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ABSTRACT

The salivary gland of arthropod vector contains various bioactive compounds and plays a role
in the transmission of pathogens to the host. The host develops anti-salivary antibodies
against vector saliva exposure. Our previous research has identified two immunogenic
proteins with molecular weights of 31 and 56 kDa from the Aedes aegypti salivary gland protein
extract. However, the role of the 31 and 56 kDa immunogenic proteins from saliva Ae. aegypti
is not fully known, so it is necessary to purify two immunogenic protein fractions to better
specify the target of developing a dengue vaccine. This study aimed to purify the 31 and 56
kDa immunogenic protein fractions by electroelution and dialysis methods. The purification of
the two protein fractions has been successful which were confirmed by the SDS-PAGE by the
existence of single-band parallel to the positive control. These results were further supported
by the dot blot analysis which showed a positive reaction in the form of dark spots in the two
protein fractions which were reacted with dengue patients' serum, endemic healthy people,
and neonates. These results indicated that the purified 31 and 56 kDa immunogenic protein
fraction can be identified by specific antibodies.
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ABSTRAK

Kelenjar saliva vektor arthropoda mengandung berbagai senyawa bioaktif dan berperan
dalam transmisi patogen ke tubuh inang. Tubuh inang mengembangkan antibodi anti-saliva
terhadap paparan saliva vektor. Penelitian kami sebelumnya telah mengidentifikasi dua
protein imunogenik dengan berat molekul 31 dan 56 kDa dari ekstrak protein kelenjar saliva
Aedes aegypti. Namun demikian, peranan protein imunogenik 31 dan 56 kDa dari saliva Ae.
aegypti belum diketahui sepenuhnya sehingga perlu dilakukan purifikasi dua fraksi protein
imunogenik untuk lebih menspesifikkan target pengembangan vaksin dengue. Tujuan
penelitian ini untuk melakukan purifikasi fraksi protein imunogenik 31 dan 56 kDa melalui
metode elektroelusi dan dialisis. Keberhasilan purifikasi dua fraksi protein 31 dan 56 kDa
terbukti dari hasil konfirmasi SDS-PAGE dengan terbentuknya pita tunggal sejajar dengan
kontrol positif. Hasil tersebut diperkuat dengan analisis dot blot yang menunjukkan reaksi
positif dengan munculnya noktah gelap pada dua fraksi protein tersebut ketika direaksikan
dengan serum pasien DBD, penduduk sehat endemik dan neonatus. Hasil ini mengindikasikan
bahwa fraksi protein imunogenik 31 dan 56 kDa hasil purifikasi dapat dikenali oleh antibodi
spesifik.

Kata Kunci: dialisis, elektroelusi, imunogenik, purifikasi, saliva
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PENDAHULUAN

Demam Berdarah Dengue (DBD)
masih menjadi permasalahan kesehatan
dunia yang menyebabkan kematian serta
morbiditas tinggi. Wabah DBD umumnya
terjadi pada beberapa wilayah endemik di
negara tropis dan sebagian di wilayah
subtropis, terutama di benua Asia dan
Amerika (Bhatt et al. 2013). Penyebab
penyakit DBD adalah infeksi virus dengue
yang memiliki empat serotipe (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 dan DENV-4) (Murrell et
al. 2011; Sasmono et al. 2018). Serotipe
yang ditemukan sering menginfeksi
manusia yaitu DENV-2 (Yung et al. 2015).
Orang yang berada di wilayah endemik
dengue dapat terinfeksi oleh tiga atau
bahkan empat serotipe lainnya selama
masa hidupnya (Guzman et al. 2010).

Virus dengue menginfeksi tubuh
manusia melalui transmisi yang diperantarai
oleh vektor nyamuk Aedes aegypti dan Ae.
albopictus. Ae. aegypti merupakan vektor
primer dari virus dengue karena memiliki
habitat di sekitar pemukiman sehingga sering
kontak dengan manusia. Sedangkan Ae.
albopictus berperan sebagai vektor sekunder
virus dengue karena memiliki habitat di
lingkungan luar seperti kebun atau hutan
yang jauh dari pemukiman manusia (Sim dan
Dimopoulos 2010; Wan et al. 2013). Nyamuk
tersebut membawa virus dengue setelah
mengisap darah dari orang yang terinfeksi
kemudian mentransmisikannya ke orang
sehat (Almeras et al. 2010). Virus dengue
akan masuk dan bereplikasi di dalam sel
epitel midgut. Selanjutnya, virus dengue
menyebar dari usus ke hemocoel lalu ke
bagian tubuh nyamuk yang lain dan akhirnya
menuju pada kelenjar saliva (Luplertlop
2014).

Saliva vektor penyakit arthropoda
telah diketahui mengandung substansi
penting sebagai antihemostasis,
antiinflamasi, dan imunomodulator yang
berperan dalam proses pengambilan darah
pada tubuh inang serta menentukan
keberhasilan transmisi patogen ke tubuh
inang (Almeras et al. 2010; Vogt et al.
2018). Substansi antihemostasis seperti

apyrase mampu mencegah agregasi
platelet sehingga dapat menghambat
proses pembekuan darah. Substansi

vasodilator dapat menyebabkan pelebaran
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pembuluh darah melalui mekanisme
vasodilatasi kapiler darah. Substansi-
substansi tersebut dapat mempermudah
nyamuk dalam menghisap darah manusia.
Komponen antiinflamasi pada saliva
nyamuk dapat menyebabkan respon
inflamasi untuk melawan molekul saliva
menjadi terhalang (Kazimirovd dan
Stibraniova 2013). Berbeda halnya dengan
faktor  imunomodulator yang  dapat
meningkatkan transmisi patogen dengan
cara memodulasi respon imun inang
sehingga patogen mudah masuk ke dalam
tubuh inang (Fontaine et al. 2011).
Kemampuan kelenjar saliva vektor dalam
mencegah  respon  hemostasis dan
memodulasi respon imun inang menjadi
target dalam pengembangan vaksin dengue
berbasis vektor. Vaksin berbasis vektor
tidak hanya melindungi terhadap patogen
yang ditularkan oleh vektor tetapi juga
memberikan proteksi terhadap orang lain
yang belum terinfeksi (Miller 2010).

Hasil penelitian kami sebelumnya
menunjukkan bahwa terdapat dua protein
imunogenik dari kelenjar saliva Ae. aegypti
dengan berat molekul 31 dan 56 kDa
(Oktarianti et al. 2014). Namun demikian,
karakterisasi terkait identitas protein serta

aktivitas biologis dari kedua protein
imunogenik  tersebut belum diketahui
sepenuhnya. uUntuk lebih

menspesifikasikan target pengembangan
vaksin dengue maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut terhadap kedua
protein imunogenik tersebut. Penelitian
mengenai identitas protein dan aktivitasnya
membutuhkan protein murni sehingga perlu
dilakukan purifikasi untuk memperoleh
ekstrak murni protein imunogenik 31 dan 56
kDa. Penelitian ini bertujuan untuk
melakukan purifikasi protein  dengan
metode elektroelusi dan dialisis untuk
memperoleh  ekstrak  murni protein
imunogenik 31 dan 56 kDa dari kelenjar
saliva Ae. aegypti.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan
Alam, Universitas Jember pada bulan Januari
sampai dengan Juni 2019.



Pemeliharaan Ae. aegypti

Pemeliharaan Ae. aegypti dilakukan di
ruang insektarium pada suhu 28°C dan
kelembaban relatif 60% yang bertempat di
Animal Care Unit, Jurusan Biologi, FMIPA,
UNEJ. Nyamuk Ae. aegypti dibiakkan dari larva
yang dikoleksi dari wadah/kontainer air di
lapangan. Larva dipindahkan ke dalam nampan
plastik berisi air untuk dikembangkan menjadi
pupa. Selanjutnya, pupa dipindahkan ke cawan
pupa dan dimasukkan ke dalam kandang koloni
hingga menjadi nyamuk dewasa. Di dalam
kandang koloni disediakan larutan sukrosa
10% sebagai sumber nutrisi nyamuk dan
seekor tikus wistar yang diletakkan pada
kandang kecil untuk kebutuhan darah yang
dihisap nyamuk betina. Selain itu, juga
disediakan cawan yang diberi kertas saring
pada bibir cawan untuk tempat bertelur nyamuk
dewasa.

Identifikasi morfologi Ae. aegypti

Nyamuk dewasa diambil dari dalam
kandang koloni menggunakan aspirator dan
diimobilisasi di dalam lemari pendingin pada
suhu -20°C selama 1-2 menit. Proses
identifikasi dilakukan dengan menggunakan
mikroskop  stereo  (Olympus, Jepang).
Identifikasi ~ morfologi  dilakukan  untuk
membedakan antara spesies nyamuk Ae.
aegypti dan Ae. albopictus yang sering
ditemukan bersamaan ketika koleksi di
lapangan. Pengamatan ciri morfologi dilakukan
pada bagian mesonotum, mesepimeron, dan
femur anterior. Bagian mesonotum pada Ae.
aegypti memiliki pola dua garis putih sejajar
yang diapit oleh dua garis putih melengkung
seperti lyre, sedangkan bagian mesonotum
pada Ae. albopictus hanya terdapat satu garis
putih saja. Pengamatan bagian mesepimeron
pada Ae. aegypti dilakukan untuk melihat
adanya kumpulan sisik berwarna putih
membentuk dua tambalan yang terpisah,
sedangkan bagian mesepimeron pada Ae.
albopictus nampak sisik putih yang bergabung
menjadi satu. Pengamatan bagian femur
anterior pada Ae. aegypti dilakukan untuk
melihat adanya pola garis putih, sedangkan
bagian femur anterior pada Ae. albopictus tidak
terdapat pola garis putih (Rahayu dan Ustiawan
2013).

Isolasi dan analisis
Larutan NaCl 0,5% sebanyak +50 pL
diteteskan di atas object glass steril sebagai
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media isotonis untuk menjaga jaringan
kelenjar saliva agar tidak lisis selama proses
pembedahan. Nyamuk Ae. aegypti betina
dibedah  dibawah mikroskop  stereo
(Olympus, Jepang) dengan menggunakan
jarum diseksi. Kemudian kelenjar saliva
disimpan di dalam larutan 1 mM
Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) dalam
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7,4
(Sigma-Aldrict, USA) dan disimpan pada
suhu —20°C.

Profil protein penyusun kelenjar saliva
Ae. aegypti dianalisis dengan metode Sodium
Dodecyl Sulphate—Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). Sampel
kelenjar saliva ditambahkan dengan laemmly
buffer (1:1 (v/v)) kemudian dipanaskan
selama 3-5 menit untuk mendapatkan
ekstrak protein kelenjar saliva. Kemudian
ekstrak protein dimasukkan dalam sumuran
gel poliakrilamid yang terdiri dari gel
separating 12% dan gel stacking 4%.
Elektroforesis protein dilakukan dengan
tegangan listrik 100 V (constant volt) selama
100 menit pada suhu ruang dan
menggunakan buffer elektroda pH 8,3.

Selanjutnya, dilakukan pewarnaan gel
poliakrilamid menggunakan larutan pewarna
(staining) Coomassie Brilliant Blue (CBB)
(Sigma-Aldrict, USA) selama 60 menit dan
dilanjutkan dengan proses pelunturan
pewarna sebanyak 3 kali setiap 30 menit
dengan menggunakan larutan peluntur warna
(destaining) untuk menghilangkan pewarna
CBB pada gel poliakrilamid yang tidak
berikatan dengan protein. Bagian gel
poliakrilamid yang terdapat pita protein target
31 dan 56 kDa dipotong secara aseptis dan
disimpan dalam buffer elektroda pH 8,3 pada
suhu 4°C sebagai sampel untuk proses
purifikasi protein.

Purifikasi

Potongan gel yang berisi pita protein 31
dan 56 kDa hasil analisis SDS-PAGE
dipurifikasi menggunakan metode
elektroelusi untuk mengeluarkan protein dari
dalam gel poliakrilamid (Vazquez-Iglesias et
al. 2017). Elektroelusi dilakukan dengan
memasukkan potongan gel yang berisi
protein target ke dalam membran selofan
(Merck, USA) yang telah berisi buffer
elektroda pH 8,3. Kemudian membran
selofan ditutup rapat dan dimasukkan dalam
tangki elektroforesis horizontal (Bio-Rad,
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USA) yang berisi buffer elektroda pH 8,3.
Proses elektroelusi dilakukan dengan
tegangan listrik 25 V (constant volt) pada
suhu ruang selama 150 menit hingga
potongan gel nampak bening. Larutan di
dalam membran selofan kemudian
dipindahkan ke membran selofan yang baru
untuk dilanjutkan ke tahapan dialisis. Dialisis
bertujuan untuk menghilangkan kontaminan
dan senyawa-senyawa lain yang tidak
diperlukan selama proses purifikasi protein
(Sattayasai 2012). Membran selofan yang
telah berisi larutan hasil elektroelusi
kemudian ditutup rapat dan dimasukkan ke
dalam gelas kimia yang berisi larutan PBS pH
7,4. Proses dialisis dilakukan pada suhu 4°C
di atas alat pengaduk (magnetic stirrer)
selama 24 jam dan larutan PBS diganti setiap
12 jam sekali. Selanjutnya, larutan hasil
dialisis dipekatkan dengan menggunakan
microcentrifuge tube dengan Molecular
Weigh Cut-Off (MWCO) 10 kDa (Corning,
USA). Konsentrasi protein diukur dengan
metode Bradford (Sigma-Aldrict, USA) pada
panjang gelombang 595 nm. Konfirmasi
keberhasilan purifikasi dilakukan dengan
metode SDS-PAGE. Sampel protein murni 31
dan 56 kDa ditambahkan dengan laemmli
buffer (1:1 (v/v)). Elektroforesis dilakukan
pada tegangan listrik 100 V (constant volt)
selama 100 menit pada suhu ruang dan
menggunakan buffer elektroda pH 8,3.
Selanjutnya, dilakukan pewarnaan gel
poliakrilamid menggunakan larutan pewarna
CBB selama 60 menit dan dilanjutkan dengan
proses pelunturan pewarna sebanyak 3 kali
setiap 30 menit.

Analisis imunogenisitas

Analisis dot blot dilakukan untuk
mengetahui adanya reaksi antara antigen
dan antibodi yang ditandai dengan
munculnya noktah gelap pada membran
polyvinylidene fluoride (PVDF) (Merck, USA)
(Berger et al. 2015). Potongan membran
PVDF direndam di dalam metanol selama 1
menit kemudian direndam di dalam larutan
Tris Buffered Saline (TBS) selama 3 menit
lalu dikeringanginkan. Sampel protein total
sebagai kontrol positif, protein 31 dan 56 kDa
hasil purifikasi masing-masing sebanyak 2,5
ML diteteskan tepat di bagian tengah
membran dan dibiarkan hingga mengering.
Kontrol negatif berupa membran PVDF yang
ditetesi dengan larutan PMSF dalam PBS
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tanpa sampel protein. Membran PVDF
kemudian direndam dalam larutan 5% skim
milk dalam TBS pH 7,4 selama 1 jam.
Kemudian, membran PVDF dicuci dengan
larutan TBS pH 7,4 sebanyak 3 kali, masing-
masing 5 menit. Selanjutnya, membran PVDF
direndam kembali di dalam larutan 5% skim
milk dalam TBS pH 7,4 yang ditambahkan
dengan antibodi primer (perbandingan 1 : 500
(viv)) selama 2 jam. Antibodi primer yang
digunakan yaitu serum darah manusia yang
berasal dari pasien DBD, serum orang sehat
endemik, dan neonatus. Protokol koleksi
serum darah manusia telah disetujui oleh
Komite Etik, Fakultas Kedokteran Gigi,
Universitas Jember (No.
148/UN25.8/KEPK/DL2018). Masing-masing
membran PVDF dicuci dengan larutan TBS
pH 7,4 sebanyak 3 kali, masing-masing 5
menit. Kemudian membran PVDF direndam
di dalam larutan 5% skim milk dalam TBS pH
7,4 yang telah ditambahkan antibodi
sekunder (Anti-Human IgG) (Rockland, USA)
dengan perbandingan 1 : 5000 (v/v) selama 2
jam. Kemudian masing-masing membran
PVDF dicuci dengan larutan TBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing 5 menit lalu
dikeringanginkan dan diwarnai dengan
Nitroblue Tetrazolium Chloride (NBT) / 5-
Bromo -4 -Chloro-3-Indolyl-Phosphate (BCIP)
(Rockland, USA) untuk visualisasi adanya
ikatan antara sampel protein murni dengan
antibodi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi morfologi Ae. aegypti

Nyamuk Ae. aegypti hidup dan
berkembang di lingkungan yang dekat
dengan pemukiman penduduk, seperti

tempat penampungan air bersih di dalam
atau di luar rumah (Hodijah et al. 2015). Hal
ini yang menyebabkan Ae. aegypti mudah
dalam menjangkau manusia untuk
menghisap darah dan menjadi vektor primer
dalam penyebaran virus dengue (Farnesi et
al. 2012). Berbeda halnya dengan vektor
sekunder penyebaran virus dengue yaitu Ae.
albopictus yang lebih menyukai hidup di
lingkungan luar rumah atau bangunan
misalnya di perkebunan yang rimbun dengan
pepohonan (Boesri 2011). Adanya perilaku
Ae. aegypti dan Ae. albopitus dalam
menghisap darah berulang pada manusia,
maka hal ini juga semakin meningkatkan



peluang transmisi virus dengue (Farjana dan
Tuno 2013).

Karakteristik bagian tubuh Ae. aegypti
dan Ae. albopictus yaitu berwarna gelap atau
hitam dengan bintik—bintik sisik berwarna
putih pada beberapa bagian tubuh, kaki dan
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sayap (Sucipto 2011). Namun demikian,
terdapat perbedaan yang terlihat jelas pada
ciri morfologi antara nyamuk Ae. aegypti dan
Ae. albopictus. Beberapa perbedaan tersebut
dapat dilihat pada bagian mesonotum,
mesepimeron, dan femur anterior. Bagian

Gambar 1. Perbedaan mesonotum pada Ae. aegypti (A) dan Ae. albopictus (B), Lyre Marking (LM), SSL (Submedian
Longitudinal Line) (Olympus stereo mikroskopi, perbesaran 20x, kamera: OptiLab)

Gambar 2. Perbedaan mesepimeron pada Ae. aegypti (A) dan Ae. albopictus (B); femur anterior pada Ae. aegypti (C)
dan Ae. albopictus (D) (Olympus stereo mikroskopi perbesaran 20x, Kamera: Optilab)
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mesonotum pada Ae. aegypti memiliki
deretan rambut putih yang membentuk pola
sepasang garis putih lurus yang sejajar dan
diapit oleh sepasang garis melengkung,
sedangkan bagian mesonotum pada Ae.
albopictus hanya memiliki satu pola garis
putih lurus (Zettel dan Kaufman 2013).
Perbedaan bagian mesonotum pada Ae.
aegypti dan Ae. albopictus dapat dilihat pada
Gambar 1. Bagian mesepimeron pada Ae.
aegypti memiliki dua tambalan sisik putih
yang yang terpisah, sedangkan mesepimeron

2 mm

<+— Ant

b bt (r(?dbn

<+— Pal

<— Prob

il 3

pada Ae. albopictus memiliki dua tambalan
putih yang menyatu. Bagian femur anterior
pada Ae. aegypti memiliki deretan rambut
putih yang membentuk pola garis putih lurus,
sedangkan pada seluruh bagian femur
anterior Ae. albopictus hanya memiliki rambut
hitam (Andrew dan Bar 2013; Rahayu dan
Ustiawan  2013). Perbedaan bagian

mesepimeron dan femur anterior pada Ae.
aegypti dan Ae. albopictus dapat dilihat pada
Gambar 2.

Gambar 3. Perbedaan antena (Ant), proboscis (Prob), dan maxillary palpus (Pal) pada Ae. aegypti jantan (A) dan Ae.
aegypti betina (B) (Olympus stereo mikroskopi, perbesaran 40x, kamera: OptiLab)

Gambar 4. Struktur morfologi kelenjar saliva Ae. aegypti betina. (A) Tersusun atas salivary duct (sd), lobus Medial
(M), lobus Lateral (L), lobus Proximal-Lateral (PL), dan lobus Distal-Lateral (DL) (Mikroskop LW Scientific,
perbesaran 400%, kamera: OptiLab). (B) Struktur kelenjar saliva Ae. aegypti betina (Juhn et al. 2011)
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Ae. aegypti jantan dan betina
memakan nektar tanaman sebagai sumber
nutrisi. Selain itu, Ae. aegypti betina juga
membutuhkan darah manusia sebagai
nutrisi  untuk  pematangan telurnya,
sehingga hal ini memainkan peran penting
dalam transmisi patogen dan mengontrol
salivasi nyamuk terhadap inang (Juhn et al.
2011). Ae. aegypti betina memiliki
perbedaan ciri morfologi dengan Ae.
aegypti jantan (dimorfisme seksual) yaitu
pada bagian antena, proboscis dan
maxillary palpus. Ae. aegypti memiliki
antena dengan 13 segmen dan di antara
segmen terdapat rambut-rambut yang
tersusun melingkar. Ukuran pada antena
Ae. aegypti jantan lebih panjang dan
memiliki rambut antena lebih banyak (tipe
plumose). Sedangkan antena Ae. aegypti
betina lebih pendek dan memiliki rambut
antena yang lebih sedikit (tipe pilose).
Selain itu, perbedaan diantara keduanya
terletak pada proboscis dan maxillary
palpus. Bagian proboscis pada Ae. aegypti
betina berbentuk silindris, berwarna hitam
dan ukurannya lebih panjang dibanding
dengan maxillary palpus. Sedangkan,
ukuran proboscis pada Ae. aegypti jantan
memiliki panjang yang relatif sama dengan
maxillary palpus. Terdapat 5 segmen pada
maxillary palpus Ae. aegypti jantan dengan
bercak warna putih pada setiap segmen.
Ukuran maxillary palpus pada Ae. aegypti
betina lebih pendek dibandingkan dengan
Ae. aegypti jantan. Selain itu, terdapat
bercak putih pada bagian ujung maxillary
palpus Ae. aegypti betina (Andrew dan Bar
2013). Perbedaan bagian antena, proboscis
dan maxillary palpus dapat dilihat pada
Gambar 3.

Isolasi dan analisis

Isolasi kelenjar saliva Ae. aegypti
dilakukan dengan teknik mikrodiseksi yaitu
metode pembedahan tubuh nyamuk yang
dilakukan  dibawah  mikroskop  untuk
memisahkan kelenjar saliva Ae. aegypti dari
bagian tubuh nyamuk lainnya (Schmid et al.
2017). Pada proses mikrodiseksi, tubuh
nyamuk diletakkan di atas tetesan larutan
0,5% NacCl. Hal ini dilakukan untuk menjaga
agar sel dan jaringan pada kelenjar saliva
yang telah diisolasi tidak mengalami lisis
karena larutan 0,5% NaCl bersifat isotonis
dengan cairan di dalam tubuh serangga
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(Barbosa et al. 2015). Penyimpanan jaringan
kelenjar saliva pada larutan PMSF dalam
PBS yang berfungsi sebagai penghambat
aktivitas beberapa protease, sehingga
diharapkan protein kelenjar saliva tidak
terdegradasi oleh adanya protease (Bano et
al. 2014).

Kelenjar saliva Ae. aegypti betina
memiliki beberapa fungsi penting untuk
kelangsungan hidupnya (Luplertlop 2014),
karena mensekresikan molekul bioaktif untuk
efisiensi selama proses mengisap darah
manusia (de Melo et al. 2015). Berdasarkan
struktur dan fisiologisnya, kelenjar saliva
nyamuk menjadi organ penting untuk
mengatasi ketahanan fisik dan hemostatik
pada tubuh inang (manusia). Peran penting
lainnya yaitu menghalangi respon imun atau
inflamasi inang untuk keberhasilan
menentukan lokasi injeksi pada saat
pengambilan darah dan transmisi patogen
(Urdaneta-Marquez dan Failloux 2011).

Struktur morfologi kelenjar saliva Ae.
aegypti bertipe acinus (Ribeiro et al. 2016)
terdiri atas enam lobus yang tersusun
sepasang dan terhubung oleh saluran utama
yang disebut Salivary Duct (SD) (Raquin dan
Lambrechts 2017). Lobus tersebut terdiri dari
tiga bagian yang sama yaitu dua lobus lateral
(Lateral lobes (L)) dengan ukuran yang
identik dan terletak dipinggir serta satu lobus
di tengah (Medial (M)) dengan bentuk lebih
pendek dan lebar. Lobus lateral tersusun atas
dua bagian yaitu Proximal-Lateral (PL) dan
Distal-Lateral (DL) (Juhn et al. 2011).
Struktur kelenjar saliva Ae. aegypti dapat
dilihat pada Gambar 4.

Secara histologi, bagian—-bagian dari
kelenjar saliva Ae. aegypti mensekresikan
protein yang berbeda (Wasinpiyamongkol et
al. 2010). Pada bagian lobus proksimal
(Proximal-Lateral) memproduksi protein yaitu
alpha-glucosidase, lisozim, amilase 1,
salivary chymotrypsin-like, V-ATPase,
carbonic anhydrase, gambicin, dan serine
protease. Pada bagian 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 Yyaitu serpin, salivary apyrase, D7,
salivary purine nucleosidase (Juhn et al.
2011).
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Hasil analisis profil protein dari ekstrak
protein total kelenjar saliva Ae. aegypti
dengan metode SDS-PAGE menunjukkan
adanya dua pita protein target dengan berat
molekul 31 dan 56 kDa (Gambar 5).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Oktarianti et al. (2014), diketahui bahwa
protein dengan berat molekul 31 dan 56 kDa
terdeteksi bersifat imunogenik yang berarti
dapat memodulasi respon imun manusia
yang tinggal di daerah endemik DBD. Oleh
karena protein 31 dan 56 kDa diduga
berperan penting dalam modulasi respon
imun inang terhadap paparan saliva Ae.
aegypti, maka selanjutnya dilakukan
purifikasi protein untuk menspesifikkan
pengujian imunogenesitas dari kedua protein
tersebut.
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Gambar 5. Profil protein total kelenjar saliva/ salivary
gland (SG) Ae. aegypti, marker protein
(Promega V8491) (M) (Scanner Canon
MP287)
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Purifikasi

Purifikasi protein merupakan proses
pemurnian protein untuk mendapatkan
protein murni dalam jumlah yang banyak dari
suatu sampel. Protein murni didapatkan
dengan cara menghilangkan komponen non
target atau kontaminan sehingga didapatkan
protein murni untuk dianalisis lebih lanjut
(Hedhammar et al. 2010). Purifikasi protein
dapat menggunakan teknik kromatografi
maupun non-kromatografi. Teknik pemurnian
protein  non-kromatografi yang umum
digunakan adalah metode elektroelusi karena
teknik tersebut tidak membutuhkan peralatan
yang rumit, proses pemurnian protein yang
lebih cepat serta relatif mudah dilakukan (Sa-
Pereira et al. 2000).

Purifikasi protein imunogenik 31 dan 56
kDa dilakukan dengan metode elektroelusi
dan dialisis. Metode elektroelusi bertujuan
untuk mengeluarkan protein target dari dalam
gel poliakrilamid sehingga didapatkan protein
murni yang diinginkan (Vazquez-lglesias et
al. 2017). Potongan gel poliakrilamid yang
didalamnya terdapat protein target
ditempatkan ke dalam membran selofan yang
berisi buffer elektroda. Protein target tetap
berada pada membran selofan karena ukuran
pori membran (14 kDa) lebih kecil dari pada
ukuran protein target 31 dan 56 kDa.
Pergerakan protein  keluar dari gel
poliakrilamid dibantu dengan tegangan listrik
selama proses elektroelusi. Tegangan listrik
dan waktu yang diperlukan selama proses
elektroelusi bergantung pada ukuran protein
target dan konsentrasi gel poliakrilamid
(Burgess 2009). Berdasarkan hasil optimasi,
proses elektroelusi protein target 31 dan 56
kDa berhasil dilakukan dengan
menggunakan tegangan listrik 25 V selama
150 menit. Purifikasi protein kemudian
dilanjutkan dengan proses dialisis untuk
menghilangkan kontaminan yang masih
bercampur dengan protein target (Bhaskar et
al. 2008). Prinsip kerja dialisis adalah
pergerakan acak molekul atau partikel di
dalam zat pelarut dari larutan dengan
konsentrasi tinggi ke larutan dengan
konsentrasi yang lebih rendah melalui
membran semipermeabel (Haney et al.
2013).

Hasil dari proses dialisis kemudian
dipekatkan menggunakan microcentrifuge
tube MWCO 10 kDa untuk menghilangkan
molekul-molekul seperti garam penyusun



buffer dengan berat molekul dibawah 10 kDa
sehingga diperoleh protein murni dengan
konsentrasi yang lebih tinggi. Konsentrasi
protein 31 kDa adalah 0,47 ug/pL dan protein
56 kDa yaitu 0,44 pg/uL yang kemudian
dikonfirmasi secara visual dengan metode
SDS-PAGE untuk memastikan bahwa protein
31 dan 56 kDa telah berhasil dimurnikan.

Berdasarkan hasil konfirmasi purifikasi
protein dengan metode SDS-PAGE, terlihat
bahwa fraksi protein 31 dan 56 kDa telah
berhasil dimurnikan (Gambar 6). Terlihat pita
tunggal protein 31 dan 56 kDa yang sejajar
dengan kontrol positif yaitu protein 31 kDa
dan 56 kDa dari ekstrak total kelenjar saliva
Ae. aegypti. Salah satu kriteria protein yang
berhasil dimurnikan akan terbentuk pita
tunggal setelah dikonfirmasi melalui analisis
SDS-PAGE (Ahmad 2012).

Analisis imunogenisitas

Fraksi protein 31 dan 56 kDa dari
kelenjar saliva Ae. aegypti yang telah berhasil
dimurnikan perlu dikonfirmasi lebih lanjut
untuk menguji aktivitas imunogenisitasnya
dengan metode dot blot. Analisis dot blot
pada protein total, protein imunogenik 31 dan
56 kDa menggunakan tiga macam sampel
serum manusia sebagai antibodi primer yaitu
sampel serum pasien DBD, serum orang
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sehat di daerah endemik, dan serum
neonatus yang diambil dari tali pusar bayi
yang baru lahir. Hasil penelitian Oktarianti et
al. (2014), menunjukkan bahwa orang yang
tinggal di daerah endemik DBD memiliki
respon antibodi spesifik terhadap protein
imunogenik 31 dan 56 kDa dari kelenjar saliva
Ae. aegypti yang tidak dimiliki oleh orang
yang tinggal di daerah non—endemik DBD
dan neonatus.

Hasil analisis dot blot menunjukkan
terbentuknya noktah gelap pada membran
yang menandakan adanya ikatan antara
antigen dan antibodi (Gambar 7). Hal ini
menunjukkan bahwa protein total, fraksi
protein 31 kDa dan 56 kDa dari kelenjar saliva
Ae. aegypti dapat terdeteksi oleh sampel
serum pasien DBD, serum orang sehat
endemik, dan serum neonatus walaupun
lebih tipis. Hasil positif pada serum neonatus
disebabkan oleh antibodi (IgG) yang dimiliki
bayi baru lahir diperoleh secara pasif dari
sang ibu (maternal antibody) yang pernah
terpapar nyamuk Ae. aegypti walaupun
dalam kadar yang rendah (Chau et al. 2009).

Ketebalan warna pada hasil analisis
menunjukkan adanya ikatan yang kuat antara
antigen dan antibodi. Noktah gelap yang
terbentuk pada sampel protein total kelenjar
saliva Ae. aegypti (kontrol positif) yang
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direaksikan dengan sampel serum pasien
DBD dan sampel serum orang sehat yang
tinggal di daerah endemik nampak dengan
ketebalan yang relatif sama. Londono-
Renteria et al. (2013) menyatakan bahwa
orang yang tinggal di daerah endemik
memiliki respon imun yang membentuk
antibodi  spesifik karena kemungkinan
seringnya terkena paparan saliva vektor.
Noktah gelap yang juga terbentuk pada
sampel fraksi protein 31 dan 56 kDa hasil
purifikasi yang terdeteksi oleh ketiga sampel
serum menunjukkan adanya reaksi positif
antara antigen dan antibodi. Protein 31 kDa
memiliki komponen utama D7 (Oktarianti et
al. 2014) yaitu protein yang paling banyak
disekresikan pada kelenjar saliva Ae. aegypti
betina. Hal ini memungkinkan inisiasi respon
antibodi spesifik pada orang yang tinggal di
daerah endemik (Oktarianti et al. 2015).
Protein D7 merupakan protein yang mampu

Kontrol (+)

« -

Kontrol (-) Kontrol (+)

Kontrol (+)

berikatan dengan amina biogenik seperti
serotonin, histamin, dan norepinefrin pada
inang. lkatan tersebut bersifat antagonis
terhadap aktivitas hemostasis inang yaitu
vasokonstriksi dan  agregrasi  platelet
sehingga dapat memfasilitasi nyamuk untuk
menghisap darah manusia dan transmisi
patogen (Oktarianti et al. 2015). Sedangkan
protein 56 kDa memiliki komponen utama
apyrase yang disekresikan pada saat nyamuk
menghisap darah yang juga memodulasi
respon imun inang (Oktarianti et al. 2015).
Apyrase atau ATP-diphosphohydrolase
merupakan enzim yang dapat mengubah
ATP atau ADP menjadi AMP dan ortofosfat.
Penurunan ADP dapat menghalangi agrerasi
platelet sehingga memudahkan nyamuk
untuk memperoleh darah saat menghisap
darah manusia (Dong et al. 2012).

Reaksi positif dari kedua fraksi protein
31 da 56 kDa hasil purifikasi terhadap ketiga

Serum pasien DBD

@

31 kDa 56 kDa
Serum orang sehat di daerah endemic
o *
C ‘
L
31 kDa 56 kDa

Serum neonatus

31 kDa 56 kDa

Gambar 7. Hasil analisis Dot Blot terhadap protein total, fraksi protein 31 dan 56 kDa hasil purifikasi dari kelenjar

saliva Ae. aeaypti. (Scanner Canon MP287)
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sampel serum membuktikan bahwa orang
yang tinggal di daerah endemik memiliki
respon imun dengan membentuk antibodi
spesifik untuk bereaksi dengan antigen. Hal
ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan
oleh Oktarianti et al. (2014) bahwa protein
dengan berat molekul 31 dan 56 kDa dari
kelenjar saliva Ae. aegypti bersifat
imunogenik dan dapat memodulasi respon
imun orang yang tinggal di daerah endemik.

KESIMPULAN

Purifikasi protein imunogenik 31 dan 56
kDa dari kelenjar saliva Ae. aegypti dapat
dilakukan dengan metode elektroelusi dan
dialisis. Hasil purifikasi telah berhasil
dikonfirmasi melalui analisis SDS-PAGE yang
menunjukkan adanya pita tunggal protein 31
dan 56 kDa yang sejajar dengan kontrol positif
protein total kelenjar saliva Ae. aegypti. Hasil
purifikasi tersebut diperkuat dengan data
analisis imunogenisitas protein imunogenik 31
dan 56 kDa melalui analisis dot blot yang
menunjukkan adanya reaksi positif antara
antigen dan antibodi dengan terbentuknya
noktah gelap pada membran PVDF.
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