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ABSTRAK

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) ialah penyakit yang disebabkan oleh virus Dengue yang ditularkan
melalui gigitan nyamuk Aedes. Aedes aegypti dikenal sebagai vektor primer virus Dengue secara alami tidak
terinfeksi oleh endosimbion Wolbachia sp., sedangkan Ae. albopictus yang menjadi vektor sekunder yang secara
alami terinfeksi Wolbachia sp. Wolbachia sp. diketahui dapat menghambat penularan virus Dengue, untuk
mempelajari mekanisme tersebut perlu dilakukan eliminasi Wolbachia sp. dari Ae. albopictus, kemudian
menginfeksi Ae. albopictus tersebut dengan virus Dengue. Tujuan penelitian untuk mengetahui kemampuan
antibiotik tetrasiklin dalam mengeliminasi Wolbachia sp. dari nyamuk Ae. albopictus. Sampel telur Ae.
albopictus diperoleh di daerah Ciamis dengan metode survei menggunakan ovitrap yang dipasang di luar rumah.
Telur Ae. albopictus kemudian telur ditetaskan di laboratorium dan dipelihara hingga menjadi nyamuk dewasa.
Nyamuk diperlakukan dengan pemberian makan gula yang telah diberi tetrasiklin 0,25mg/ml setiap dua hari
sekali berseling dengan pakan darah. Deteksi keberadaan Wolbachia sp. pada nyamuk dilakukan pada generasi
satu sampai tiga dengan metode polymerase chain reaction (PCR) menggunakan primer spesifik Wsp. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa nyamuk generasi satu sampai tiga masih terinfeksi Wolbachia sp. Hal tersebut
menunjukkan bahwa dosis antibiotik tetrasiklin yang dipakai belum dapat mengeliminasi Wolbachia sp. dari
nyamuk Ae.albopictus

Kata kunci: Aedes albopictus, Wolbachia, virus Dengue, tetrasiklin

ABSTRACT

Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) is a disease caused by the dengue virus which is transmitted through the bite
of the Aedes mosquito. Aedes aegypti, which is known as the primary vector of dengue virus, is naturally not
infected by Wolbachia sp. endosymbiont, while Ae. albopictus which is a secondary vector naturally infected
with Wolbachia sp. The Wolbachia sp. known to inhibit the transmission of Dengue virus, to study the
mechanism, it is necessary to eliminate Wolbachia sp. from Ae. albopictus, then infects the Ae. albopictus with
the Dengue virus. The aim of the study was to determine the ability of tetracycline antibiotics to eliminate
Wolbachia sp. from the Ae. albopictus mosquito. Ae. albopictus eggs was obtained in the Ciamis area by survey
method using ovitrap which was installed outside the house. The Ae. albopictus eggs are then incubated in the
laboratory and reared until they become adult mosquitoes. Mosquitoes were treated with sugar feeding which
had been given tetracycline 0.25mg/ml every two days alternated with blood feed. Detection of the presence of
Wolbachia sp. on mosquitoes carried out in first to third generations by the polymerase chain reaction (PCR)
method using Wsp-specific primers. The results showed that the first to third generation mosquitoes were still
infected with Wolbachia sp. This shows that the dose of tetracycline antibiotics used has not been able to
eliminate Wolbachia sp. from the Ae. albopictus mosquito.
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PENDAHULUAN

Penyakit demam berdarah dengue (DBD)
atau dengue hemorrhagic fever (DHF) ialah
penyakit yang disebabkan oleh virus Dengue.'
Demam berdarah dengue bersifat endemis di
semua provinsi di Indonesia dan timbul
sepanjang tahun. Kasus DBD di Indonesia
tahun 2020 mencapai 95.893 orang dengan
kematian mencapai 661 orang. Jumlah kasus
terbanyak terdapat di Buleleng sebanyak 3.313
orang, Badung 2.547 orang, Kota Bandung
2.363, Sikka 1.786 orang, dan Gianyar 1.717
orang.” Faktor yang dianggap menyebabkan
terjadinya lonjakan kasus dan meluasnya
persebaran penyakit tersebut ialah adanya
tempat perkembangbiakan nyamuk yang selalu
tersedia dan faktor cuaca.’

Nyamuk Ae. albopictus secara alami
terinfeksi  endosimbion  Wolbachia  sp.,
sedangkan Ae. aegypti tidak.**>®"®* Hasil
penelitian menunjukkan bahwa Ae. aegypti
yang tidak terinfeksi oleh Wolbachia berperan
sebagai vektor primer, sedangkan Ae.
albopictus yang secara alami terinfeksi oleh
Wolbachia hanya menjadi vektor sekunder
bagi penularan penyakit DBD. Wolbachia sp.
diketahui  berperan dalam  menghambat
penularan virus Dengue.”''"'*"* Wolbachia
sp. adalah intracellular bacteria (bakteri
intraseluler) yang menginfeksi organ reproduksi
dari berbagai macam arthropoda serta dapat
ditularkan secara vertikal (vertical
transmission) melalui  induk  kepada
keturunannya. Bakteri ini pertama kali
ditemukan pada tahun 1924 oleh Hertig dan
Wolbach di dalam ovarium nyamuk Culex
pipiens, kemudian di tahun 1936 Hertig
menamai bakteri tersebut dengan mnama
Wolbachia pipientis sebagai penghargaan atas
kerjasamanya dengan Wolbach.® Penelitian-
penelitian berikutnya diketahui bahwa bakteri
ini tidak hanya menginfeksi nyamuk Culex,
tetapi juga menginfeksi insekta dan arthropoda
lainnya. Sampai saat ini diketahui bahwa
kurang lebih ada 20-60% dari seluruh insekta
terinfeksi oleh Wolbachia'*'>'®, diantaranya
menginfeksi Aedes albopictus.**™'¢  Aedes
albopictus  diidentifikasi dan dikenalkan
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pertama oleh Skuse tahun 1894,'7'® termasuk
sub genus Stegomyia dan merupakan spesies
penting selain Ae. aegypty diantara 16 spesies
lainnya yang ada dalam sub genus tersebut.’
Morfologi Ae. albopictus mirip dengan Ae.
aegypty, namun dapat dibedakan dengan
adanya strip putih di bagian scutum.'®'2°
Scutum Ae. aegypty berwarna hitam dengan
dua garis putih sejajar di bagian dorsal tengah
yang diapit oleh dua garis lengkung berwarna
putih, sedangkan scutum Ae. albopictus hanya
berisi satu garis putih tebal di bagian
dorsalnya. Aedes albopictus ditemui di semua
pulau di Indonesia, seperti Sumatera, Jawa,
Kalimantan, Nusa Tenggara, Sulawesi,
Maluku, dan Irian Jaya.*'?**?* Wolbachia
diketahui  sensitif  terhadap  antibiotik,
diantaranya tetrasiklin.?>***"?®  Selanjutnya,
De-Lima et al® menyatakan bahwa virus
dengue dapat diturunkan secara vertical dari
induk ke generasi berikutnya baik dari
Ae.aegypti dan Ae. albopictus Penelitian
dilakukan untuk mengeliminasi Wolbachia
pada Ae. albopictus menggunakan antibiotik
tetrasiklin. Aedes albopictus bebas Wolbachia
selanjutnya dapat digunakan untuk riset
lanjutan dengan cara diinfeksi dengan virus
Dengue, kemudian dibandingkan dengan Ae.
aegypti apakah Ae. albopictus masih sebagai
vektor sekunder atau berubah menjadi
susceptible.

METODE

Metode penelitian yang digunakan adalah
metode survei dengan teknik pengambilan
sampel secara random di daerah Ciamis.
Penelitian dilakukan pada bulan Januari
sampai Juni 2016. Telur Ae. albopictus
diperoleh dengan memasang perangkap telur
(ovitrap) yang diletakkan di luar rumah pada
25 rumah, masing-masing rumah sebanyak 2
buah ovitrap. Telur yang diperoleh kemudian
ditetaskan di laboratorium dalam baki/tray
yang berisi air, diberi pakan pelet, dan
dilakukan penggantian air setiap tiga hari.
Telur yang menetas menjadi larva dan tumbuh
menjadi pupa, kemudian dimasukkan dalam
gelas plastik yang diberi air dan dipindahkan
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ke dalam kandang nyamuk hingga menjadi
nyamuk dewasa. Nyamuk dewasa sejumlah 50
ekor diberi makan gula yang telah
ditambahkan tetrasiklin 0,25 mg/ml setiap dua
hari sekali berseling dengan pemberian pakan
darah menggunakan umpan mencit (Mus
musculus) empat hari sekali untuk pematangan
telur nyamuk.

Deteksi keberadaan endosimbion
Wolbachia dilakukan dengan teknik molekular
yaitu polymerase chain reaction (PCR)
menggunakan primer spesifik. Metode PCR
dimulai dari ekstraksi DNA, PCR, gel
elektroforesis, dan visualisasi. Ekstraksi DNA
Wolbachia dilakukan dengan menggunakan
protokol DNeasy tissue kit (Qiagen). PCR
DNA Wolbachia dilakukan dengan
menggunakan primer spesifik Wsp forward
primer w81F: 5'-TGG TCC AAT AAG TGA
TGA AGA AAC-3' dan reverse primer
wo91R: 5'-AAA AAT TAA ACG CTA CTC
CA-3'" dengan panjang 610bp. Siklus
temperatur pada mesin PCR dimulai dengan
denaturasi menggunakan temperatur 95°C
selama 5 menit dilanjutkan 35 siklus dengan
temperatur 95°C selama 1 menit, 55°C selama
1 menit, dan 72°C selama 2 menit, dilanjutkan
dengan 72°C selama 10 menit dan temperatur
akhir 4°C. Elektroforesis di running dalam 1%
agarose gel dengan tegangan 130V selama 1
jam pada temperatur ruang. Visualisasi gel
elektroforesis dilakukan di bawah sinar
ultraviolet untuk melihat pita yang sesuai
dengan panjang primer yang digunakan
kemudian didokumentasikan (difoto).

HASIL
Hasil pengamatan yang dilakukan pada
awal rearing menunjukkan bahwa

Ae. albopictus tidak menghasilkan banyak
keturunan dan hanya puluhan telur yang
dihasilkan. Wolbachia dapat menginfeksi pada
berbagai spesies arthropoda tetapi tidak 100%
sehingga perlu dilakukan uji sebelum diberikan
antibiotik untuk membuktikan bahwa nyamuk
yang digunakan dalam riset terinfeksi
Wolbachia.

Hasil uji PCR terhadap endosimbion
Wolbachia dari nyamuk sebelum diberi
antibiotik tetrasiklin menunjukkan semua
sampel (20 sampel) yang diuji positif
Wolbachia yang ditunjukkan adanya band
pada setiap sampel (Gambar 1).

M1234 567389 10111213141516

(@)

M 17 18 19 20

(b)
Gambar 1. Gel Elektroforesis Wolbachia dari
Nyamuk Ae. albopictus yang tidak
diberi tetrasiklin (a) Sampel Nomor 1-
16; (b) Sampel Nomor 17-20

Hasil uji PCR dari generasi pertama
sampai ketiga setelah diberi antibiotik
tetrasiklin dosis 0.25mg/ml dapat dilihat pada
Gambar 2. Hasil menunjukkan bahwa
Ae. albopictus dari generasi pertama sampai
ketiga (F1-F3) masih terinfeksi oleh
Wolbachia yang ditandai dengan adanya
band/pita pada gel agarose.
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100 bp

Keterangan Gambar:

Line 1.1 — 1.5 adalah hasil uji PCR dari generasi 1 (F1)
Line 2.1 — 2.5 adalah hasil uji PCR dari generasi 2 (F2)
Line 3.1 — 3.5 adalah hasil uji PCR dari generasi 3 (F3)

Gambar 2. Gel Elektroforesis Gen Wolbachia dari
Nyamuk Generasi F1-F3  Setelah
Pemberian Tetrasiklin dengan Dosis
0,25mg/ml

PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
nyamuk Ae. albopictus lambat bertelur yaitu
lebih dari 5 hari setelah kawin atau 7 hari
setelah pemberian darah, jumlah telur yang
dikeluarkan juga hanya sedikit yaitu kurang
lebih 10-15 butir. Hal ini karena pemberian
darah frekuensinya hanya 4 hari sekali,
kemungkinan tidak cukup untuk segera
mematangkan dan menghasilkan telur. Hasil
penelitian sesuai dengan penelitian
sebelumnya®®*'2>% yang menyatakan bahwa
frekuensi penghisapan darah berpengaruh
terhadap fertilitas telur. Nyamuk dewasa yang
sudah bertelur pada generasi F1, F2, dan F3
dianalisis dengan uji PCR untuk mengetahui
tereliminasinya endosimbion Wolbachia.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Ae. albopictus yang diambil dari Ciamis positif
Wolbachia. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
endosimbion Wolbachia tersebar luas di dunia,
termasuk di Jawa Barat. Adanya infeksi
Wolbachia menyebabkan Ae. albopictus hanya
berperan sebagai secondary vector untuk virus
Dengue sedangkan Ae. aegypti yang tidak
terinfeksi Wolbachia menjadi primary vector
untuk  virus Dengue.** Sesuai dengan
pernyataan O’neill yang menyatakan bahwa
Wolbachia dapat menghambat penularan virus
Dengue.*> Demikian pula hasil penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa Ae. albopictus
secara alami terinfeksi oleh Wolbachia
sedangkan Ae. aegypti secara alami tidak
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terinfeksi oleh Wolbachia.®® Riset selanjutnya,
bila Ade. albopictus telah negatif Wolbachia,
akan diinfeksi oleh virus Dengue untuk
dibandingkan dengan Ae. aegypti, apakah
Ae. albopictus menjadi susceptible seperti
Ae. aegypti terhadap oleh virus Dengue.

Hasil uji PCR dari generasi pertama
sampai ketiga setelah diberi antibiotik
tetrasiklin ~ dosis 0,25 mg/ml  untuk
mengeliminasi Wolbachia pada Ae. albopictus
menunjukkan bahwa generasi F1-F3 masih
terinfeksi oleh Wolbachia. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa dosis yang digunakan
belum dapat mengeliminasi Wolbachia yang
menginfeksi  Ade.  albopictus  sehingga
diperlukan dosis yang lebih tinggi. Hasil
penelitian ~ berbeda  dengan  penelitian
sebelumnya  terhadap lalat  Drosophila
melanogaster dimana dengan dosis yang sama
telah mampu menghilangkan endosimbion
yang ada di dalam tubuhnya.* Perbedaan ini
karena lalat D. melanogaster dalam rearing
tidak diberi makanan lainnya selain media agar
yang telah diberi antibiotik, sehingga setiap
makan pasti memakan makanan yang
mengandung antibiotikn tersebut, sedangkan
untuk nyamuk, selain makanan gula yang
dicampur dengan antibiotik juga diberi pakan
darah menggunakan M. musculus supaya
nyamuk betina dapat bertelur. Berdasarkan
variasi makanan untuk nyamuk maka dosis
tetrasiklin yang diberikan perlu ditingkatkan
dan lebih lama pemberian antibiotiknya.
Apabila dosis antibiotik yang digunakan
mampu mengeliminasi Wolbachia maka dapat
digunakan untuk riset selanjutnya seperti

membandingkan suseptibilitas antara
Ae. aegypti dan Ae. albopictus terhadap virus
Dengue.

KESIMPULAN

Dosis yang digunakan (0,25mg/ml) belum
mampu mengeliminasi Wolbachia dalam
nyamuk Ae. albopictus sampai generasi ketiga
(F3).
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SARAN

Pemberian pakan darah dilakukan lebih

pendek dari empat hari dan perlu dilakukan
penelitian lanjut dengan dosis antibiotik lebih

tinggi.
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