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ABSTRACT

The vectorial capacity of Ae. albopictus has been known as a potential vector of dengue virus that causes Dengue Hemorrhagic Fever.
Transmission of dengue virus occurs during the blood-feeding process of Ae. albopictus to humans that is facilitated by the biological
activity of proteins in the vector salivary glands. Previous studies showed the 47 kDa protein fraction from the salivary glands of
Ae. albopictus is immunogenic. The 47 kDa protein is a family of serpins which is thought to be an anticoagulant and acts as a protease
inhibitor to facilitate the transmission of dengue virus. The role of these proteins indicates potential in the development of vaccines
inhibiting the transmission of pathogens through vaccination against these proteins to inhibit dengue transmission. The study of the
potential of these proteins requires pure extracts, therefore purification of the target protein is a critical step. This research was conducted
by landing collection and rearing of Ae. albopictus, isolation and protein extraction of salivary gland, isolation of 47 kDa protein fraction
by SDS-PAGE analysis, protein purification, dot blot, and western blot analysis. SDS-PAGE analysis showed a single band of 47 kDa
target protein from the salivary gland of Ae. albopictus, which was successfully purified by using Electroeluter. Dot blot analysis showed
that 47 kDa protein was detected as immunogenic and confirmed by western blot analysis that the purified target protein had a molecular
weight of 47 kDa.
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ABSTRAK

Kapasitas vektorial Ae. albopictus telah diketahui sebagai vektor potensial virus dengue yang mengakibatkan DBD. Transmisi virus
dengue terjadi ketika Ae. albopictus melakukan blood feeding ke manusia yang difasilitasi oleh aktivitas biologis protein pada kelenjar
saliva vektor. Penelitian kami sebelumnya menunjukkan fraksi protein 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus bersifat imunogenik.
Protein 47 kDa merupakan serpins family yang diduga sebagai antikoagulan dan berperan sebagai protease inhibitor sehingga
mempermudah transmisi virus dengue. Peran protein tersebut mengindikasikan adanya potensi dalam pengembangan vaksin penghambat
transmisi patogen melalui vaksinasi melawan protein tersebut sehingga dapat menghambat transmisi dengue. Studi potensi protein tersebut
memerlukan ekstrak murni, maka purifikasi protein target merupakan langkah yang sangat penting. Penelitian ini dimulai dengan landing
collection dan rearing Ae. albopictus, isolasi dan ekstraksi protein kelenjar saliva, isolasi fraksi protein 47 kDa melalui SDS-PAGE,
purifikasi protein, analisis dot blot dan western blot. Analisis SDS-PAGE menunjukkan pita tunggal protein target 47 kDa dari kelenjar
saliva Ae. albopictus yang berhasil dipurifikasi menggunakan Electroeluter. Analisis dot blot menunjukkan protein 47 kDa terdeteksi
bersifat imunogenik dan dikonfirmasi melalui analisis western blot bahwa protein target hasil purifikasi memiliki berat molekul 47 kDa.

Kata Kunci: de. albopictus, elektroelusi, imunogenik, protein, saliva

PENDAHULUAN terlepas dari keberadaan vektor nyamuk sebagai

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD)
disebabkan infeksi virus dengue telah menjadi
kasus endemik di beberapa negara tropis dunia
(Ferreira-de-Lima dan Lima-Camara, 2018).
Endemisitas DBD meluas lebih dari 100 negara
Asia, Eropa, Afrika dan Amerika (World Health
Organization, 2022). Sekitar 500.000 kasus DBD
dari 50-100 juta orang yang terinfeksi berakibat
fatal hingga kematian (Irma dan Swaidatul, 2021).
Kasus DBD di Indonesia tergolong tinggi, salah
satunya di Jawa Timur tercatat 5.948 kasus.
Kabupaten Jember menjadi wilayah endemik DBD
di Jawa Timur dengan kasus DBD pada tahun 2018
tercatat 389 kasus (Kemenkes RI, 2018). Tingginya
kasus DBD di dunia maupun di Indonesia tidak
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penularan virus dengue (Kinansi et al., 2019).
Nyamuk Ae. aegypti menjadi vektor primer
virus dengue sedangkan Ae. albopictus sebagai
vektor sekundernya (Ekwudu et al., 2020). Ae.
aegypti bersifat antropofilik (menyukai darah
manusia) sedangkan Ae. albopictus bersifat zoofilik
(menyukai darah hewan). Sifat tersebut dapat
berubah karena Ae. albopictus yang pada awalnya
adalah spesies hutan namun dapat beradaptasi
dengan permukiman penduduk karena banyak
habitat aslinya yang hilang (Medley et al., 2019).
Ae. albopictus memiliki toleransi tinggi terhadap
suhu rendah (Heriawati et al, 2020). Ae.
albopictus juga memiliki daya tahan tubuh di alam
lebih kuat dari pada Ae. aegypti, sehingga potensial
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vektornya menyebarkan virus semakin tinggi
(Lwande et al., 2020). Kemampuan adaptasi
tersebut berpengaruh pada persebarannya yang luas
di wilayah tropis dan subtropis (Ding et al., 2018).
Hal ini memberikan peluang kontak yang besar
dengan manusia ketika blood-feeding menyebarkan
virus dengue (Medley et al., 2019).

Proses blood-feeding dibantu oleh komponen
protein kelenjar saliva vektor (Heriawati et al.,
2020). Protein kelenjar saliva nyamuk berfungsi
mencegah vasokonstriksi, menghambat agregasi
platelet, antikoagulasi, antiinflamasi dan
antihemostatis sehingga mempermudah
blood-feeding. Protein kelenjar saliva dapat
memodulasi  sistem imun inang sehingga
dikategorikan sebagai protein imunogenik (Lwande
et al., 2020). Penelitian kami telah mengidentifikasi
protein imunogenik kelenjar saliva Ae. albopictus
yaitu 31 kDa, 47 kDa dan 67 kDa (Oktarianti et al.,
2021). Protein saliva Ade. albopictus 47 kDa
merupakan serpins family diketahui sebagai
antikoagulan pada proses blood feeding (Doucoure
et al., 2013). Protein serpin juga berperan sebagai
protease inhibitor dari proteinase serin yang
berfungsi memecah ikatan polipeptida yang
diproduksi patogen, sehingga transmisi virus
dengue dari vektor ke inang berjalan lancar
(Doucoure et al., 2013). Adanya peran protein
tersebut memunculkan hipotesis bahwa vaksinasi
pada inang dengan anti protein imunogenik tersebut
berpeluang melindungi inang terhadap patogen
yang dibawa vektor bahkan dapat memotong
transmisinya (Titus et al., 2006). Berdasarkan peran
penting protein 47 kDa, maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktivitas
biologisnya. Penelitian aktivitas biologis protein
memerlukan protein murni, sehingga penting
dilakukan purifikasi protein.

Penelitian kami telah melakukan purifikasi
protein imunogenik 31 dan 56 kDa dari kelenjar
saliva Ae. aegypti (Wathon et al., 2020) dan 31 dan
67 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus (Wathon
et al, 2021) yang dilakukan dengan metode
elektroelusi menggunakan membran selofan.
Namun konsentrasi protein hasil purifikasi tersebut
masih belum cukup tinggi. Oleh karena itu,
purifikasi protein pada penelitian ini dilakukan
dengan metode -elektroelusi menggunakan alat
Electroeluter  Model 422 (Bio-Rad) untuk
memperoleh protein murni dengan konsentrasi
tinggi serta waktu purifikasi yang singkat. Dengan
demikian, purifikasi protein imunogenik 47 kDa
dari kelenjar saliva Ae. albopictus penting
dilakukan untuk menspesifikkan target dalam
pengembangan vaksin dengue berbasis vektor.
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BAHAN DAN CARA KERJA
Landing Collection dan Rearing Ae. albopictus
Penelitian dimulai dengan kegiatan landing
collection yaitu pengumpulan sampel nyamuk
dewasa di sekitar habitat Ae. albopictus dengan
menggunakan alat aspirator dan jaring serangga.
Selanjutnya, dilakukan rearing yaitu kegiatan
pemeliharaan sampel nyamuk Ae. albopictus jantan
dan betina hingga bertelur. Selanjutnya telur
menetas menjadi larva dan berkembang menjadi
pupa. Pupa kemudian dipindahkan ke kandang
koloni hingga menjadi nyamuk dewasa. Kegiatan
rearing dilakukan di insektarium pada suhu 28°C
dan kelembaban relatif 60% yang bertempat di
Animal Care Unit, Jurusan Biologi, FMIPA,
Universitas Jember.

Identifikasi Spesies Ae. albopictus Berdasarkan
Karakter Morfologi

Identifikasi morfologi nyamuk Ae. albopictus
pada penelitian ini dilakukan menggunakan buku
Zootaxa 598 (Rueda, 2004). Pengamatan morfologi
spesies  dilakukan dengan mikroskop sterco
(NIKON SMZ745, Jepang). Ae. Albopictus
memiliki deretan sisik putih memanjang pada
bagian mesonotum. Terdapat dua deret sisik
menyatu seperti membentuk huruf V pada
mesepimeron. Bagian anterior mid-femur berwarna
gelap tanpa sisik putih (Rahayu dan Ustiawan,
2013). Identifikasi Ae. albopictus jantan dan betina
dilakukan melalui pengamatan pada antena,
proboscis, palpus, serta ukuran tubuh. Antena
Ae. albopictus jantan memiliki rambut lebat
(plumose), sedangkan rambut antena pada betina
jarang (pilose). Ukuran palpus jantan hampir atau
sama panjang dengan proboscis, sedangkan palpus
betina berukuran Y dari panjang proboscis
(Montero, 2020). Ukuran tubuh nyamuk betina
lebih besar dari pada jantan (Biswas dan Banerjee,
2016).

Isolasi dan Ekstraksi Protein Kelenjar Saliva
Ae. albopictus

Isolasi kelenjar saliva dilakukan dengan
penambahan Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,4
(Sigma-Aldrict, USA) di atas kaca objek. Sebanyak
100 nyamuk Ae. albopictus betina dewasa
disiapkan untuk diisolasi kelenjar salivanya. Proses
isolasi kelenjar saliva nyamuk dilakukan secara
microdissection dengan mikroskop stereo (Schmid
et al., 2017). Kelenjar saliva dimasukkan pada
larutan 1 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride
(PMSF) dalam PBS pH 7,4 (Sigma-Aldrict, USA)
dan disimpan pada suhu -20°C. Ekstraksi protein
dilakukan dengan penambahan 10 pL loading
buffer ke dalam fube yang berisi sampel kelenjar
saliva. Sampel tersebut kemudian dipanaskan
menggunakan thermoshaker pada suhu 95°C
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selama 3 menit.

Isolasi Fraksi Protein 47 kDa

Analisis Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
dimulai dengan loading sampel protein dan marker
protein (GeneDirex, Taiwan) ke dalam gel
polyacrylamide yang terdiri atas separating gel
12% dan stacking gel 4%. SDS-PAGE dilakukan
pada tegangan 150 V (constant volf) selama 60
menit di dalam buffer elektroda pH 8,3. Pewarnaan
gel dilakukan pada larutan stainning dengan
pewarna Coomassie Brilliant Blue (CBB) R250
(Sigma-Aldrict, USA) dan dilanjutkan proses
destainning. Protein target 47 kDa kemudian
dipotong secara aseptis dan disimpan pada buffer
elektroda pH 8,3 pada suhu 4°C.

Purifikasi Fraksi Protein 47 kDa

Potongan gel pita fraksi protein 47 kDa
dimasukkan ke glass tube Electroeluter Model 422
(Bio-Rad). Elektroelusi dilakukan selama 3-5 jam
dengan arus 100 V (constant volt). Konsentrasi
protein hasil purifikasi dianalisis dengan metode
Bradford (Sigma-Aldrict, USA). Absorbansi
sampel diukur menggunakan microplate reader
(Bio-Rad, USA) pada panjang gelombang 595 nm.
Keberhasilan purifikasi protein target dikonfirmasi
melalui analisis SDS-PAGE dengan munculnya
pita tunggal fraksi protein 47 kDa hasil purifikasi
yang sejajar dengan pita protein 47 kDa dari sampel
kontrol (+) yaitu ekstrak total protein kelenjar
saliva Ae. albopictus.

Preparasi Serum Darah Manusia

Sebanyak 30 serum dikoleksi dari probandus
penduduk sehat, pasien DBD dan neonates di
Kabupaten Jember yang merupakan wilayah
endemik DBD. Masing-masing kelompok terdiri
dari 10 sampel serum. Probandus mengisi Inform
Concent dan pengambilan sampel darah dilakukan
berdasarkan protokol Ethical Clearance dari
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
(No. 1034/UN25.8/KEPK/DL/2020). Sampel darah
diletakkan pada vacutainer tanpa antikoagulan dan
diinkubasi selama 30 menit. Cairan darah bebas sel
yang terbentuk kemudian dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4°C
selama 15 menit. Supernatan dikoleksi kemudian
disimpan pada suhu -20°C sebagai sampel serum
manusia.

Deteksi Imunogenesitas Fraksi Protein 47 kDa
Hasil Purifikasi

Sampel fraksi protein 47 kDa hasil purifikasi
diteteskan pada membran Polyvinylidene Fluoride
(PVDF) (Merck, USA) dan diinkubasi hingga
permukaan membran kering. Kemudian dilakukan
blocking membran dengan larutan 5% skim milk
dalam Tris Buffer Saline (TBS) selama 1 jam pada
shaker dengan kecepatan 20 rpm. Membran dicuci
dengan larutan TBS. Selanjutnya membran
direndam pada larutan skim milk 5% dalam TBS
(Sigma-Aldrict, USA) yang ditambahkan dengan
antibodi primer berupa pool serum darah manusia
(masing-masing perlakuan menggunakan serum
dari penduduk sehat, pasien DBD, dan neonatus)
dengan perbandingan 1:500 (v/v)) dan diikubasi
pada suhu 4°C selama 2 jam. Pencucian membran
dilakukan dengan larutan TBS. Kemudian
membran direndam pada larutan 5% skim milk
dalam TBS yang ditambahkan antibodi sekunder
berupa Anti-Human IgG (Rockland, USA)
(perbandingan 1:5000 (v/v)) dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 2 jam. Membran dicuci dengan
TBS dan dikeringanginkan. Kemudian membran
direaksikan ~ dengan  Nitroblue  Tetrazolium
Chloride/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate
(NBT-BCIP) (Rockland, USA) dan diinkubasi pada
ruang gelap hingga muncul noktah gelap pada
membran PVDF.

HASIL
Identifikasi Morfologi Ae. albopictus

Identifikasi spesies Ae. albopictus dilakukan
berdasarkan ciri morfologi pada beberapa bagian
tubuh sebagai kunci identifikasi spesies. Ciri
morfologi pada spesies Ae. albopictus yaitu dapat
dilihat dengan adanya sisik-sisik berwarna putih
yang berjajar membentuk pola satu garis lurus pada
bagian tengah mesonotum seperti yang terlihat pada
Gambar 1.A. Karakter morfologi berikutnya yang
dijadikan kunci identifikasi yaitu pada bagian
mesepimeron Ae. albopictus yang memiliki dua
sisik berwarna putih yang berlekatan menyerupai
huruf V terbalik seperti yang terlihat pada Gambar
1.B. Bagian tubuh lainnya yang dijadikan sebagai
kunci identifikasi yaitu pada anterior mid-femur
pada Ae. albopictus yang nampak berwarna hitam
gelap tanpa adanya sisik putih seperti yang terlihat
pada Gambar 1.C.
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Gambar 1. Karakter morfologi Ae. albopictus (Mikroskop Olympus Stereo NIKON SMZ745, perbesaran
50x). (A) median longitudinal (ml); (B) mesepimeron (ms); (C) anterior mid-femur (amf).
(Morphological characteristic of Ae. albopictus (Olympus Stereo NIKON SMZ745 Microscope,
50x magnification). (A) median longitudinal (ml); (B) mesepimerone (ms); (C) anterior
mid-femur (amf)).

Identifikasi morfologi juga dilakukan untuk
mengetahui jenis kelamin nyamuk karena pada
penelitian ini hanya menggunakan sampel nyamuk
Ae. albopictus betina saja. Karakter morfologi yang
dijadikan dasar untuk mengetahui jenis kelamin
nyamuk yaitu melalui perbandingan pada bentuk,
ukuran serta ornamen pada bagian palpus,
proboscis dan antena. Nyamuk Ae. albopictus
betina memiliki ukuran palpus yang lebih pendek
dibandingkan ukuran pada bagian proboscis.

Nyamuk Ae. albopictus betina memiliki bagian
antena dengan rambut yang jarang dan pendek.
Sedangkan pada  bagian antena nyamuk
Ae. albopitus jantan memiliki jumlah rambut yang
banyak dan panjang. Perbandingan pada bentuk,
ukuran serta ornamen pada bagian palpus,
proboscis dan antena nyamuk Ae. albopictus jantan
dan betina seperti yang terlihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Karakter morfologi Ae. albopictus jantan dan betina (Mikroskop Olympus Stereco NIKON
SMZ745, perbesaran 50x). (A) Ae. albopictus jantan; (B) Ae. albopictus betina. (an) antena; (pl)
palpus; (pr) proboscis. (Morphological characteristic of Ae. albopictus male and female
(Olympus Stereo NIKON SMZ745 Microscope, magnification 50x). Ae. albopictus male; (B) Ae.
albopictus female. (an) antenna; (pl) palps; (pr) proboscis).
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Struktur Kelenjar Saliva Ae. albopictus

Kelenjar saliva Ade. albopictus tersusun atas
sepasang kelenjar yang terhubung melalui saluran
salivary duct (sd). Pada tiap pasang kelenjar saliva
terdiri dari tiga lobus, yaitu dua lobus lateral (L)

dan satu lobus median (M). Lobus lateral terbagi
menjadi dua bagian yang disebut Proximal Lateral
(PL) dan Distal Lateral (DL). Struktur kelenjar
saliva Ae. albopitus betina dapat dilihat pada
Gambar 3.

Gambar 3. Struktur kelenjar saliva Ae. albopictus betina (Mikroskop Olympus Stereco NIKON SMZ745,
perbesaran 50x). (A) Kelenjar saliva Ae. albopictus betina yang diisolasi secara microdissection.
(B) Kelenjar saliva nyamuk Aedes betina (Juhn et al., 2011). (sd) salivary duct; (PL) proximal
lateral; (DL) distal lateral; (M) lobus median; (L) lobus lateral. (The structure of the salivary
glands Ae. albopictus female (Olympus Stereo NIKON SMZ745 Microscope, 50x magnification).
(A) Salivary glands of Ae. albopictus female isolated by microdissection; (B) Salivary glands of
female Aedes mosquitoes (Juhn et al., 2011). (sd) salivary ducts; (PL) proximal lateral; (DL)
distal lateral; (M) median lobe, (L) lateral lobe).

Profil Protein Kelenjar Saliva Ae. albopictus dan
Fraksi Protein 47 kDa Hasil Purifikasi

Profil ekstrak total dari sampel protein kelenjar
saliva Ae. albopictus dianalisis dengan metode SDS
-PAGE. Berdasarkan visualisasi hasil SDS-PAGE
telah diketahui bahwa terdapat 16 pita protein
dengan berat molekul berturut-turut yaitu ~158,
101, 74, 69, 67, 58, 50, 47, 31, 30, 28, 27, 26, 15
dan 12 kDa. Adanya hasil SDS-PAGE tersebut
telah menunjukkan munculnya pita protein target
dengan berat molekul 47 kDa seperti yang terlihat
pada Gambar 4.A. Konfirmasi hasil purifikasi

protein fraksi 47 kDa melalui analisis SDS-PAGE
juga telah menunjukkan kemunculan pita protein
tunggal dengan berat molekul 47 kDa yang sejajar
dengan pita protein 47 kDa pada sampel kontrol (+)
yaitu berupa ekstrak total protein kelenjar saliva Ae.
albopictus seperti yang terlihat pada Gambar 4.B.
Hal ini menunjukkan bahwa proses purifikasi
protein  target dengan metode elektroelusi
menggunakan elektroeluter berhasil dilakukan.

143



Berita Biologi 22(1) - April 2023

kDa ™ SG  kDa
prgp— E_’ —
135
100 wm—— 01
75 -
-~ --..:t7‘
63 - WP 69
- —» 67
“ ——pp58
48 W s —p 50

28

~ 27

s e
0
17 .

—p 15

11 —> 12

SG kDa M S

——
135 cem e

100wl
7S -

- 63 -

W
—p 47 kDa

Gambar 4. Visualisasi analisis SDS-PAGE. (A) Profil ekstrak total protein kelenjar saliva Ae. albopictus. (B)
Perbandingan profil protein kelenjar saliva Ae. albopictus dan protein murni 47 kDa hasil
elektroelusi (Nikon Coolpix B500). (SG) Ekstrak total kelenjar saliva Ae. albopictus; (S) Fraksi
protein 47 kDa; (M) Marker protein BluEye Prestained Protein Ladder (GeneDirex, Taiwan).
(Visualization of SDS-PAGE analysis. (A) Protein profile of Ae. albopictus salivary gland crude
extract. (B) Comparison in protein profile of Ae. albopictus salivary gland crude extract and pure
protein 47 kDa electroeluted (Nikon Coolpix B500). (SG) Ae. albopictus salivary gland crude
extract; (S) Pure protein fraction 47 kDa,; (M) BluEye Prestained Protein Ladder protein marker

(GeneDirex, Taiwan)).

Deteksi Imunogenesitas Fraksi Protein 47 kDa
Hasil Purifikasi

Analisis dot blot menunjukkan hasil positif
dengan munculnya noktah gelap diatas membran
PVDF yang diteteskan sampel ekstrak total protein
kelenjar saliva de. albopictus dan sampel uji yaitu
protein hasil purifikasi fraksi 47 kDa dari kelenjar
saliva Ae. albopictus yang telah direaksikan dengan
sampel serum penduduk sehat, pasien DBD dan
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neonatus dengan densitas warna yang berbeda
seperti yang terlihat pada Tabel 1. Hal tersebut
menunjukkan bahwa ekstrak total protein kelenjar
saliva Ae. albopictus dan protein hasil purifikasi
fraksi 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus
bersifat imunogenik karena dapat dikenali oleh
antibodi yang terdapat pada serum penduduk sehat,
pasien DBD dan neonatus.
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Tabel 1. Visualisasi analisis dot blot protein imunogenik hasil purifikasi protein fraksi 47 kDa dari kelenjar
saliva Ade. albopictus. (Visualization of dot blot analysis of immunogenic protein purified from 47

kDa fraction of Ae. Albopictus).

Sampel

Visualisasi dot blot* Peak Area ImageJ

2352
Ekstrak total protein kelenjar saliva Ae. albopictus
direaksikan dengan serum penduduk sehat
(Kontrol (+))
PMSF dalam PBS pH 7,4 direaksikan dengan se-
rum penduduk sehat o

(Kontrol (-))

Protein 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus
direaksikan dengan serum pasien DBD

19.29

3616
Protein 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus
direaksikan dengan serum penduduk sehat
14,98

Protein 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus
direaksikan dengan serum neonatus

A
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PEMBAHASAN

Penelitian  ini  diawali dengan  proses
identifikasi  spesies berdasarkan karakteristik
morfologi nyamuk Ae. albopictus yang diperoleh
dari kegiatan landing collection dan rearing. Hal
ini penting dilakukan untuk memastikan bahwa
sampel nyamuk yang digunakan adalah spesies Ae.
albopictus. Setiap spesies nyamuk memiliki ciri
morfologi berbeda yang dapat menjadi kunci
identifikasi, meliputi karakter warna dan bentuk
tubuh, pola sisik pada tubuh dan sayap, bulu pada
antenna, serta panjang palpus (Becker et al., 2020).
Habitat Ae. albopictus umumnya ditemukan di
daerah luar ruangan, misalnya di area kebun (Ifka et
al., 2021). Pada daerah yang sama juga dapat
ditemukan Culex sp. dengan karakteristik habitat
yang mirip (McClure et al., 2018). Nyamuk dari
genus Aedes spp. memiliki bentuk ujung abdomen
yang lebih runcing dibandingkan dengan Culex spp.
(Becker et al., 2020).

Ciri  morfologi Ae. albopictus memiliki
kemiripan dengan Ae. aegypti yang juga sering
berinteraksi dengan manusia (Patsoula et al., 2006;
Borah dan Bora, 2022). Secara umum bagian tubuh
spesies Ae. albopictus dan Ae. aegypti berwarna
hitam gelap dengan adanya sisik-sisik berwarna
putih pada permukaan tubuhnya (Sucipto, 2011).
Karakteristik unik pada Ae. albopictus yang dapat
membedakan dengan Ae. aegypti yaitu pada tubuh
bagian tengah mesonotum terdapat deretan sisik
putih membentuk satu garis lurus. Pada bagian
mesepimeron dari Ae. albopictus terdapat dua
lempengan sisik putih yang saling berlekatan
membentuk seperti huruf V terbalik. Selain itu,
bagian  tubuh  anterior-mid  femur  pada
Ae. albopictus berwarna hitam gelap tanpa adanya
sisik putih (Becker et al., 2020). Berdasarkan pada
Gambar 1 mengenai ciri karakteristik morfologi
maka diketahui bahwa ketiga bagian tubuh tersebut
dapat menjadi kunci identifikasi  spesies
Ae. albopictus.

Sampel nyamuk dewasa Ae. albopictus yang
didapatkan dari hasil lainding collection yaitu
diperoleh sekitar 50 nyamuk jantan dan 100
nyamuk betina. Pada penelitian ini menggunakan
protein dari jaringan kelenjar saliva nyamuk Ae.
albopictus betina saja. Nyamuk Ae. albopictus
betina berperan penting dalam proses transmisi
virus dengue secara horizontal kepada manusia
melalui proses blood-feeding (Garcia-Rejon et al.,
2021). Aktivitas blood-feeding nyamuk betina
kepada manusia dilakukan untuk mendapatkan
mikronutrisi yang diperlukan dalam perkembangan
dan pematangan telur (Nikbakhtzadeh et al., 2016;
Rivera-Perez et al., 2017). Oleh karena itu, perlu
dilakukan identifikasi jenis kelamin pada sampel
nyamuk. Berdasarkan pada Gambar 2 diketahui
bahwa bagian tubuh nyamuk yang menjadi
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pembeda (dimorfisme seksual) antara nyamuk
jantan dan betina yaitu pada bagian palpus,
proboscis, antena dan ukuran tubuh. Nyamuk Ae.
albopictus betina memiliki ukuran palpus yang
lebih pendek dibandingkan bagian proboscis.
Selain itu, Ae. albopictus betina memiliki antena
dengan rambut yang jarang dan pendek atau disebut
tipe pilose, sedangkan antena nyamuk jantan
memiliki rambut yang banyak dan panjang atau
disebut tipe plumose. (Becker et al., 2020). Secara
umum, ukuran tubuh nyamuk betina yang lebih
besar dibandingkan nyamuk jantan (Andrew dan
Bar, 2013).

Sampel nyamuk yang telah teridentifikasi
sebagai Ae. albopictus betina selanjutnya diisolasi
kelenjar  salivanya  secara  microdissection
menggunakan jarum diseksi melalui pengamatan
dengan mikroskop stereo (Schmid et al., 2017).
Proses  microdissection ~ dilakukan  dengan
meletakkan sampel nyamuk diatas cairan media
NaCl 0,5% pada gelas obyek. Larutan NaCl 0,5%
digunakan sebagai media isolasi kelenjar saliva
karena bersifat isotonis terhadap cairan pada tubuh
insekta, sechingga dapat mencegah terjadinya lisis
sel pada jaringan kelenjar saliva (Barbosa et al.,
2015). Kelenjar saliva yang telah berhasil diisolasi
kemudian disimpan pada larutan preservasi yaitu 1
mM PMSF dalam PBS pH 7.4. Kandungan PMSF
di dalam larutan PBS dapat menghambat aktivitas
protease yang menyebabkan degradasi protein dari
sampel sel atau jaringan (Bano et al., 2014).

Kelenjar saliva nyamuk merupakan sepasang
organ yang berada di bagian thorax dan terdiri atas
tiga lobus pada tiap pasangnya. Lobus pada tiap
pasang kelenjar saliva tersusun atas dua lobus
lateral (L) yang mengapit satu lobus median (M)
yang lebih lebar dan pendek (Franz et al., 2015).
Lobus lateral selanjutnya terbagi menjadi dua
bagian, yaitu proximal lateral (PL) dan distal
lateral (DL). Masing-masing lobus penyusun
kelenjar saliva terhubung pada salivary duct (SD)
(Kojin dan Adelman, 2019). Salivary duct pada
kelenjar saliva nyamuk memiliki beberapa bagian
seperti common duct, main duct dan internal duct
yang merupakan cabang lanjutan dari main duct
(Kelly et al., 2012). Bagian-bagian pada kelenjar
saliva Ae. albopictus berhasil diamati seperti yang
terlihat pada Gambar 3.

Setiap lobus pada kelenjar saliva nyamuk
mensekresikan jenis protein yang berbeda. Lobus
proximal lateral memproduksi enzim yang terlibat
dalam sugar feeding, sedangkan lobus median dan
distal lateral memproduksi /ectin dan protein yang
membantu proses blood-feeding dengan aktivitas
degradasi adenosine diphosphate dan
antihemostasis pada respon imun inang (Franz et
al., 2015). Kelenjar saliva de. albopictus diketahui
mensekresikan  beberapa protein  diantaranya



Artikel Penelitian

Wathon et al. — Purifikasi Fraksi Protein Imunogenik 47 kDa Dari Kelenjar Saliva Aedes albopictus

Calreticulin, Serpin, oa-Tubulin, ATPase, ATP
synthase, 34K-2, Actin, 62k-2, 62k-3, Ebna2 bind-
ing-protein, Myo-inositol-1-phosphate  synthase.
Protein-protein tersebut berperan dalam berbagai
proses fisiologis seperti respon imun dan
metabolisme energi (Zhang et al., 2013).

Sampel jaringan kelenjar saliva yang telah
berhasil diisolasi kemudian dilakukan ekstraksi
protein untuk mengetahui profil protein pada
kelenjar saliva Ade. albopictus. Berdasarkan hasil
analisis SDS-PAGE, telah diperoleh pita protein
target dengan berat molekul 47 kDa (Gambar 4.A).
Isolasi potongan gel pita protein target 47 kDa dari
lembaran gel polyacrylamide dilakukan secara
aseptis agar tidak terjadi kontaminasi selama proses
purifikasi protein. Purifikasi protein 47 kDa
dilakukan melalui metode elektroelusi yaitu teknik
pemurnian protein dengan prinsip mengeluarkan
protein dari gel polyacrylamide dengan bantuan
arus listrik (Wathon er al, 2020). Metode
elektroelusi lebih efisien dan mudah dilakukan
untuk purifikasi potongan pita protein dalam
jumlah yang banyak secara bersamaan sehingga
waktu purifikasi lebih efisien (Kurien et al., 2019).
Keunggulan  elektroelusi menggunakan  alat
elektroeluter adalah konsentrasi protein recovery
lebih tinggi dibanding metode elektroelusi
konvensional menggunakan membran selofan
biasa. Proses purifikasi lebih praktis dan mudah
dilakukan karena hanya memerlukan satu rangkaian
alat, serta waktu purifikasi menjadi lebih singkat
(Chen et al., 2017).

Purifikasi fraksi protein 47 kDa dilakukan pada
suhu ruang dengan tegangan listrik 100 V (constant
volt) selama 3 jam. Protein hasil elektroelusi
kemudian dipekatkan menggunakan
Microcentrifuge Tube Molecular Weight Cut Off
(MWCO) 10 kDa untuk memisahkan kontaminan
yang tersisa dari proses elektroelusi. Kontaminan
dengan berat molekul di bawah 10 kDa akan
terpisah dari sampel dan hanya menyisakan protein
target di dalam membran (Gangopadhyay et al,
2016). Konsentrasi protein 47 kDa hasil purifikasi
diukur menggunakan metode Bradford dan
diperoleh hasil konsentrasi sebesar 2,33 mg/mL.
Metode elektroelusi menggunakan elektroeluter
pada penelitian ini memperoleh hasil yang lebih
baik dari segi waktu purifikasi dan konsentrasi
protein target dibandingkan metode -elektroelusi
konvensional. Waktu purifikasi pada penelitian ini
adalah 3 jam, sedangkan purifikasi dengan metode
elektroelusi konvensional pada protein 31 kDa dan
67 kDa kelenjar saliva Ae.  albopictus
membutuhkan waktu 25 jam (Wathon et al., 2021).
Sedangkan purifikasi protein 31 kDa dan 56 kDa
kelenjar saliva Ade. aegypti dengan metode
elektroelusi konvensional membutuhkan waktu
selama 26,5 jam dengan hasil konsentrasi protein

31 kDa sebesar 0,47 mg/mL dan protein 56 kDa
sebesar 0,44 mg/mL (Wathon et al, 2020).
Konfirmasi hasil purifikasi protein fraksi 47 kDa
melalui  analisis  SDS-PAGE  menunjukkan
kemunculan pita protein tunggal dengan berat
molekul 47 kDa yang sejajar dengan pita protein 47
kDa pada sampel ekstrak total protein kelenjar
saliva Ae. albopictus (Gambar 4.B). Keberhasilan
purifikasi protein dengan metode elektroelusi
dikonfirmasi oleh munculnya pita protein tunggal
pada analisis SDS-PAGE (Wathon ef al., 2021).

Fraksi protein 47 kDa dari kelenjar saliva Ae.
albopictus diduga merupakan protein dari family
serpin (Doucoure et al., 2013) yang memiliki
aktivitas sebagai inhibitor dari serine protease yang
terlibat dalam regulasi proses fisiologis seperti
koagulasi darah, fibrinolysis, transduksi sinyal
seluler, dan respon imun (An et al., 2012). Serpin
bertindak sebagai regulator antihemostasis dalam
proses blood-feeding nyamuk, sehingga dapat
meningkatkan  keberhasilan  proses transmisi
patogen dari vektor ke inang (Oktarianti et al.,
2021). Penghambatan aktivitas serine protease
didukung dengan adanya bagian Reactive Center
Loop (RCL) di dekat C-terminus pada struktur 3D
protein serpin. Ikatan antara RCL dengan sisi aktif
protease menghasilkan kompleks kovalen inaktif
yang menyebabkan protease tidak dapat berfungsi
sehingga  serpin  disebut sebagai  “suicide
inhibitors” (Jmel et al., 2021).

Sampel fraksi protein 47 kDa dari kelenjar
saliva Ae. albopictus yang telah melalui proses
purifikasi kemudian dideteksi karakter
imunogenesitasnya melalui analisis dot blot. Prinsip
kerja dot blot ialah mendeteksi pengenalan molekul
melalui ikatan antara antibodi dan antigen yang
direaksikan diatas media membran (Piazza et al,
2020). Reaksi ikatan antara antigen dan antibodi
divisualisasikan dengan kemunculan noktah gelap
pada permukaan membran PVDF. Semakin tinggi
densitas warna maka semakin besar intensitas
ikatan antara antigen dan antibodi (Dabhril ef al,
2019). Fraksi protein 47 kDa hasil purifikasi
digunakan sebagai antigen yang direaksikan dengan
antibodi pada pool serum darah penduduk sechat,
pasien DBD dan bayi baru lahir (neonatus) yang
tinggal di wilayah endemik DBD. Pada data Tabel
1 menunjukkan bahwa ekstrak total protein kelenjar
saliva Ae. albopictus dan protein hasil purifikasi
fraksi 47 kDa dari kelenjar saliva Ae. albopictus
terbukti bersifat imunogenik karena dapat dikenali
oleh antibodi yang terdapat pada pool serum
penduduk sehat, pasien DBD dan neonatus.
Noktah gelap pada membran PVDF menunjukkan
adanya ikatan antara antibodi IgG dalam serum
darah dengan antigen (Dabhril ef al., 2019). Noktah
gelap yang muncul diatas permukaan membran
PVDF yang direaksikan dengan masing-masing
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pool serum menunjukkan densitas warna yang
berbeda.

Perbedaan densitas warna noktah yang muncul
pada membran PVDF dianalisis lebih lanjut
menggunakan ImageJ. Software ImageJ merupakan
peranti lunak untuk menganalisis densitas warna
pada gambar atau foto menjadi data
semi-kuantitatif (Gallo-Oller et al., 2018). Sofiware
tersebut mentransformasikan densitas warna noktah
pada membran PVDF menjadi nilai peak area.
Hasil nilai peak area kemudian dikonversi menjadi
relative optical density sebagai nilai yang mewakili
densitas warna noktah dot blot (Kusumaningrum et
al., 2017). Berdasarkan hasil analisis ImageJ
diketahui bahwa sampel kontrol (+) memiliki
persentase densitas noktah yang cukup tinggi
23,52% sedangkan kontrol (-) menunjukkan
presentase densitas yang paling rendah yaitu
7,04%. Hasil ini menunjukkan bahwa deteksi
imunogenesitas protein dengan metode dot blot
dapat divalidasi dengan adanya hasil positif pada
sampel kontrol (+) yang berupa ekstrak total
protein kelenjar saliva Ae. albopictus dan hasil
negatif pada sampel kontrol (-) yang berupa sampel
non-protein (larutan PBS). Ekstrak total protein
kelenjar saliva Ade. albopictus digunakan sebagai
kontrol (+) karena pada penelitian sebelumnya telah
terbukti bahwa ekstrak protein tersebut bersifat
imunogenik (Oktarianti ef al., 2021).

Densitas noktah pada sampel protein fraksi 47
kDa hasil purifikasi yang direaksikan dengan pool
serum penduduk sehat endemik memiliki
persentase tertinggi yaitu 35,16%. Hasil ini diduga
karena penduduk yang tinggal di wilayah endemik
diindikasikan telah mengalami paparan berulang
oleh protein saliva Ae. albopictus. Paparan berulang
terhadap antigen yang sama dapat meningkatkan
produksi antibodi IgG pada inang (Abbas et al,
2019). Densitas noktah pada sampel protein fraksi
47 kDa hasil purifikasi yang direaksikan dengan
pool serum pasien DBD memiliki persentase
densitas cukup tinggi yaitu 19,29%. Hal tersebut
dikarenakan pasien DBD juga terpapar oleh protein
saliva Ae. albopictus di wilayah endemik. Paparan
saliva vektor akan mempengaruhi sistem imun
inang untuk memproduksi antibodi IgG terhadap
antigen tersebut (Manning et al, 2018). Densitas
noktah pada sampel protein fraksi 47 kDa hasil
purifikasi yang direaksikan dengan pool serum
neonatus menunjukkan persentase yang lebih
rendah yaitu 14,98% jika dibandingkan dengan
pool serum penduduk sehat dan pasien DBD.
Reaksi positif pada sampel pool/ serum neonatus
dimungkinkan karena adanya transfer antibodi IgG
dari ibu yang sebelumnya pernah terpapar oleh
protein saliva Ae. albopictus ke janin melalui
plansenta di dalam kandungan. Antibodi IgG dapat
menembus jaringan plasenta dan masuk ke dalam
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peredaran darah janin selama di dalam kandungan
(Charisma et al., 2020).

Adanya reaksi positif antara fraksi protein 47
kDa hasil purifikasi dengan sampel pool serum
manusia dari wilayah endemik DBD menunjukkan
bahwa penduduk yang tinggal di wilayah endemik
telah mengembangkan respon imun dengan
membentuk antibodi spesifik (IgG) terhadap
paparan berulang antigen dari protein saliva vektor.
Produksi antibodi IgG pada inang dapat digunakan
sebagai penanda adanya protein imunogenik pada
saliva vektor nyamuk (Doucoure et al, 2013).
Paparan saliva vektor mampu menginduksi respon
imun adaptif pada inang melalui jalur aktivasi sel B
yang akan berdiferensiasi dan berproliferasi
menjadi sel plasma untuk menghasilkan IgG.
Jumlah IgG yang diproduksi pada paparan saliva
yang pertama kali masih cukup rendah namun pada
kondisi paparan berulang dapat meningkatkan
produksi antibodi IgG spesifik pada inang (Abbas
et al., 2019). Hal ini juga sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Oktarianti et al. (2021) yang
menunjukkan bahwa fraksi protein 47 kDa dari
kelenjar saliva Ae. albopictus bersifat imunogenik
yang dapat memodulasi respon imun penduduk di
wilayah endemik DBD. Protein saliva Ae.
albopictus dengan berat molekul 47 kDa telah
diketahui merupakan kelompok serpins family yang
bersifat imunogenik dan berperan sebagai protease
inhibitor dan antikoagulan pada proses blood
feeding (Doucoure et al., 2013).

KESIMPULAN

Purifikasi fraksi protein 47 kDa dari kelenjar
saliva Ae. albopictus telah berhasil dilakukan
dengan metode elektroelusi menggunakan alat
elektroeluter yang dibuktikan dengan munculnya
pita protein tunggal melalui analisis SDS-PAGE.
Uji imunogenisitas protein dengan metode dot blot
menunjukkan bahwa fraksi protein 47 kDa hasil
purifikasi dari kelenjar saliva Ae. albopictus
terdeteksi bersifat imunogenik dengan munculnya
noktah gelap pada membran PVDF. Analisis data
ImageJ menunjukkan bahwa tingkat imunogenisitas
tertinggi fraksi protein 47 kDa hasil purifikasi
bereaksi dengan sampel serum penduduk sehat di
wilayah endemik DBD.
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