerahan di lokasi gigitan ( Andrade et
al., 2005; Tangamani & Wikel 2009; Fontaine et al., 2011).



Gambar 2. Profil protein dari ekstrak SG Ae. aegypti, hasil isolasi 100 pasang SG
Ae. aegypti .

Hasil Western Blot untuk melihat reaksi silang antara protein SG Ae. aegypti dengan
plasma darah sampel orang sehat dari wilayah endemik dan non endemik serta plasma
penderita DBD ditunjukkan pada gambar 3 (3a, 3b, 3c). Dari hasil Western Blot tersebut
nampak jelas bahwa reaksi silang positif ditunjukkan dengan munculnya pita. Pita (protein)
spesifik yang terdeteksi dari hasil Western Blot adalah 2 pita dengan berat molekul ~ 56 dan
31 kDa. Hal ini menunjukkan bahwa pada orang yang tinggal di wilayah endemik baik orang
sehat maupun pasien DBD mempunyai antibodi yang terbentuk akibat sering terpapar oleh
saliva Ae. aegypti. Pengembangan resistensi alami penduduk daerah endemik akibat
seringnya terpapar saliva yang mengandung patogen dilaporkan pertama kali dalam kasus
leishmaniasis oleh Davies & Gavgani (1999). Perkembangan penelitian  terbaru
menunjukkan bahwa saliva nyamuk dan arthropoda lain mengandung bahan yang bersifat
imunogenik yaitu dapat memunculkan respon imun adaptif yang dapat merangsang respon
antibodi terhadap antigen saliva arthropoda pada penduduk yang hidup di daerah endemik
(Gillespie et al., 2000; Remoue et al., 2006, 2007), atau pada wisatawan yang terpapar oleh
vektor di daerah tropis ( Pradines et al., 2007).
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Gambar 3 a. Reaksi silang SG Ae. aegypti dengan serum orang sehat dari
wilayah endemik
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Gambar 3 b. Reaksi silang SG Ae. aegypti dengan serum orang sehat dari
wilayah non endemik
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Gambar 3 c. Reaksi silang SG Ae. aegypti dengan serum pasien DBD
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Protein dengan berat molekul 31 kDa dan 56 kDa tersebut merupakan protein target
yang potensial untuk dikembangkan sebagai vaksin dengue. Hal ini didasari bahwa protein
tersebut bersifat imunogenik dapat memunculkan respon imun adaptif yang dapat
merangsang respon antibodi terhadap antigen saliva arthropoda pada penduduk yang hidup di
daerah endemik. Dengan demikian perlu dilakukan karakterisasi proteomic dengan analisis
mass spec dan uji aktivitasnya. Dengan diketahuinya karakteristik dan potensi dari protein
tersebut akan memberikan harapan baru untuk menghasilkan vaksin dengue yang tidak hanya
memberikan proteksi bagi individu yang divaksin tetapi juga untuk menghambat transmisi.
Langkah ini sangat tepat dalam hal mencegah sekaligus menanggulangi kasus DBD
mengingat tingginya kasus ini di Indonesia.

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah identifikasi profil protein SG Ae. aegypti
menunjukkan 15 pita dengan berat molekul ~ ~ 255, 69, 63, 56, 53, 50, 48, 42, 40, 38, 36,
31, 27, 26, 15 kDa. Protein imunogenik ekstrak SG Ae. aegypti adalah protein dengan berat
molekul ~ 31 dan 56 kDa yang ditemukan pada serum orang yang terpapar oleh saliva

nyamuk Ae. aegypti.
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