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Abstract. Artificial blood-feeding using the parafilm-M membrane can be used as an alternative solution and 
substitute live animals as a source of blood. This method is not only be used for blood-feeding but also to infect 
the dengue virus (DENV) to mosquitoes. This study was aimed to determine the effectiveness artificial blood 
feeding using parafilm-M membrane in Aedes mosquitoes originated in Indonesia and determine the positivity 
of mosquitoes infected by Indonesia DENV-1. DENV-1 was isolated from patient and propagated in Vero cell 
culture. The feeding was done in cardboard cups after mosquitos have been starved for 4-17 hours before being 
fed with human blood. A conical 50ml tube was prepared, and a hole was created in the tube lid. The tube 
opening was covered with parafilm. Glycerol was added into conical tube and heated in water bath for an hour 
at 55oC. A mixture of blood and DENV-1 was made with concentration of 10%.  Detection of  DENV in blood-
fed mosquitos was carried out by using  Simplexa  Dengue Real-Time  RT-PCR  assay. The results showed that 
the prevalence of blood-fed mosquitoes reached 66.67% with fasting period for 17 hours. Blood feeding 
mosquitoes are affected by duration of fasting period, blood-feeding time, and attractants from human skin 
rubbed into parafilm-M membrane. The prevalence of blood-fed Ae. aegypti infected by DENV was 20.83%. 
This study provides information on the effectiveness of artificial parafilm membrane blood-feeding in a 
laboratory setting that will be useful for vector control study in Indonesia. 
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Abstrak. Artificial blood feeding	menggunakan	membran	parafilm‐M	dapat	menjadi	solusi	alternatif	untuk	
menggantikan	 hewan	 hidup	 sebagai	 sumber	 darah.	 Artificial blood feeding	 membran	 parafilm‐M	 tidak	
hanya	dapat	digunakan	sebagai	metode	pemberian	pakan	darah,	tetapi	dapat	juga	digunakan	sebagai	cara	
untuk	menginfeksikan	virus	dengue	(DENV)	ke	nyamuk.	Tujuan	penelitian	ini	adalah	untuk	mengetahui	
efektivitas	nyamuk	yang	mengisap	darah	atau	kenyang	darah		menggunakan	metode	artificial blood feeding	
membran	 parafilm‐M	 dan	 mengetahui	 positivitas	 nyamuk	 kenyang	 darah	 yang	 terinfeksi	 oleh	 DENV‐1.	
Virus	yang	diinfeksikan	berasal	dari	pasien	dan	dipropagasi	di	kultur	sel	Vero.	Pemberian	pakan	darah	
dilakukan	pada	gelas	karton	dan	nyamuk	dipuasakan	selama	4‐17	jam	sebelum	diberi	pakan	darah.	Conical	
tube	50	ml	disiapkan	dan	tutup	tube	dilubangi	dan	dilapisi	dengan	membrane	parafilm.	Kemudian	glycerol	
100	%	dimasukan	ke	dalam	conical	tube	dan	dihangatkan	dalam	water bath	selama	satu	jam	dengan	suhu	

55	oC.	Campuran	darah	dan	virus	dibuat	dengan	konsentrasi	virus	10	%.	Deteksi	virus	dengue	dilakukan	
menggunakan	teknik	real	time	RT‐PCR	Simplexa	Dengue.	Hasil	penelitian	menunjukan	prevalensi	nyamuk	
yang	 kenyang	 darah	 mencapai	 66,67	 %	 dengan	 lama	 puasa	 17	 jam.	 Nyamuk	 yang	 mengisap	 darah	
dipengaruhi	oleh	lama	puasa	nyamuk,	waktu	pemberian	pakan	darah,	dan	atraktan.	Prevalensi	nyamuk	Ae.  
aegypti	 yang	 kenyang	 darah	 yang	 terinfeksi	 virus	 dengue	 yaitu	 20,83%.	 	 Penelitian	 ini	 memberikan	
informasi	kegunaan	artificial blood feeding	dengan	membran	parafilm	yang	dapat	dipakai	sebagai	metode	
alternatif	 pemberian	 pakan	 darah	 di	 laboratorium	 yang	 akan	 bermanfaat	 dalam	 pengendalian	 vektor	
nyamuk	.	
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PENDAHULUAN 
 
Aedes aegypti merupakan	vektor	primer	dari	

virus	 dengue	 (DENV)	 yang	 menyebabkan	
penyakit	 Demam	 Berdarah	 Dengue	 (DBD).	
Nyamuk	 Ae. aegypti termasuk	 ke	 dalam	 family 
Culicidae	 yang	 memiliki	 ciri	 khas	 garis	 hitam	
putih	 pada	 bagian	 badan	 dan	 kepalanya	 	 serta		
garis		 putih		 yang		 melingkari		 kakinya.1	Nyamuk	
Ae. aegypti jantan	 mengisap	 sari	 tumbuhan	
sebagai	 sumber	 makanan	 sedangkan	 nyamuk	
betina	 mengisap	 darah.2	 Sumber	 darah	 dapat	
berasal	 dari	 hewan	 vertebrata	 seperti	 domba,	
mencit,	dan	hewan	vertebrata	yang	lain,	namun,	
Ae. aegypti bersifat	 antropofilik	 sehingga	 lebih	
menyukai	darah	manusia.3	

Pemberian	pakan	darah	untuk	nyamuk	betina	
sangat	 penting	 untuk	 kolonisasi	 dan	
pemeliharaan	 nyamuk,	 yang	 sering	
digunakankan	 untuk	 penelitian	 penyakit	 yang	
ditularkan	oleh	 vektor.	 Pemberian	 pakan	darah	
pada	 awalnya	 menggunakan	 umpan	 manusia	
atau	 binatang,	 sangat	 umum	 menggunakan	
guinea	 pig	 dan	 rodensia,	 	 Meningkatnya	
kesadaran	 pada	 kesejahteraan	 satwa	 dan	
keketatan	dalam	peraturan	yang	mengatur	para	
ilmuwan	 dalam	 menggunakan	 hewan	 untuk	
penelitian.	 Ditambah	 dengan	 ketidaknyamanan	
menggunakan	 hewan	 sebagai	 sumber	 darah	
mendorong	mencara	cara	 lain	untuk	pemberian	
pakan	 darah	 yang	 murah	 dan	 mudah	 dengan	
menggunakan	 artificial/membrane	 buatan.4,5,6,7	
metode	 pemberian	 pakan	 darah	 artificial 
menggunakan	 alat	 untuk	 menempatkan	 darah	
dan	 penghangat	 agar	 darah	 tetap	 hangat	
menyerupai	 hewan	 hidup.8	 Hewan	 hidup	 yang	
digunakan	dalam	pemberian	pakan	darah	alami	
dapat	 dilakukan	 jika	 telah	 mendapatkan	
persetujuan	 dari	 komite	 bioetika.	 Komite	
bioetika	 mengatur	 	 mulai	 	 dari	 	 metode	 	 dalam		
memberi		anestesi		atau		melumpuhkan	 hewan	
sebelum	 	 pemberian	 	 pakan	 	 darah,	 	 sampai		
metode	 	 euthanasia	 	 setelah	 	 penelitian	selesai.	
Meskipun	metode	ini	dapat	digunakan,	terdapat	
beberapa	kondisi	dimana	metode	ini	tidak	boleh	
digunakan.	 Seperti	 pada	 penelitian	 yang	
membutuhkan	 infeksi	 virus	 atau	 bakteri,	 maka	
tidak	 dianjurkan	 menggunakan	 metode	
pemberian	 pakan	 darah	 alami.9	 Selain	 itu,	
terdapat	 beberapa	 aspek	 yang	 perlu	
dipertimbangkan.	 Pertama,	 terkait	 dengan	
kesejahteraan	 hewan	 penelitian.10	 Prinsip	 3	 R	
(Reduction, Refinement, Replacement)	 perlu	
diperhatikan	 dalam	 	 	 pelaksanaan	 	 	 penelitian.	
Kedua,	 terkait	 dengan	 kemungkinan	 penularan	
penyakit.11	Ketiga,	 terkait	 dengan	pemeliharaan	
hewan	yang	membutuhkan	biaya	dan	waktu	yang	
lebih.12	

Artificial blood feeding dapat	 menjadi	 solusi	
alternatif	 dalam	 pemberian	 pakan	 darah	 untuk	
menggantikan	 hewan	 hidup	 sebagai	 sumber	
darah.	 Artificial blood feeding dapat	 menggu‐
nakan	 kulit	 dari	 beberapa	 jenis	 hewan	 seperti	
tikus,	 kelinci,	 ayam	 sebagai	 membran	 untuk		
menempatkan	 darah.	 Penggunaan	 kulit	 hewan	
dalam	metode	artificial blood feeding	agak	sukar.	
Oleh	 sebab	 itu,	 diperlukan	 bahan	 lain	 untuk	
menggantikan	 kulit	 hewan.	 Parafilm‐M	 dapat	
menggantikan	 kulit	 hewan	 sebagai	 membran	
dalam	artificial blood feeding.	Parafilm‐M	bersifat	
elastis	dan	tipis	menyerupai	kulit	manusia.	Selain	
itu,	 bahan	 ini	 sering	digunakan	 di	 laboratorium	
dan	 mudah	 didapat.13	 Sehingga	 penelitian	 ini	
menggunakan	 membran	 parafilm‐M	 dalam	
metode	 artificial blood feeding. Artificial blood 
feeding membran	 parafilm‐M	 tidak	 hanya	
digunakan	 sebagai	 metode	 pemberian	 	 pakan		
darah,	 	 tetapi	 	 juga	 	 dapat	 	 digunakan	 	 sebagai		
cara	 	 untuk	 menginfeksikan	 	 virus	 	 dengue	 	 ke	
nyamuk.	Oleh		karena	 itu,		dilakukan		pemberian	
pakan	 	 darah	 	 yang	 	 dicampur	 	 dengan	 	 kultur		
virus	 	 dengue.	 Virus	 dengue	 yang	 digunakan	
berasal	 dari	 hasil	 kultur	 di	 Lembaga	 Biologi	
Molekuler	 Eijkman.	 Deteksi	 virus	 dengue	
dilakukan	 dengan	 menggunakan	 teknik	
molekuler	 yaitu	 Simplexa Dengue assay yang 
merupakan	 metode	 Real Time RT‐PCR	 dapat	
mendeteksi	 serta	 menentukan	 serotipe	 virus	
dengue	secara	akurat	dan	cepat.11			
	
BAHAN DAN METODE	
	
Kultur Virus Dengue Menggunakan Vero Cell 

Vero cell sebanyak	2	x	106	ditanam	pada	flask 
T‐25	 menggunakan	 5	 ml	 medium	 kultur	
(Minimum	Essestials	Medium/MEM	dengan	5	%	
Fetal	 bovine	serum/FBS	 dan	 1%	 antibiotik	 dan	
anti	 jamur).	 Dua	 flask T‐25	 digunakan,	 satu	
untuk	 mengkultur	 virus	 dan	 yang	 lain	 untuk	
kontrol	 negatif.	 Sel	 yang	 ditanam	 dipastikan	

tersebar	merata	pada	 flask T‐25	 dan	diinkubasi	

pada	suhu	37	oC	dan	5	%	CO2	selama1	hari.	Sel	
yang	 tumbuh	 pada	 flask T‐25	 diamati	
menggunakan	 mikroskop	 dan	 dipastikan	
confluency cell mencapai	80‐90%.	Medium	kultur		
dibuang		dan		diganti		dengan		2,8		ml		medium		
inokulasi		(MEM	dengan	2%	FBS).	Untuk	control	
negatif	 diganti	 dengan	 3	 ml	 medium	 inokulasi.	
Kutur	 virus	 DENV‐1	 yang	 ditambahkan	 pada	
flask T‐25	 sebanyak	 200	 µl.	 Sedangkan	 untuk	
control	 negatif	 tidak	 ditambahkan	 kultur	 virus.	
Sel	 yang	 terinfeksi	 virus	 dan	 kontrol	 negatif	

diinkubasi	pada	suhu	37	oC	dan	5%	CO2	 selama	

1	 minggu.	 Kemudian	 sel	 diamati	 di	 bawah	
mikroskop.	 Sel	 yang	 terinfeksi	 menunjukan	
cytophatic effect yang	menandakan	bahwa	infeksi	
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telah	berjalan.	Medium	inokulasi	dipindahkan	 ke	
dalam	 tube 15	 ml	 dan	 disentrifugasi	 selama	
10	 menit	 pada	 kecepatan	 400	 rpm	 sedangkan	
untuk	kontrol	negatif	dibuang.	Supernatan	yang	
dihasilkan	dan	disimpan	pada	temperatur	‐80	oC.		

	
 Rearing Nyamuk Ae. aegypti 

	
Nyamuk	 Ae. aegypti	 betina	 dewasa	 yang	

digunakan	 dalam	 penelitian	 ini	 berasal	 dari	
rearing	telur	Ae. aegypti. Telur	nyamuk	didapat‐
kan	dari	Loka	Litbang	P2B2	Ciamis,	 Jawa	Barat.	
Nyamuk	 dewasa	 umur	 3	 hari	 diberi	 makan	
glukosa	 10%,	 dan	 dipuasakan	 selama	 4‐17	 jam	
sebelum	dilakukan	pemberian	pakan	darah.	

	
Artificial Blood Feeding Membran Parafilm-M 
 

Nyamuk	dipindahkan	dari	kandang	ke	dalam	
gelas	karton	dan	dipuasakan	dari	larutan	glukosa	
dengan	 waktu	 yang	 berbeda	 antara	 4‐17	 jam	
sebelum	diberi	pakan	darah.	Conical tube 50	ml	
disiapkan	 dan	 tutup	 tube dilubangi.	 Kemudian	
glycerol	100	%	dimasukan	ke	dalam	conical tube 
dan	 dipanaskan	 dalam	 water bath selama	 satu	
jam	 dengan	 suhu	 55oC.	 Campuran	 darah	 dan	
virus	dibuat	dengan	konsentrasi	virus	10	%	yaitu	
sebanyak	1350	µl	darah	dicampur	dengan	150	µl	
virus	 dengue.	 Campuan	 darah	 dan	 virus	
diletakan	 dalam	tube dan	 disimpan	 dalam	 suhu	
37oC	 selama	 5‐10	 menit.	 Kemudian	 parafilm‐M	
disiapkan	dengan	menggosokan	ke	kulit	manusia	
dan	 direkatkan	 pada	 bagian	 luar	 tutup	 conical 
tube yang	 telah	 dilubangi.	 Campuran	darah	 dan	
virus	 diletakkan	 di	 bagian	 dalam	 tutup	 conical 
tube yang	 telah	 direkatkan	 dengan	 membran	
parafilm‐M	 (Gambar	 1).	 Kemudian	 conical tube 
yang	 sudah	 berisi	 darah	 dan	 glycerol	 100%	
diletakkan	di	atas	cup	yang	berisi	nyamuk,	sesuai	
dengan	 metode	 yang	 sebelumnya	 sudah	
dipublikasikan10. Feeding dilakukan	 selama	 3	
jam.	 Nyamuk	 fed dipisahkan	 dan	 dipelihara	
selama	3‐7	hari.		

 
Ekstrasi RNA 

	
Ekstraksi	 RNA	 dari	 nyamuk	 dilakukan	

menggunakan	 kit	 QIAmp	 Viral	 RNA	 kit	 dari	
Qiagen.	Nyamuk	dimasukkan	ke	dalam	tube	yang	
berisi	ceramic beads dan	400	µl	PBS+FBS	media,	
kemudian	 dimasukkan	 ke	 dalam	 Magna Lyser 
dengan	kecepatan	6.000	rpm	selama	2	x	90	detik	
kemudian,	 disentrifuge	 lagi	 dengan	 kecepatan	
13.000	 rpm	 (16200	 g)	 selama	 5	 menit. Lysate 
yang	dihasilkan	 dimasukan	 sebanyak	 140	 µl	 ke	
dalam	 tabung	 mikrosetrifuga	1,5	ml	yang	berisi	
560	 µl	 buffer	 AVL,	 5,6	 µl	 carrier RNA	 dan	 5	 µl	
RNA	internal control.	Sisa	lysate yang	dihasilkan,	
disimpan	 dalam	 mikrosentrifuga	 pada	 suhu	 ‐

80oC.	 Kemudian	 dihomogenkan	 dengan	
menggunakan	 vortex	 selama	 15	 detik	 dan	
inkubasi	 dalam	 suhu	 ruang	 selama	 10	 menit.	
Disentrifuge	 selama	 lima	 detik	 untuk	
menghilangkan	 tetesan	 di	 dalam	 tutup	 tabung	
mikrosentrifuga.	 Kemudian	 ditambahkan	
ethanol	 90%	 sebanyak	 560	 µl	 dan	
dihomogenkan	 dengan	 menggunakan	 vortex	
selama	15	detik.	Kemudian			630	µl	larutan	yang			
dihasilkan			pada			tahap	sebelumnya	dimasukkan	
ke	 dalam	 QIAamp	 Mini	 Spin	 Column	 pada 
collection tube ukuran	 2	 ml	 dan	 disentrifuge	
dengan	kecepatan	8.000	rpm	(6200	g)	selama	1	
menit.	 Pindahkan	 QIAamp	 Mini	 Spin	 Column	
pada collection tube 2	 ml	 yang	baru	 dan	 buang	
collection tube yang	 berisi	 filtrat.	 Tahap	 ini	
diulang	 sebanyak	 dua	 kali.	 Selanjutnya	
ditambahkan	 500	 µl	 buffer	 AW1	 dan	
disentrifuge	dengan	kecepatan	8.000	rpm	(6200	
g)	selama		1		menit.	Pindahkan	QIAamp	Mini	Spin	
Column	 	 pada	 collection tube ukuran	 2	 ml	 yang	
baru	dan	buang	collection tube yang	berisi	filtrat.	
Selanjutnya	 ditambahkan	50	µl	buffer	 AVE	dan	
diinkubasi	 pada	 suhu	 ruang	 selama	 1	 menit.	
Kemudian	disentrifuge	 dengan	 kecepatan	 8.000	
rpm	 (6200	 g)	 selama	 1	 menit.	 RNA	 disimpan	
pada	suhu	‐8oC.			

	
Deteksi Virus Dengue dengan Simplexa Real 
Time RT-PCR 
 

Simplexa Dengue RT-PCR kit (Focus	
Diagnostics) digunakan	 untuk	 mendeteksi	
infeksi	 DENV	 pada	 nyamuk.	 Reaction mix 
disiapkan	 sesuai	 dengan	 jumlah	 reaksi	 yang	
dibutuhkan.	Sebanyak	40	µl	HS	Master	Mix	(DNA	
polymerase,	 buffer,	 dan	 dNTPs),	 5	 µl	 Simplexa	
Dengue	 1&4	 Primer	 Mix	 dan	 5	 µl	 Reverse 
Transcriptase dicampurkan	 ke	 dalam	 tabung	
mikrosentrifuga. Setiap	 reaction mix 
dihomogenkan	 dengan	 pipetting 8‐10	 kali	
secara	 perlahan.	Kemudian	sentrifuge	selama	5	
detik	 untuk	 menghilangkan	 tetesan	 di	 dalam	
tutup	tabung.	Setiap	reaction mix dimasukan	ke	
dalam well pada	 universal disc.	 Reaction mix 
Dengue	 1&4	 dimasukkan	 terlebih	 dahulu	 ke	
dalam	 well pada universal disc. Selanjutnya	pada	
spoke yang	 baru	 dimasukkan	 reaction mix	
Dengue	 2&3	 ke	 dalam	 well pada	 universal disc.	
Volume	reaction mix yang	dimasukkan	ke	setiap	
well adalah	5	µl. Well A	pada	spoke 1	dimasukan 
molecular control sebagai	 positive control.	
Kemudian	 RNA	 sampel	 dimasukkan	 ke	 dalam	
well selanjutnya. Well terakhir	 pada	 spoke   
terakhir	 dimasukkan	 	 	 non-template   control   
sebagai negative control. Disc	 ditutup	 dengan	
Universal Disc Cover Tape. Kemudian	 Universal 
Disc dimasukkan	ke	 dalam	 thermal cycle. Hasil	
dianalisis	 dengan	 menggunakan	 software	
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bawaan	mesin	3M.	 Gen	target	amplifikasi	 untuk	
DENV‐1	 yaitu	 gen	 NS5,	 DENV‐2	 gen	 NS3,	
DENV‐3	 gen	 NS5	dan	untuk	DENV‐4	gen	capsid.		

	
HASIL  
 

Pada	penelitian	ini,	dilakukan	beberapa	kali	
artificial feeding	menggunakan	parafilm	sebagai	
membrane.	 Dari	 seluruh	 eksperimen,	 total	
jumlah	 nyamuk	 yang	mengisap	 darah	 sebanyak	
24	ekor	dari	69	ekor	sampel	nyamuk.	Prevalensi	
nyamuk	 yang	 mengisap	 darah	 dari	 seluruh	
sampel	 nyamuk	 yaitu	 34,78	 %.	 Prevalensi	
tertinggi	 nyamuk	 yang	 mengisap	 darah	 pada	
setiap	pemberian	pakan	darah	mencapai	66,67%	
pada	pemberian	pakan	 ke	 3	 dengan	 lama	 puasa	
17	jam	dan	prevalensi	terendah	yaitu	10%	pada	

pemberian	pakan	ke	1	dengan	lama	puasa	7	jam.	
Data	 prevalensi	 nyamuk	 yang	 kenyang	 darah 
selengkapnya	 dapat	 dilihat	 pada	Tabel	 1.	 	

Setelah	 nyamuk	 kenyang	 darah,	 dilakukan	
pemeliharaan	nyamuk	selama	7	hari.	Kemudian	
untuk	 mengetahui	 apakah	 infeksi	 DENV‐1	
berhasil	dilakukan	dan	virus	bisa	berkembang	di	
tubuh	nyamuk,	 dilakukan	pemeriksaan	RT‐PCR	
untuk	 mendeteksi	 keberadaan	 virus.	 Hasil	 RT‐
PCR	 menunjukkan	 prevalensi	 nyamuk	 kenyang	
darah yang	 terinfeksi	 virus	 dengue	 mencapai	
20,83%	dari	jumlah	total	nyamuk	kenyang	darah 
24	ekor	dan	jumlah	nyamuk	kenyang	darah yang	
positif	terinfeksi	 DENV	sebanyak	 5	 ekor	 yaitu	
pada	 nyamuk	 Ae. aegypti 1,	 2,	 13,	 18,	 dan	 19	
(Tabel	 	2).	

	
Tabel 1. Prevalensi	Nyamuk	Ae. aegypti yang	kenyang	darah 

Pemberian	
Pakan	

Darah	ke	

Lama	
Puasa	
(Jam)		

Jumlah	
Nyamuk	

Jumlah	
Nyamuk	Fed							

	

Persentase	
(%)	yang	

feed	

Waktu	
Pemberian	

Darah	
1	 7	 10	 1	 10	 13:30	WIB	
2	 4	 9	 4	 44,44	 10:00	WIB	
3	 17	 12	 8	 66,67	 10:00	WIB	
4	 17	 10	 5	 50	 10:00	WIB	
5	 5	 9	 1	 11,11	 12:30	WIB	
6	 16	 10	 3	 30	 11:00	WIB	
7	 16	 9	 2	 22,22	 11:00	WIB	

Total	 	 69	 24	 34,78		 	

	
Tabel 2.	Deteksi	Virus	Dengue	Pada	Nyamuk	yang	kenyang	darah 

No	 Nyamuk	 Nilai	Ct	(cycle	
treshhold)	

Jenis	Curva	 Positif	 Negatif	

1	 Ae. aegypti 1	 31,1	 Valid	 √	 	
2	 Ae. aegypti 2	 32,3	 Valid	 √	 	
3	 Ae. aegypti 3	 0	 Tidak	 	 √	
4	 Ae. aegypti 4	 0	 Tidak	 	 √	
5	 Ae. aegypti 5	 0	 Tidak	 	 √	
6	 Ae. aegypti 6	 0	 Tidak	 	 √	
7	 Ae. aegypti 7	 0	 Tidak	 	 √	
8	 Ae. aegypti 8	 0	 Tidak	 	 √	
9	 Ae. aegypti 9	 0	 Tidak	 	 √	

10	 Ae. aegypti 10	 0	 Tidak	 	 √	
11	 Ae. aegypti 11	 0	 Tidak	 	 √	
12	 Ae. aegypti 12	 0	 Tidak	 	 √	
13	 Ae. aegypti 13	 33,1	 Valid	 √	 	
14	 Ae. aegypti 14	 0	 Tidak	 	 √	
15	 Ae. aegypti 15 0	 Tidak	 	 √	
16	 Ae. aegypti 16 0	 Tidak	 	 √	
17	 Ae. aegypti 17 0	 Tidak	 	 √	
18	 Ae. aegypti 18 33	 Valid	 √	 	
19	 Ae. aegypti 19 32,6	 Valid	 √	 	
20	 Ae. aegypti 20 0	 Tidak	 	 √	
21	 Ae. aegypti 21 0	 Tidak	 	 √	
22	 Ae. aegypti 22 0	 Tidak	 	 √	
23	 Ae. aegypti 23 0	 Tidak	 	 √	
24	 Ae. aegypti 24 0	 Tidak	 	 √	

Total 	 	 	 5	 19	
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PEMBAHASAN 
	
Tabel	 1	 menunjukkan	 bahwa	 keberhasilan	

nyamuk	 mengisap	 darah	 melalui	 artificial blood 
feeding	 membran parafilm-M sejumlah	 34,78%.	
Data	tersebut	menunjukkan	bahwa	artificial blood 
feeding dengan	 membran	 parafilm‐M dapat	
digunakan	 untuk	 pemberian	 pakan	 darah	 pada	
nyamuk	yang	dikembangbiakkan	di	laboratorium	
sebagai	 pengganti	 hewan	 hidup	 bila	 melakukan	
penelitian	menggunakan	infeksi	mikroorganisme	
seperti	 virus	 atau	 bakteri.	 Namun	 untuk	
meningkatkan	 jumlah	 nyamuk	 yang	 mengisap	
darah	 perlu	 memperhatikan	 berbagai	 hal,	
diantaranya	 nyamuk	 perlu	 dipuasakan	 dengan	
jangka	 waktu	 tertentu,	 ketika	 hewan	 merasa	
lapar,	penurunan	kadar	insulin	dalam	tubuh	akan	
mendorong	hewan	untuk	lebih	aktif	mencari	dan	
mendapatkan	makanan.14		

Lama	 puasa	 mempengaruhi	 nyamuk	 untuk	
mengisap	 darah	 karena	 kondisi	 nyamuk	 yang	
lapar	 dan	 kekurangan	 nutrisi	 menyebabkan	
nyamuk	cenderung	 lebih	tertarik	dengan		pakan		
darah		yang	 disediakan.		Pada	 masa	 puasa	paling	
lama	 yaitu	 17	 jam,	 positivitas	 nyamuk	 yang	
kenyang	darah mencapai	66,67%		dan		50%.		Pada	
masa	 puasa	nyamuk	paling	pendek	yaitu	4	jam,	
positivitas	nyamuk	yang	kenyang	darah mencapai	
44,44%.	 Meskipun	 masa	 puasa	 nyamuk	 paling	
pendek,	 blood feeding rate lebih	 tinggi	
dibandingkan	dengan	positivitas	pada	pemberian	
pakan	lain	 yang	masa	puasanya	lebih	 lama	 yaitu	
pemberian	 makan	ke	1,	5,	6,	dan	7.	Hal	ini	dapat	
disebabkan	 oleh	 faktor	 lain	 yaitu	 waktu	
pemberian	pakan	darah.		

Waktu	 pemberian	 pakan	 darah	 juga	
mempengaruhi	 nyamuk	 dalam	 mengisap	 darah.		
Nyamuk	 betina	 aktif	 mengisap	 darah	 pada	 pagi	
hari	 jam	 08.00‐12.00	 dan	 mencapai	 puncak	
aktivitas	 pada	 jam	 09.00‐10.00	 serta	 pada	 sore	
hari	 jam	 15.00‐18.00	 dan	 mencapai	 puncak	
aktivitas	pada	jam	17.00‐18.00.15	Pada	pemberian	
pakan	 darah	 ke	 2	 dilakukan	 pada	 jam	 10.00,	
ketika	 nyamuk	 sedang	 aktif	 mencari	 makan.	
Begitu	juga	pada	pemberian	pakan	darah	ke	3	dan	
4	 dilakukan	 pada	 jam	 10.00,	 menghasilkan	
positivitas	 lebih	 tinggi	 (44,44%,	 50%,	 dan	
66,6%),	 Pada	 pemberian	 darah	 pukul	 11.00	
menghasilkan	 positivitas	 lebih	 rendah	
dibandingkan	pemberian	pukul	10.00	yaitu	30	%	
dan	 22,	 %,	 namun	 lebih	 tinggi	 dibandingkan	
pemberian	 pakan	 darah	 pukul	 12.00	 lebih.	
Pemberian	pakan	darah	yang	memiliki	positivitas	
nyamuk	 yang	 mengisap	 darah	 paling	 rendah,	
yaitu	 pada	 pemberian	 pakan	 darah	 ke	 1	 dan	 5	
dilakukan	 pada	 jam	 13.00	 dan	 12.30	 hanya	
menghasilkan	10	%	dan	11,11%,	waktu	tersebut	
merupakan	 nyamuk	 dalam	 fase	 istirahat,	
sebagaimana	 pernyataan16,	 yang	 menyatakan	

bahwa	masa	istirahat	Ae. aegypti yaitu	 pada	jam	
13.00‐14.00.	Hasil	tersebut	menunjukkan	bahwa	
waktu	pemberian	pakan	darah	lebih	menentukan	
positivitas	nyamuk	mengisap	darah	dibandingkan	
masa	puasa.		

Faktor	 lain	 yang	 dapat	 mempengaruhi	
nyamuk	 dalam	 mengisap	 darah	 yaitu	 atraktan	
yang	 menempel	 pada	 membran	 parafilm‐M.	
Atraktan	 pada	 kulit	 akan	 menempel	 	 	 pada			
membran	 	 	 parafilm‐M	 	 	 ketika	 	 	 digosokan	 	 	 ke			
kulit.	 	 	 Membran	 parafilm‐M	 yang	 akan	
dipergunakan	 untuk	 artificial blood feeding, 
digosokan	 ke	 kulit	 yang	 berkeringat.	 Keringat	
pada	kulit	akan	membantu	penempelan	atraktan	
pada	 parafilm‐M.	 Saat	 kulit	 berkeringat,	
mikroorganisme	 yang	 hidup	 alami	 pada	 kulit	
manusia	 menghasilkan	 senyawa	 kimia	 yang	
membantu	 nyamuk	 dalam	 mencari	 inang	 untuk	
mengisap	 darah.	 Salah	 satu	 atraktan	 yang	
dihasilkan	yaitu	asam	laktat.17	

Prevalensi	 nyamuk	 kenyang	 darah yang	
terinfeksi	 virus	 dengue	 mencapai	 20,83%	 dari	
jumlah	total	nyamuk	kenyang	darah 24	ekor	dan	
jumlah	 nyamuk	 kenyang	 darah yang	 positif	
terinfeksi	 virus	 dengue	 5	 ekor	 yaitu	 pada	
nyamuk	 Ae.aegypti 1,	 2,	 13,	 18,	 dan	 19.	 Hasil	
positif	 deteksi	 virus	 dengue	 menggunakan	 real 
time RT‐PCR,	ditentukan	oleh	nilai	Ct	lebih	dari	0	
dan	kurang	dari	40	serta	 jenis	kurva	merupakan	
kurva	 amplifikasi	 yang	 valid.	 Data	 selengkapnya	
dapat	 dilihat	 pada	 Tabel	 2.	 Pada	 kelima	 ekor	
nyamuk	 yang	 positif	 terinfeksi	 virus	 dengue,	
memiliki	nilai	Ct	lebih	dari	30.	Nilai	Ct	yang	tinggi	
menunjukan	 titer	 virus	 dengue	 yang	 rendah,	
sebaliknya	nilai	Ct	yang	rendah	menunjukan	titer	
virus	 dengue	 yang	 tinggi.	 Hasil	 penelitian	
sebelumnya	tentang	efikasi	sumber	makanan	darah	
dan	 metode	 artificial blood feeding	 dalam	 rearing	
Ae. aegypti menunjukkan	 bahwa	 tabung	 konikal	
konvensional,	 glycerol,	 dan	 Parafilm‐M	
direkomendasikan	 sebagai	 Teknik	 membran	
feeding yang	 efektif	 dan	 murah.10	 Penelitian	

berikutnya	 tentang	 deteksi transmisi	 horizontal	
virus	dengue	pada	nyamuk	wild	Ae. aegypti	di	kota	
di	Manado	menghasilkan	5	sampel	positif	dari	41	
sampel	 yang	 diamati	 dengan	 uji	
imunohistokimia.18	 Namun	 deteksi	 DNA	 dan	
serotipe	 virus	 dengue	 dilakukan	 dengan	 teknik	
RT‐PCR	 di	 Bogor	 dengan	 sampel	 sejumlah	 100,	
tidak	terdeteksi	pada	sampel	nyamuk.19	

Infeksi	 DENV	 pada	 nyamuk	dipengaruhi	oleh	
sistem	 imun	 yang	 dimiliki	 oleh	 nyamuk	 dalam		
melawan		DENV	dan	respon	imun	setiap	nyamuk	
dalam	melawan	virus	berbeda	setiap	individunya.	
Virus	masuk	bersama	dengan	darah	yang	dihisap	
kemudian	akan	masuk	dan	menginfeksi	sel	epitel	
pada	 midgut.	 Pada	 midgut virus	 akan	 melewati	
peritrophic matrix sebagai	 pertahanan	 fisik	
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nyamuk.	 Kemudian	 virus	 akan	 tersebar	 ke	
seluruh	 tubuh	 melalui	 hemolymph.	 Virus	 akan	
melewati	 sistem	 imun	 selular	seperti	 fagositosis	
oleh	 hemosit	 dan	 sistem	 imun	 humoral	 dengan	
penghambatan	 replikasi	 virus	 oleh	 peptida	
antimiroba.	 Virus	 menyebar	 melalui	 hemolymph 
kemudian	akan	menginfeksi	 bagian	 lain	 seperti	
fat body,	 kepala	 dan	 kelenjar	 ludah.20	 Deteksi	
DENV	 pada	 Ae.  aegypti bisa	 dilakukan	 ketika	
DENV	 sudah	 berkembangbiak	 dalam	 tubuh	
nyamuk	 sehingga	 jumlah	 virus	 yang	 ada	 cukup	
tinggi	 untuk	 bisa	 dideteksi,	 terutama	
menggunakan	metode	RT‐PCR.	Dalam	 penelitian	
ini,	nyamuk	yang	terinfeksi	DENV	secara	artificial	
bisa	dideteksi	keberadaan	virusnya	setelah	7	hari	
pemeliharaan.	

Keuntungan	 utama	 dari	 penggunaan	
membrane	 parafilm	 dan	 tabung	 conical	 plastic	
seperti	 pada	 penelitian	 ini	 di	 antaranya	
kemudahan	 untuk	 membuat	 blood feeder	 tsb,	
dibandingkan	 dengan	 penggunaan	 glass feeder	
atau	teknologi	yang	lebih	canggih	yakni	Hemotek	
yang	 terkadang	 sulit	 didapatkan	 dan	 mahal	
harganya.	 Diharapkan	 penelitian	 ini	 dapat	
memberikan	alternatif	metode	blood feeding	yang	
sederhana	dan	dapat	digunakan	di	Indonesia.	

	
KESIMPULAN 

 
Blood feeding	nyamuk	menggunakan	parafilm	

dan	 tabung	 conical	 terbukti	 dapat	 diaplikasikan	
untuk	 pemberian	 pakan	 darah	 nyamuk	 di	
Indonesia	 dan	 juga	 	 dapat	 	 digunakan	 	 sebagai		
cara	 	 untuk	 menginfeksikan	 	 virus	 	 dengue	 	 ke	
nyamuk.	Positivitas		 nyamuk		 Ae.  aegypti  yang		
mengisap	 	 darah	 	 yaitu	 34,78	 %.	 Positivitas	
nyamuk	 Ae. aegypti yang	 mengisap	 darah	pada	
setiap	 pemberian	 pakan	 darah	 paling	 tinggi	
mencapai	 66,67%	 dengan	 lama	 puasa	 17	 jam.	
Sedang	 posiivitas	 nyamuk	 kenyang	 darah yang	
terinfeksi	 virus	 dengue	 yaitu	 20,83%.	
Keberhasilan	 artificial blood feeding membran	
Parafilm‐M	 ditentukan	 oleh	 waktu	 pemberian	
pakan,	lama	puasa,	dan	atraktan	dari	manusia.		
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