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RINGKASAN 

Protein Imunogenik Kelenjar Saliva Aedes albopictus Vektor Potensial 

Demam Berdarah Dengue (DBD) di Wilayah Endemik Kabupaten Jember; 

Rochmatul Nuryu Khasanah, 151810401033; 2019; 54 halaman; Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam. 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi virus 

dengue yang masih menjadi masalah kesehatan di dunia. Virus dengue 

menginfeksi tubuh manusia melalui transmisi yang diperantarai oleh nyamuk 

Aedes dalam proses blood feeding, umumnya yaitu Aedes aegypti sebagai vektor 

primer dan Aedes albopictus sebagai vektor sekunder. Kelenjar saliva merupakan 

salah satu substansi yang menjadi kunci utama dalam keberhasilan transmisi virus 

dengue karena mengandung faktor vasomodulator dan imunomodulator. 

Penelitian sebelumnya mengenai protein imunogenik ekstrak kelenjar saliva 

Aedes aegypti teridentifikasi dengan berat molekul 31 dan 56 kDa. Protein 

imunogenik 31 dan 56 kDa dapat dikenali oleh antibodi pada serum pasien DBD 

dan penduduk sehat di daerah endemik, namun tidak dikenali oleh antibodi pada 

serum neonatus dan penduduk non endemik. Hal ini menunjukkan bahwa orang 

yang hidup di daerah endemik mengembangkan antibodi spesifik terhadap antigen 

(protein imunogenik kelenjar saliva vektor). Oleh karena Aedes albopictus 

berpotensi sebagai vektor DBD, maka diduga protein imunogenik pada kelenjar 

saliva Aedes albopictus memiliki kemiripan dengan protein imunogenik kelenjar 

saliva Aedes aegypti. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi protein 

imunogenik pada kelenjar saliva Aedes albopictus. 

Metode penelitian yang dilakukan dalam penelitian ini antara lain: (1) 

landing collection serta rearing nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus, (2) 

identifikasi morfologi nyamuk Aedes, (3) isolasi kelenjar saliva Aedes aegypti dan 

Aedes albopictus, (4) analisis SDS-PAGE, dan (5) analisis Western Blot. Analisis 

SDS-PAGE dilakukan untuk mengetahui profil protein kelenjar saliva Aedes 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


ix 

 

 
 

albopictus. Sedangkan analisis Western Blot dilakukan untuk karakterisasi fraksi 

protein imunogenik dari kelenjar saliva Aedes albopictus. 

Hasil penelitian ini menunjukkan profil protein Aedes albopictus yang 

memiliki 11 pita protein. Sedangkan Aedes aegypti memiliki 10 pita protein. 

Profil protein Aedes albopictus memiliki perbedaan dengan profil protein Aedes 

aegypti pada berat molekul ~48, 32, dan 26 kDa. Berdasarkan hasil analisis 

imunogenisitas pita protein imunogenik kelenjar saliva Aedes albopictus, berat 

molekul 31 kDa dapat dikenali oleh serum dari penduduk endemik baik pasien 

DBD maupun orang sehat. Sedangkan berat molekul 67 dan 47 kDa hanya 

dikenali oleh serum pasien DBD. Protein imunogenik dengan berat molekul ~67, 

47, dan 31 kDa tidak dapat dikenali oleh serum neonatus. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi virus 

dengue yang masih menjadi masalah kesehatan di dunia. Virus dengue termasuk 

ke dalam genus Flavivirus famili Flaviridae dengan RNA sebagai materi 

genetiknya. Virus ini memiliki empat serotip yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3, 

dan DENV-4. Keempat serotip ini dapat menyebabkan penyakit Dengue Fever 

dan Dengue Hemorraghic Fever (DHF) (Rigau-Pérez dkk. 1998). 

Wabah penyakit dengue tahun 2016 terjadi pada lebih 100 negara di 

kawasan Afrika, Amerika, Mediterania Timur, Asia Tenggara, dan Pasifik Barat. 

Kawasan Amerika, Asia Tenggara, dan Pasifik Barat merupakan wilayah dengan 

dampak serius penduduk terkena infeksi dengue (WHO, 2016). Pada tahun 2018, 

terjadi peningkatan kasus DBD di beberapa daerah seperti Kuala Kapuas, 

Manggarai, dan daerah lainnya di Indonesia. Distribusi penyakit suspek DBD 

sejak minggu pertama 2018 hingga minggu pertama 2019 paling tinggi ada di 

wilayah Jawa Timur dengan jumlah suspek DBD sebanyak 700 orang, diikuti 

Jawa Tengah sebanyak 512 orang, dan Jawa Barat sebanyak 401 orang. Suspek 

DBD artinya kasus DBD pada daerah tersebut belum tentu positif namun sudah 

harus menjadi kewaspadaan oleh masyarakat dan pemerintah (Kementerian 

Kesehatan Republik Indonesia, 2019). Pada tahun 2019, terjadi penurunan kasus 

DBD di wilayah pasifik barat seperti Kamboja, Cina, Laos, Malaysia, Filipina, 

Vietnam, Australia, Polinesia, dan Kaledonia Baru. Kasus DBD di Singapura saat 

ini masih dilaporkan meningkat (WHO, 2019).  

Virus dengue menginfeksi tubuh manusia melalui transmisi yang 

diperantarai oleh nyamuk Aedes (Aedes aegypti dan Aedes albopictus) (Wan dkk. 

2013). Aedes aegypti merupakan vektor primer dari virus dengue karena memiliki 

habitat di sekitar pemukiman sehingga sering kontak dengan manusia. Aedes 

albopictus berperan sebagai vektor sekunder karena memiliki habitat di 

lingkungan luar seperti kebun atau hutan yang jauh dari pemukiman manusia. 
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Seiring berjalannya waktu, Aedes albopictus dapat beradaptasi di lingkungan 

pedesaan maupun pinggiran kota (Rahayu dan Ustiawan, 2013). Aedes albopictus 

merupakan vektor penting yang menularkan beberapa patogen virus termasuk 

virus demam kuning, dengue, dan chikungunya (Rahana dkk. 2016). Transmisi 

virus dengue terjadi pada saat proses blood feeding. Keberhasilan transmisi virus 

dengue terjadi karena terdapat faktor-faktor penting di dalam kelenjar saliva 

Aedes (Titus dkk. 2006). 

Kelenjar saliva Aedes merupakan salah satu substansi yang menjadi kunci 

utama dalam keberhasilan transmisi virus dengue dari nyamuk Aedes ke tubuh 

inang karena mengandung faktor vasomodulator dan imunomodulator (Titus dkk. 

2006). Saliva Arthropoda hematofagi mengandung substansi antihemostasis, 

antiinflamasi, dan imunomodulator yang berperan dalam keberhasilan transmisi 

virus dengue  (Fontaine dkk. 2011). Faktor vasomodulator seperti substansi 

antihemostasis dan vasodilator sangat penting dalam proses blood feeding. 

Substansi antihemostasis mampu menghambat proses pembekuan darah. Selain 

itu, substansi vasodilator dapat menyebabkan pelebaran pembuluh darah melalui 

vasodilatasi kapiler darah. Faktor imunomodulator berfungsi meningkatkan 

transmisi patogen ke dalam tubuh inang dengan memodulasi respon imun inang 

(Titus dkk. 2006). Selain itu, faktor imunomodulator juga dapat menyebabkan 

inang lebih sensitif terhadap faktor vasomodulator untuk memfasilitasi proses 

blood feeding (Gillespie dkk. 2000). 

Hasil penelitian Oktarianti dkk. (2014) diketahui pada kelenjar saliva 

Aedes aegypti terdapat dua  protein imunogenik 31 dan 56 kDa. Kedua protein 

tersebut dikenali oleh sampel serum orang sehat dan pasien DBD yang tinggal di 

daerah endemik DBD, tetapi tidak dikenali oleh sampel serum orang sehat di 

daerah non endemik dan neonatus (infant). Hal ini menunjukkan bahwa orang 

yang hidup di daerah endemik mengembangkan antibodi spesifik terhadap 

antigen. Oleh karena Aedes albopictus telah diketahui berpotensi sebagai vektor 

DBD, maka diduga protein imunogenik pada kelenjar saliva Aedes albopictus 

mempunyai kemiripan dengan protein imunogenik pada kelenjar saliva Aedes 
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aegypti. Dengan demikian, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 

mendeteksi protein imunogenik pada kelenjar saliva Aedes albopictus. 

1.2 Rumusan masalah 

 Berdasarkan latar belakang yang sudah dijelaskan, permasalahan dalam 

penelitian ini adalah bagaimana profil protein dan hasil identifikasi protein 

imunogenik pada kelenjar saliva Aedes albopictus? 

1.3 Batasan masalah 

 Serum darah pasien DBD diambil dari Klinik Pratama Rawat Inap 

Dokterku, Kaliwates, Kabupaten Jember dan Rumah Sakit Citra Husada, Patrang, 

Kabupaten Jember. Sedangkan sampel darah neonatus diambil dari Bidan Umi 

Soemarno, Sumbersari, Kabupaten Jember. 

1.4 Tujuan 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil protein dan 

mengidentifikasi  protein imunogenik kelenjar saliva Aedes albopictus. 

1.5 Manfaat 

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai  

protein imunogenik dari kelenjar saliva Aedes albopictus yang dapat dijadikan 

target pengembangan vaksin dengue berbasis vektor. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Penyakit DBD dan Penanggulangannya 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi yang 

disebabkan oleh virus dengue (DENV). Virus dengue termasuk ke dalam genus 

Flavivirus famili Flaviridae dengan RNA sebagai materi genetiknya serta 

memiliki empat serotip yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3, dan DENV-4 (Sim 

dan Dimopoulus, 2010). Keempat serotip tersebut dapat menyebabkan penyakit 

Dengue Fever dan Dengue Hemorraghic Fever (DHF) (Rigau-Pérez dkk. 1998). 

Serotip-serotip tersebut ditemukan di Indonesia dengan kelimpahan paling tinggi 

adalah DENV-3 (Ishartadiati, 2010). 

Kompetensi vektor nyamuk dipengaruhi oleh keberhasilan nyamuk 

dalam proses infeksi, replikasi, dan transmisi virus. Beberapa spesies nyamuk 

sangat berbeda dalam kerentanannya terhadap Flavivirus. Spesifisitas reseptor 

pada sel epitel mid gut Aedes aegypti dapat mempengaruhi kerentanannya 

terhadap infeksi DENV. Virus dapat memasuki tubuh vektor dan bereplikasi jika 

terdapat reseptor didalamnya. Protein 67 kDa (R67/R64) pada vektor dapat 

berperan sebagai reseptor DENV (Mercado-curiel dkk. 2008). Protein D7 dapat 

menghambat infeksi virus dengue baik secara in vitro maupun in vivo serta dapat 

berinteraksi secara langsung dengan virion DENV dan selubung virus DENV 

(Conway dkk. 2016) 

Penyakit DBD merupakan penyakit yang penularannya terjadi melalui 

vektor Arthropoda. Infeksi virus dengue pada tahun 2016 telah terjadi pada lebih 

100 negara di kawasan Afrika, Amerika, Mediterania Timur, Asia Tenggara, dan 

Pasifik Barat dengan kawasan Amerika, Asia Tenggara, dan Pasifik Barat 

merupakan wilayah dengan dampak serius penduduk terkena infeksi dengue. 

Kasus DBD di Asia Tenggara pada tahun 2015 mengalami kenaikan dari tahun 

sebelumnya mencapai 500.000 kasus, sedangkan di Indonesia hampir 200.000 

kasus (WHO, 2016). 
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Kasus DBD pertama kali diberitakan di Indonesia khususnya di Surabaya 

pada tahun 1968 dengan jumlah penderita 58 orang dan meninggal 24 orang (41,3 

%) (Siregar, 2004). Dinas Kesehatan Indonesia melaporkan bahwa terjadi 

penurunan angka kematian penderita DBD di Jawa Timur, namun masih diatas 

target aman <1%. Faktor-faktor penularan kasus DBD di Jawa Timur yaitu 

kepadatan penduduk, mobilitas penduduk, urbanisasi, pertumbuhan ekonomi, 

perilaku masyarakat, perubahan iklim, kondisi sanitasi lingkungan dan 

ketersediaan air bersih (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2017). 

Kasus DBD mengalami peningkatan pada tahun 2018 di beberapa daerah 

seperti Kabupaten Kuala Kapuas, Kalimantan Tengah; Kabupaten Manggarai 

Barat, NTT; dan daerah lainnya di Indonesia. Sejak minggu pertama 2018 hingga 

minggu pertama 2019 distribusi penyakit suspek DBD tertinggi ada di wilayah 

Jawa Timur dengan jumlah suspek DBD sebanyak 700 orang, diikuti Jawa 

Tengah sebanyak 512 orang, dan Jawa Barat sebanyak 401 orang. Suspek DBD 

memiliki arti bahwa kasus DBD pada daerah tersebut belum tentu positif namun 

sudah harus menjadi kewaspadaan oleh masyarakat dan pemerintah (Kementerian 

Kesehatan Republik Indonesia, 2019). 

Manifestasi klinis utama dari infeksi dengue berat adalah kebocoran 

pembuluh darah, trombositopenia, dan pendarahan. Selain itu, aspek 

imunopatologi juga terlibat dalam perkembangan gejala demam berdarah (Wan 

dkk. 2013). Resiko infeksi dengue dapat dikurangi dengan tindakan-tindakan 

pencegahan seperti mengurangi tempat perindukan (misalnya kontainer), 

menggunakan krim atau spray anti nyamuk, menggunakan pakaian yang menutupi 

tubuh sebagai proteksi saat di luar ruangan, serta memasang kasa pada jendela 

atau pintu (CDC, 2012). Gerakan satu rumah satu jumantik dilaksanakan di Jawa 

Timur untuk kemandirian masyarakat dan pencegahan penularan DBD 

(Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2017). Namun program tersebut 

kurang efektif untuk memberantas permasalahan DBD sehingga pemberantasan 

DBD tidak terlaksana dengan baik yang mengakibatkan DBD masih dikenal 

sebagai kejadian luar biasa. Pencegahan lain dalam mendukung keberhasilan 

penanganan DBD perlu dilakukan, salah satunya adalah pengembangan vaksin. 
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Saat ini terdapat lima jenis vaksin yang telah dikembangkan yaitu live-

attenuated virus vaccine, live chimeric virus vaccines, inactivated virus vaccines, 

serta live recombinant DNA dan subunit vaccines yang mampu menghasilkan 

respon imun protektif terhadap tipe DENV tertentu (Amin dan Sungkar, 2013). 

Vaksin virus hidup yang dilemahkan dan vaksin virus chimeric hidup sedang 

menjalani evaluasi klinis. Keamanan dan kemanjuran vaksin dengue perlu 

dipertimbangkan khususnya pada aspek imunologi (Wan dkk. 2013). 

2.2 Vektor DBD dan Karakteristiknya 

Virus dengue ditransmisikan oleh nyamuk Aedes (Aedes aegypti dan Aedes 

albopictus) ke tubuh manusia di daerah perkotaan (siklus epidemi) dan mungkin 

juga terjadi pada primata non-manusia di hutan (siklus enzootik) (Yang dkk. 

2014). Aedes aegypti merupakan vektor primer dari DENV, sedangkan Aedes 

albopictus sebagai vektor sekunder (Sim dan Dimopoulus, 2010). Faktor-faktor 

yang mempengaruhi DBD secara umum yaitu inang (manusia), agen (virus dan 

vektor), dan lingkungan (Amin dan Sungkar, 2013). 

                         

(a) (b) 

 

(c) 

Gambar 2.1 Perbedaan mesonotum Aedes aegypti dan Aedes albopictus (a) Perbedaan 

mesepimeron Aedes aegypti dan Aedes albopictus (b) Perbedaan femur 

anterior Aedes aegypti dan Aedes albopictus (c) (Sumber: Rueda, 2004) 
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Aedes albopictus merupakan vektor penting yang menularkan beberapa 

patogen virus termasuk virus demam kuning, dengue, dan chikungunya. Nyamuk 

ini sangat sulit dikendalikan populasinya karena mempunyai kemampuan yang 

baik untuk beradaptasi dengan lingkungan (Rahana dkk. 2016). Aedes albopictus 

pertama kali dideteksi pada tahun 2004 di kota Menton, Prancis dan berasal dari 

Asia Tenggara (Vega-rua dkk. 2013). Aedes aegypti mampu berkembang di dalam 

ruangan (indoor), berbeda dengan Aedes albopictus yang lebih suka berkembang 

di alam atau outdoor (WHO, 2016). 

Nyamuk Aedes albopictus dan Aedes aegypti sangat berbeda jika dilihat  

dari segi morfologinya. Bagian mesonotum pada Aedes aegypti memiliki deretan 

rambut putih yang membentuk pola garis putih yaitu dua garis putih lengkung 

seperti lyre dan dua garis putih lurus yang sejajar, sedangkan pada Aedes 

albopictus hanya satu garis putih lurus saja. Mesepimeron dari kedua jenis 

nyamuk tersebut memang sangat berbeda, Aedes aegypti memiliki kumpulan sisik 

berupa dua tambalan putih terpisah, sedangkan pada Aedes albopictus bergabung 

menjadi satu. Aedes aegypti memiliki deretan rambut putih yang membentuk pola 

garis putih pada bagian femur anteriornya, sedangkan pada Aedes albopictus 

seluruh bagian femur anterior memiliki rambut hitam (Rahayu dan Ustiawan, 

2013). Perbedaan-perbedaan secara morfologi antara Aedes aegypti dan Aedes 

albopictus dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

2.3 Transmisi Virus Dengue 

Infeksi virus dengue pada manusia terjadi ketika seseorang terinfeksi virus 

dengue saat proses blood feeding nyamuk Aedes berlangsung. Darah pada 

penderita yang terinfeksi virus dengue membuat penderita menjadi sumber 

penularan penyakit demam berdarah. Nyamuk Aedes yang tidak membawa virus 

dengue dan menghisap darah penderita bisa menjadi penular sepanjang hidupnya 

jika virus dalam darah penderita ikut terhisap. Virus akan memperbanyak diri dan 

menyebar ke kelenjar saliva. Setelah itu, virus akan ditransmisikan kembali ke 

beberapa orang sehat lainnya (Siregar, 2004). Siklus transmisi dari virus dengue 

dapat dilihat pada Gambar 2.2.  
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Gambar 2.2 Transmisi virus dengue (Sumber: Oxitec, 2014) 

Transmisi DENV dalam kondisi alamiah terjadi saat nyamuk memperoleh 

infeksi dengue setelah melakukan blood feeding dari seseorang yang terinfeksi 

infeksi dengue. Virus masuk ke dalam saluran pencernaan dan bereplikasi di 

dalam sel epitel pada saluran pencernaan, kemudian virus baru disebarkan ke 

hemocoel lalu menyebar ke jaringan-jaringan, termasuk kelenjar saliva. Setelah 

replikasi virus terjadi di kelenjar saliva, virus dapat ditularkan ke inang baru 

melalui saliva nyamuk yang membawa virus dengue (Carrington dan Simon, 

2014). 

Transmisi virus dengue lainnya yaitu secara transovarial dengan cara virus 

menyebar ke ovarium nyamuk sehingga dapat terjadi transmisi virus di dalam 

telur. Keadaan tersebut menyebabkan nyamuk berikutnya dapat menularkan virus 

dengue kepada inangnya (Guedes dkk. 2010). Seseorang yang terinfeksi virus 

dengue untuk pertama kali biasanya hanya menderita demam dengue dengan 

gejala yang tidak spesifik atau bahkan tidak memperlihatkan gejala sakit sama 

sekali (asimptomatis) (Siregar, 2004). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


9 

 

 
 

 

2.4 Komponen Protein dan Fungsi Biologis Kelenjar Saliva Aedes 

Aedes aegypti dan Aedes albopictus merupakan vektor virus dengue yang 

sering ditemukan. Walaupun Aedes albopictus merupakan vektor sekunder 

(Luplertlop, 2014), namun memungkinkan kelenjar salivanya mengandung 

protein-protein yang mirip dengan Aedes aegypti dan terlibat dalam proses blood 

feeding seperti pada Tabel 2.1. Menurut Almeras dkk. (2010), terdapat 11 protein 

pada kelenjar saliva Aedes aegypti yang berperan dalam blood feeding yaitu, D7 

familiy, serpin, apyrase, adenosine deaminase, purine nucleosidase, serine 

protease, β-glucosidase, lectin, gambicin lysozyme defensins, Xa factor, dan Aed 

a 3. 

Tabel 2.1 Protein kelenjar saliva pada Aedes aegypti dan Aedes albopictus yang berperan     

dalam proses blood feeding 

No. Nama Protein Fungsi Biologis Nama Spesies 

Aedes 

aegypti 

Aedes 

albopictus 

1. D7 family (a,b,d) vasodilator, antikoagulan, 

imunomodulator 
+ + 

2.  Serpin (a,b,d) inhibitor protease, 

antikoagulan 
+ + 

3. Apyrase 

 (a,b,d) 

anti agregasi platelet, anti 

inflamasi, anti koagulan, 

anti hemostasis 

+ + 

4. Adenosine deaminase 

(a,b,d) 

antihemostasis, 

antiinflamasi 
+ + 

5. Purine nucleosidase 

(a,d) 

antihemostasis, 

antiinflamasi 
+ - 

6. Serine proteases (a,d) mengaktifkan atau menon-

aktifkan jalur antiinflamasi 
+ + 

7. β-glucosidase (c,d) antiinflamasi, anti agregasi 

platelet 
+ - 

8. Lectin (b,d) opsonisasi, antimikroba, 

pengenalan sistem imun 
+ + 

9. Gambicin lysozyme 

defensins (d,g) 

aktivitas anti mikroba 
+ - 

10. Xa Factor (d,f) Antikoagulan + - 

11. Aed a 3 (d,e) reaksi alergi + - 

Keterangan: (+) = ada, (-) = tidak ada (Sumber: (a) Almeras dkk. 2010; (b) Doucoure 

dkk. 2013; (c) Gu dkk. 2017; (d) Luplertlop, 2014; (e) Peng dkk. 2015; (f) 

Stark dan James, 1995; (g) Vizioli dkk. 2001) 
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Protein-protein kelenjar saliva Aedes aegypti diproduksi pada lobus-lobus 

yang berbeda. Lobus proksimal (Proximal–Lateral) memproduksi beberapa 

protein yaitu alpha-glucosidase, lisozim, amilase 1, salivary chymotrypsin-like, 

V-ATPase, carbonic anhydrase, gambicin, dan serin protease. Lobus  distal 

(Distal–Lateral) mempoduksi beberapa protein yai tu  D7, 30 kDa alergen-

like protein, dan aegyptin. Lobus medial memproduksi beberapa protein yaitu 

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 dkk. 2011). 

Hasil penelitian Oktarianti dkk. (2014) diketahui bahwa protein 

imunogenik kelenjar saliva Aedes aegypti adalah 31 dan 56 kDa. Protein tersebut 

dikenali oleh serum orang sehat pasien DBD dan penduduk sehat yang tinggal di 

daerah endemik. Namun, kedua protein tersebut tidak dapat dikenali oleh serum 

dari penduduk non endemik dan neonatus (infant). Analisis lebih lanjut dengan 

metode Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-

MS/MS) oleh Oktarianti dkk. (2015) menunjukkan bahwa D7 family paling 

banyak ditemukan pada pita 31 kDa. Sedangkan  apyrase merupakan protein 

utama pada pita 56 kDa. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


11 

 

 
 

BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2018 sampai dengan bulan 

Mei 2019, bertempat di Laboratorium Bioteknologi, Jurusan biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), Universitas Jember. 

3.2 Alat dan Bahan 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kandang nyamuk, tray, 

pipet plastik, aspirator, kain kasa, kapas, karet, kertas saring, gelas kertas, wadah 

air, tabung erlenmeyer, botol bekas, mikroskop stereo, jarum diseksi, gelas objek, 

gelas piala, cawan petri, micropipette, microtip (ukuran 0.5-10 µl, 10–100 µl, dan 

100-1000 µl), microtube, tisu, ice box, ice gel, satu set alat Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), satu set alat Western 

Blot, parafilm, magnetic stirer, refrigerated centrifuge, gelas ukur, pH-meter, 

gunting, pinset, penjepit, tabung sentrifugasi, membran PVDF (Polyvinylidene 

Difluoride), kertas Whatman, dan kertas blotting. 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri atas kelenjar 

saliva (salivary gland) nyamuk Aedes albopictus dan Aedes aegypti, tikus wistar, 

10% larutan sukrosa, akuades, 70% alkohol, 0.5% NaCl, 1 mM Phenyl Methyl 

Sulfonyl Fluoride (PMSF), 10% SDS (sodium dodecyl sulfate), sample buffer 

(Tris, gliserol, SDS, β-mercaptoethanol, bromophenol blue), running buffer (Tris, 

glisin, SDS), 30% acrylamide/bis-acrylamide, 1.5 mM Tris-HCl pH 8.8 dan 0.5 

M Tris-HCl pH 6.8, larutan pewarna atau staining (coomassie brilliant blue R-

250, metanol, asam asetat glasial, H2O), larutan pencuci atau destaining (metanol, 

asam asetat glasial, H2O), 10% APS (Ammonium Persulfate), TEMED 

(Tetramethylethylenediamine), metanol, transfer buffer (Tris, glisin, metanol, 

H2O), Tris Buffer Saline (TBS) pH 7.4 (NaCl, KCl, Tris, H2O), Phosphate Buffer 

Saline (PBS) pH 7.4 (NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, KCl, H2O), larutan blocking (5% 

skim milk dalam TBS), NBT/BCIP Alkaline Phosphatase Substrate (Nitro  Blue  
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Tetrazolium-(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphatase) (ROCKLAND, USA), 

antibodi primer (serum darah manusia) dan antibodi sekunder (Goat–Anti Human 

IgG Alkaline Phosphatase Conjugate) (ROCKLAND, USA). 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif yang dimulai dengan 

rearing nyamuk Aedes albopictus dan Aedes aegypti, identifikasi morfologi 

Aedes, isolasi kelenjar saliva Aedes albopictus dan Aedes aegypti, ekstraksi 

protein kelenjar saliva Aedes albopictus dan Aedes aegypti, analisis SDS-PAGE, 

serta analisis Western Blot. Alur penelitian secara rinci dapat dilihat pada Gambar 

3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Skema alur penelitian 
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3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Rearing Aedes albopictus dan Aedes aegypti 

 Penelitian ini menggunakan nyamuk Aedes albopictus hasil rearing yang 

dilakukan di Animal Care Unit FMIPA Universitas Jember dengan suhu ruang 

(27
o
C). Rearing dimulai dengan metode landing collection yaitu menangkap 

nyamuk Aedes albopictus menggunakan aspirator di kebun-kebun sekitar 

Universitas Jember. Nyamuk yang tertangkap dimasukkan ke dalam jebakan 

berupa gelas kertas yang ditutup kain kasa dan kapas dengan dirapatkan 

menggunakan karet. 

Nyamuk-nyamuk yang sudah terkumpul dalam gelas kertas kemudian 

diletakkan ke dalam kandang koloni. Larutan sukrosa 10% dibuat di dalam tabung 

erlenmeyer sebagai sumber nutrisi bagi nyamuk jantan, sedangkan tikus wistar 

dalam perangkap digunakan untuk blood feeding nyamuk betina. Kedua sumber 

nutrisi tersebut dimasukkan ke dalam kandang koloni. Kertas saring diletakkan ke 

dalam wadah air yang didalamnya terdapat gula dalam tabung erlenmeyer sebagai 

tempat telur nyamuk. Kertas saring yang terdapat telur nyamuk kemudian 

dipindahkan ke dalam tray yang berisi ¾ air hingga menetas menjadi larva. 

Selama masa perkembangan, larva diberi makan pelet ikan. Pupa yang ada dalam 

tray dipindahkan ke dalam botol bekas yang sudah dipotong menggunakan pipet 

plastik. Nyamuk betina dewasa dalam kandang koloni diambil menggunakan 

aspirator kemudian dimasukkan ke dalam gelas kertas yang ditutup kain kasa dan 

kapas untuk diisolasi kelenjar salivanya. 

3.4.2 Identifikasi Morfologi Aedes albopictus dan Aedes aegypti 

Identifikasi morfologi diperlukan sebelum isolasi kelenjar saliva Aedes 

albopictus dan Aedes aegypti. Aedes albopictus dan Aedes aegypti mudah 

dibedakan melalui bagian mesonotum, mesepimeron, dan femur. Bagian 

mesonotum pada Aedes aegypti memiliki deretan rambut putih membentuk pola 

garis putih yaitu dua garis putih lengkung seperti lyre dan dua garis yang sejajar, 

sedangkan Aedes albopictus hanya satu garis putih saja. Mesepimeron dari kedua 

jenis nyamuk tersebut memang sangat berbeda. Aedes aegypti memiliki kumpulan 
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sisik berwarna putih yang membentuk dua tambalan putih terpisah, sedangkan 

Aedes albopictus bergabung menjadi satu. Aedes aegypti memiliki deretan rambut 

putih yang membentuk pola garis putih pada bagian femur anterior, sedangkan 

Aedes albopictus tidak memiliki deretan rambut putih yang membentuk pola garis 

pada bagian femur (Rahayu dan Ustiawan, 2013). 

3.4.3 Isolasi Kelenjar Saliva Aedes albopictus dan Aedes aegypti 

Nyamuk Aedes albopictus dan Aedes aegypti betina dalam gelas kertas 

selanjutnya difreezing dengan cara dimasukkan ke dalam lemari pendingin dengan 

suhu -20
o
C selama 1-2 menit kemudian dipindahkan ke dalam cawan petri dalam 

ice box. Gelas objek ditetesi sekitar 20-30 µl NaCl 0.5%. Kaki-kaki nyamuk 

dihilangkan agar tidak mengganggu proses isolasi. Kelenjar saliva diisolasi 

dengan cara mikrodiseksi menggunakan jarum diseksi. Jarum diseksi pada tangan 

kanan menekan toraks, sedangkan jarum diseksi pada tangan kiri menarik kepala 

ke arah yang berlawanan secara hati-hati hingga kepala terlepas dari toraks. 

Kelenjar saliva biasanya akan menempel pada kepala atau pada toraks. Lobus-

lobus kelenjar saliva tampak bewarna bening (Schmid dkk. 2014). Kelenjar saliva 

yang telah didapatkan kemudian dipisahkan dari badan lemak atau jaringan lain 

hingga bersih lalu dimasukkan ke dalam microtube  yang berisi 10 µl 1 mM 

PMSF dalam PBS dengan perbandingan 1:1 untuk 10 pasang sampel kelenjar 

saliva dan disimpan pada suhu -20
o
C hingga digunakan.  

3.4.4 Ekstraksi Protein Kelenjar Saliva Aedes albopictus dan Aedes aegypti 

Ekstraksi protein kelenjar saliva dilakukan dengan menambah 10 µl 

sample buffer ke dalam microtube  yang berisi 10 pasang sampel kelenjar saliva + 

10 µl 1 mM PMSF dalam PBS. Proses ekstraksi dilanjutkan dengan boiling 

menggunakan thermoshaker dengan suhu 95
o
C selama 4 menit. Setelah proses 

boiling, ekstrak protein kelenjar saliva disentrifus untuk diambil supernatannya. 

3.4.5 Preparasi Serum Darah 

Sampel darah pasien DBD diambil dari Klinik Pratama Rawat Inap 

Dokterku, Kaliwates, Kabupaten Jember dan Rumah Sakit Citra Husada, Patrang, 
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Kabupaten Jember, sedangkan serum darah penduduk sehat endemik diambil di 

wilayah endemik Kabupaten Jember. Sampel darah neonatus diambil dari bidan 

Umi Soemarno, Sumbersari, Kabupaten Jember. Masing-masing probandus akan 

mengisi inform consent. Pengambilan sampel darah dilakukan dari pembuluh 

darah vena brachial di lengan, kecuali serum neonatus yang diambil dari tali 

pusar yang menuju ke bayi setelah lahir. Masing-masing sampel darah diambil 

sebanyak 3 ml dan ditampung dalam vakutainer tanpa anti-koagulan. Sampel 

darah didiamkan selama 30 menit, kemudian diambil lapisan bening paling atas 

dan disentrifus dengan kecepatan 3200 rpm selama 15 menit pada suhu 4
o
C. 

Supernatan hasil sentrifus merupakan serum darah. Sampel serum darah disimpan 

pada suhu -20
o
C hingga digunakan. 

3.4.6 Analisis Profil Protein dari Kelenjar Saliva Aedes albopictus dan Aedes  

aegypti 

Profil protein kelenjar saliva Aedes albopictus kemudian dianalisis dengan 

metode SDS-PAGE berdasarkan prosedur dari Bollag dkk. (1991). Elektroforesis 

sampel protein menggunakan Separating Gel 12% dan Stacking Gel 4%. Tiap 

sumuran gel berisi 20 µl sampel protein (10 pasang sampel kelenjar saliva dalam 

10 µl PMSF dalam PBS + 10 µl sample buffer). Elektroforesis dilakukan pada 

tegangan konstan 150 V selama 100 menit dalam running buffer. Kemudian 

dilanjutkan proses pewarnaan gel menggunakan larutan pewarna (staining) 

dengan Coomasie Brilliant Blue selama 60 menit. Proses pencucian (destaining) 

dilakukan sebanyak 3 kali setiap 30 menit untuk menghilangkan larutan pewarna 

yang tidak berikatan dengan protein. 

3.4.7 Identifikasi  Protein Imunogenik Kelenjar Saliva Aedes albopictus dan 

Aedes aegypti 

Proses Western Blot dilakukan menurut Harlow dan Lane (1999) dengan 

beberapa langkah yang dimodifikasi menggunakan metode semi dry. Protein pada 

gel polyacrilamide hasil analisis SDS-PAGE ditransfer ke membran PVDF 

selama 1 jam dengan arus konstan 100 mA. Membran PVDF dipotong sesuai 

dengan ukuran gel poliakrilamid kemudian direndam dalam metanol selama 1 
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menit. Gel poliakrilamid, membran PVDF, 2 lembar kertas Whatman dan fiber 

pad direndam ke dalam buffer transfer sebelum analisis Western Blot. Kertas 

blotting (fiber pad), filter paper, membran PVDF, gel akrilamid hasil SDS-PAGE, 

filter paper, dan kertas blotting disusun secara berurutan seperti pada (Gambar 

3.2). 

Proses imunobloting dilanjutkan dengan reaksi silang antara protein 

kelenjar saliva Aedes albopictus pada membran dengan antibodi primer yang 

berasal dari serum penduduk sehat di wilayah endemik DBD, serta pasien DBD 

dan neonatus yang dilarutkan pada 5% skim milk dalam TBS (1:250) lalu 

diinkubasi overnight pada suhu 4
o
C. Membran dicuci dengan TBS sebanyak 3 kali 

masing-masing 5 menit. Antibodi sekunder yang digunakan berupa Goat–Anti 

Human IgG Alkaline Phosphatase Conjugate (ROCKLAND, USA) yang 

dilarutkan pada 5% skim milk dalam TBS (1:2500). Membran yang telah diberi 

antibodi sekunder kemudian diinkubasi selama 2 jam. Visualisasi dilakukan 

dengan menambahkan substrat NBT-BCIP Alkaline Phosphatase Substrate (Nitro  

Blue  Tetrazolium - (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphatase)) (ROCKLAND, 

USA) pada membran dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 1 menit hingga 

muncul pita protein imunogenik. Membran dicuci dengan akuades untuk 

menghentikan reaksi. 

 

Gambar 3.2 Susunan sandwich pada proses Western Blot (Sumber: Walker, 1996) 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Protein dengan berat molekul yaitu: ~97, 67, 52, 49, 47, 31, 27, 17, dan 16 

kDa dapat ditemukan pada kelenjar saliva Aedes aegypti maupun Aedes 

albopictus. Profil protein dengan berat molekul 48 kDa hanya terdapat pada 

kelenjar saliva Aedes aegypti, sedangkan protein yang hanya terdapat pada saliva 

Aedes albopictus yaitu protein dengan berat molekul 32 dan 26 kDa. Protein 

imunogenik dengan berat molekul 31 kDa dikenali oleh serum penduduk sehat 

endemik baik pada Aedes albopictus maupun Aedes aegypti, serta serum pasien 

DBD. Protein imunogenik dengan berat molekul 67 kDa dikenali oleh serum sehat 

endemik pada kelenjar saliva Aedes aegypti maupun Aedes albopictus. Protein 

imunogenik dengan berat molekul 47 kDa hanya dapat dikenali oleh serum pasien 

DBD pada kelenjar saliva Aedes albopictus. 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan analisis lebih lanjut dengan Liquid Chromatography Mass 

Spectrometry terhadap  protein imunogenik kelenjar saliva Aedes albopictus 

dengan berat molekul ~67, 47, dan 31 kDa untuk mengetahui identitas protein dan 

karakter molekulernya. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Komposisi Bahan 

a.  Rearing Nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus 

1. 100 ml 10% larutan sukrosa  : 10 gr sukrosa dilarutkan dalam 100 

ml aquades 

 

b.  Isolasi Kelenjar Saliva Nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus 

1. 10 ml PMSF dalam PBS (pH  7.4) : 0,08 gr NaCl; 0,0144 gr Na2HPO4; 

0,0024 gr KH2PO4; 0,002 gr KCl 

dilarutkan dalam 10 ml aquades 

kemudian ditambahkan 0,00174 gr 

PMSF 

 

2. 100 ml 0,5% NaCl  : 0,5 gr NaCl dilarutkan dalam 100 ml 

aquades 

 

c. Analisis Profil Protein Kelenjar Saliva Aedes aegypti dan Aedes 

albopictus dengan SDS-PAGE 

1. 10 ml Laemmli sample buffer : 1,25 ml Tris-HCl 1M (pH 6.8); 2 ml 

50% Gliserol; 4 ml 10 % SDS; 0,5 

ml β-mercaptoethanol; 200 µl 

Bromphenol Blue; dH2O sampai 10 

ml 

2. 1 L Buffer Elektroda 1x : 3 gr Tris Base; 14,4 gr Glysine; 1 gr 

SDS;  dH2O sampai 1L 

3. 100 ml 30% Acrylamide–

Bisacrylamide 

: 29,2 gr Acrylamide; 0,8 gr 

Bisacrylamide; dH2O sampai 100 

ml 

4. 100 ml Tris–HCl 1.5 M (pH 8.8) : 18,171 gr Tris Base ; dH2O sampai 

100 ml 
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5. 100 ml Tris–HCl 0.5 M (pH 6.8) : 6,057 gr Tris Base ; dH2O sampai 

100 ml 

6. 100 ml 10% SDS  : 10 gr SDS ; dH2O sampai 100 ml 

 

7. 1 ml 10% SDS  : 0,1 gr APS ; dH2O sampai 1 ml 

8. 1 L Staining Solution : 1 gr Coomassie Briliant Blue R-250; 

450 ml Metanol; 100 ml Asam 

Asetat Glasial; 450 ml dH2O  

9. 500 ml Destaining Solution : 200 ml Metanol; 50 ml Asam Asetat 

Glasial; 250 ml dH2O  

 

d. Analisis Western Blot 

1. 1 L Buffer Transfer : 3,034 gr Tris Base; 1,44 gr Glysin; 

200 ml Metanol pa; dH2O sampai 1 

L 

 

2. 500 ml TBS (pH 7.4) : 4 gr NaCl; 0,1 gr KCl; 1,5  gr Tris 

Base; dH2O sampai 500 ml 

 

3. 10 ml 5% Skimmed Milk dalam 

TBS  (pH 7.4) 

: 0,5 gr Skim Milk; 10 ml TBS pH 

7.4 dalam TBS pH 7.4 

 

4. Antibodi Primer (1 : 250) : 60 µl serum manusia; 14940 µl 5% 

Skimmed Milk dalam TBS (pH 7.4) 

 

5. Antibodi Sekunder (1 : 2500) : 3 µl Anti-Human IgG; 14997 µl 5% 

Skimmed Milk dalam TBS (pH 7.4) 
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Lampiran B. Perhitungan Berat Molekul Protein Kelenjar Saliva Aedes 

aegypti dan Aedes albopictus 

a. Kurva Standar Perhitungan Berat Molekul Marker Protein 
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Lampiran C. Informed Consent 

PENJELASAN UNTUK MENGIKUTI PENELITIAN 

1. Kami adalah Dr. Rer.nat. Kartika Senjarini, M.Si, Dosen Jurusan Biologi 
FMIPA Universitas Jember dengan ini meminta anda untuk berpartisipasi 
dengan sukarela dalam penelitian yang berjudul :  
Potensi Protein Imunogenik Kelenjar Saliva Vektor Potensial Dengue 

Aedes aegypti dan Aedes albopictus sebagai Target  Pengembangan 

Vaksin Dengue Berbasis Vektor 

2. Tujuan dari penelitian ini untuk mengidentifikasi dan mengkarakterisasi 
molekuler  protein imunogenik vektor potensial Dengue pada kelenjar 
saliva Aedes albopictus sebagai target  pengembangan vaksin Dengue 
berbasis vektor. Pengembangan Vaksin Dengue berbasis vektor ini  dapat 
memberi manfaat atau kontribusi yang besar dalam menciptakan vaksin 
baru  yang efektif dan efisien untuk melawan epidemi DBD di Indonesia 
dan memberikan sumbangan yang sangat berarti bagi pemerintah 
maupun masyarakat  dalam penanggulangan wabah penyakit 
diperantarai vektor nyamuk.  
Sampel penelitian ini berupa darah yang akan diambil dari pembuluh 

vena cubiti di lengan, sebanyak 2-3 ml pada orang sehat maupun sampel 

penderita DBD. pengambilan darah secara aseptis menggunakan spuit 

disposable yang steril dan kulit dibersihkan terlebih dahulu dengan 

alkohol 70%. Pengambilan sampel darah akan dilakukan oleh petugas 

medis yang sudah berpengalaman. 

3. Prosedur pengambilan sampel adalah menggunakan spuit disposable 
yang steril dan kulit dibersihkan terlebih dahulu dengan alkohol 70% 
diambil dari pembuluh vena cubiti di lengan kanan atau kiri. Sebanyak 5 
ml untuk orang sehat dan 3 ml bagi pasien DBD. Cara ini mungkin 
menyebabkan sedikit rasa nyeri dan tidak nyaman  tetapi anda tidak perlu 
kuatir karena tidak akan menimbulkan infeksi maupun efek samping yang 
membahayakan. 

4. Keuntungan yang anda peroleh dengan keikutsertaan anda adalah 
subyek telah berperan nyata dalam mewujudkan vaksin dengue yang 
dapat mencegah penyebaran DBD, sehingga dapat menanggulangi dan 
mengeliminasi penyakit DBD khususnya di Indonesia sebagai negara 
tropik 

5. Seandainya anda tidak menyetujui cara ini maka anda dapat memilih cara 
lain atau anda boleh tidak mengikuti penelitian ini sama sekali. Untuk itu 
anda tidak akan dikenai sanksi apapun 

6. Nama dan jati diri anda akan tetap dirahasiakan 
 

              Peneliti  
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Blanko Pernyataan Persetujuan untuk Berpartisipasi dalam Penelitian 

 

Saya yang bertandatangan dibawah ini meyatakan bahwa : 

 

1. Saya telah mengerti tentang apa yang tercantum dalam lembar 
persetujuan diatas dan telah dijelaskan oleh peneliti 

 

Dengan ini saya menyatakan bahwa secara sukarela bersedia  untuk ikut 

serta menjadi salah satu subyek penelitian yang berjudul : Identifikasi 

Protein Imunogenik Kelenjar Saliva Aedes albopictus Vektor 

Potensial Demam Berdarah Dengue (DBD) di Wilayah Endemik 

Kabupaten Jember 

 

 

 

 

 

             Jember, ........................ 2019 

Peneliti Saksi Yang membuat peryataan 

 

 

 

 

 

(Kartika Senjarini) (.................................) (...................................) 
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Lampiran D. Ethical Clearance 
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Lampiran E. Data Pasien DBD dari Rumah Sakit Citra Husada dan Klinik 

Pratama Rawat Inap Dokterku 

Nama Umur Trombosit Lokasi Pengambilan 

Sampel 

Sampel 1 12 tahun 55000 Klinik Pratama Rawat 

Inap Dokterku 

Sampel 2 23 tahun 74000 Klinik Pratama Rawat 

Inap Dokterku 

Sampel 3 39 tahun 69000 RS. Citra Husada 

Sampel 4 37 tahun 21000 RS. Citra Husada 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


39 

 

 
 

Lampiran F. Data Penduduk Sehat Endemik dan Neonatus di Kabupaten 

Jember 

a. Data Penduduk Sehat Endemik 

Nama Umur 

Sampel 5 22 tahun 

Sampel 6 21 tahun 

Sampel 7 22 tahun 

Sampel 8 22 tahun 

 

b. Data Neonatus dari Bidan Umi Soemarno 

Nama Umur 

Sampel 9 33 tahun 
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