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Eliminasi Endosymbiont Wolbachia sp Pada Nyamuk Aedes
albopictus Dengan Antibiotik Tetracycline

Elimination Endosymbiont Wolbachia sp on Aedes albopictus With An Antibiotic
Tetracycline

ABSTRAK
Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) ialah penyakit yang disebabkan oleh V|rus dengue yang runet
sepan}aﬁg—tahun—l;emam—be#daah—dltularkan oleh nyamuk Aedes aegypti

. Telah diketahui bahwa Ae.aegypti tidak terinfeksi oleh endosymblont
Wolbachia sedang Ae.albopictus terlnfeksn oleh endosimbiont Wolbachia secara alami/| Wolbachia diketahui

susceptible terhadap antibiotik, untuk membuktikan hal tersebut, dilakukan penelitian mengeliminasi Wolbachia
dengan antibiotik pada Ae. albopictus\. Tujuan penelitian mengetahui tereliminasinya Wolbachia dari nyamuk Ae.

albopictus. [Metode penelitian yang digunakan survei dengan memasang ovitrap di luar rumah, kemudian telur
ditetaskan di laboratorium dalam baki/tray yang berisi air dan diberi pakan pellet, air diganti setiap tiga hari, larva
akan tumbuh menjadi pupa, pupa dimasukkan dalam gelas plastik yang diberi air dan dipindah ke dalam kandang
nyamuk, kemudian menetas menjadi dewasa. Nyamuk diberi makan gula yang telah diberi tetrasiklin 0,25 mg/ml
setiap dua hari sekali, sedang pakan darah menggunakan umpan mencit (Mus musculus) empat hari sekali. Deteksi
keberadaan endosymbiont Wolbachia pada nyamuk yang diberi tetrasiklin dari generasi 1 sampai 3 dengan teknik
molekuler/PCR menggunakan primer spesifik Wsp. Hasil penelitian menunjukkan bahwa nyamuk generasi 1-3

masih terinfeksi Wolbachia. Kesimpulan, bahwa dosis antibiotik yang dipakai belum dapat mengeliminasi
Wolbachia dari nyamuk Ae.albopictus

Kata kunci : Aedes albopictus, Wolbachia, Virus dengue, tetrasiklin

ABSTRACT

Dengue fever is a disease caused by dengue virus, dengue virus is endemic that appeared throughout the
year. Dengue fever transmitted by Aedes aegypti as primary vector and Ae. Albopictus as a secondary vector. Has
been reported that Ae. aegypti noninfected by Wolbachia endosymbiont, while Ae. albopictus infected naturally.
Endosymbiont was known susceptible to antibiotics. Therefore, research has been done to eliminate Wolbachia
from Ae. albopictus by antibiotic tetracycline. Aim to know Ae. albopictus free from Wolbachia by tetracycline.
Research methods used survey, by placing ovitraps at outdoors then eggs were maintained in the laboratory, by
placing in the tray contains water, after hatching larvae were feed by pellet, water be replaced every three days,
larvae will develop to pupae and pupae were taken and place them to plastic glasses contain water, place to the
cages allow them hatch to adult mosquitoes. Adults were feed by sugar solution mix to tetracycline 0.25mg/ml
every two days. To produce eggs, adult mosquitoes were feed by Mus musculus blood every four days. Detection
of Wolbachia treated tetracycline generation 1 to 3 by using molecular technique/PCR used specific primer for
Wolbachia. Result shows, that generation 1 to 3 of Ae. albopictus still harbor Wolbachia. Conclusion, that the
dose used have not been able to eliminate Wolbachia from Ae. albopictus.

Key words: Aedes albopictus, Wolbachia, Virus dengue, tetracycline
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PENDAHULUAN |

diketahui, ternyata bakteri ini tidak hanya
menginfeksi nyamuk Culex, tetapi juga
menginfeksi insekta dan arthropoda lainnya.

Penyakit Demam Berdarah Dengue
(DBD) atau Dengue Hemorrhagic Fever (DHF)
ialah penyakit yang disebabkan oleh virus
dengue.! Demam Berdarah Dengue bersifat
endemis di semua propinsi di Indonesia dan
timbul sepanjang tahun. Kasus demarm-berdarah

dengue{(DBD) di Indonesia sepanjang tahun

Sampai saat ini diketahui bahwa kurang lebih
ada 20%-60% dari seluruh insekta terinfeksi
oleh  Wolbachia 41516 Diantaranya
menginfeksi Aedes albopictus 57416 Ae,
albopictus  diidentifikasi dan dikenalkan
pertama oleh Skuse tahun 1894 718 termasuk
sub genus Stegomyia dan merupakan spesies

2020 mencapai 95.893, jumlah—erang—yang
mempunyai-gejata [(CFR) mencapai angka 661

penting selain Ae. aegypty diantara 16 spesies
lainnya yang ada dalam sub genus tersebut.’

orang. Jumlah kasus terbanyak terdapat di
Buleleng 3.313 orang, Badung 2.547 orang,
Kota Bandung 2.363, Sikka 1.786, dan Gianyar
1.7172. Faktor yang dianggap menyebabkan
melonjaknya kasus dan meluasnya persebaran
penyakit tersebut, ialah adanya tempat untuk
breeding place nyamuk yang selalu tersedia dan
faktor cuaca.

Mrorfologis | mirip dengan Ae. aegypty,

namun dapat dibedakan dengan adanya strip
putih di bagian scutum.'®!¥% Scutum Ae.

Nyamuk Ae.albopictus  diketahui |

aegypty berwarna hitam dengan dua garis putih

[mengandung endosymbiont Wolbachia sp
secara—alami  sedang  Ae.aegypti  tidak

sejajar di bagian dorsal tengah yang diapit oleh
dua garis lengkung berwarna putih, sedangkan

mengandung—endosymbiont—tersebut 345678
Berdasartaporan Hhasil penelitian bahwa Ae.

scutum Ae. albopictus, hanya berisi satu garis

putih tebal di bagian dorsalnya. [Distribusi-Ae.

aegypti yang tidak terinfeksi oleh Wolbachia
berperan sebagai primary vector dan Ae.
albopictus yang secara alami terinfeksi oleh
Wolbachia hanya menjadi secondary primary
bagi penularan penyakit DBD. Diketahui bahwa
Wolbachia berperan dalam  menghambat
penularan virus dengue °%11213 Wholbachia
adalah fintracellular bacteria yang menginfeksi

chesiciemnperl s donn noopno Bani o

dan—\Vietnam{ Di Indonesia, penyebaran Ae.

albopictus ditemui di semua pulau, seperti

organ reproduksi dari berbagai macam
arthropoda, serta ditularkan secara vertikeal
(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 bakteria tersebut Wolbachia pipientis,
sebagai penghargaan atas kerjasamanya dengan
Wolbach®.  Penelitian-penelitian  berikutnya

Sumatera, Jawa, Kalimantan, Nusa Tenggara,
Sulawesi, Maluku, dan Irian Jaya.2%222324
Wolbachia  diketahui  sensitif  terhadap
antibiotik, diantaranya tetrasiklin?>26.27:26:28,
Penelitian yang dilakukan untuk membuktikan
bahwa antibiotik tetrasiklin dapat
mengeliminasi Wolbachia pada Ae. albopictus.
Selanjutnya bila diperoleh Ae. albopictus bebas
Wolbachia, dapat digunakan untuk riset
lanjutan apakah Ae. albopictus masih sebagai

dilakukan serta manfaatnya eliminasi wolbachia pada
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dan terinfeksi Wolbachia.

IMETODE

secondary vector atau berubah menjadi menjadi-larva-yang-diberi-makan-dengan-pellet:
susceptible dengan cara jmendedahkan| virus Setelah-menjadi-pupa-diambil dari-tray dengan (ce ted [16]: 22722 )
dengue ke Ae. albopictus yang tidak terinfeksi phedan—dimasuidante—gelas—plastil—ang
air—gula—yang—mengandung—tetrasikhn Cc ted [17]: Apakah bukan eksperimental .....survei
Metode penelitian yang digunakan 0-25mglml—serta—pemberian—darah—dengan | hanya untuk pengambilan sampel jentik kan....jelaskan
survei, dengan teknik pengambilan sampel k:lmp&n—Mu&—mu%u%—seﬂap—eﬁmat—haH—sekah . populasi sampel seta sampling yang diambil
secara random, pengambilan sampel di daerah supaya—yang—betina—dapatbertelur—dan—telur ( commented [20}: Sudzh ada di metode )
Ciamis, penelitian dilakukan pada bulan Januari ditetaskan—di—rearing—kembal—sampai
sampai Juni. Telur Ae. albopictus didapat mendapatian—kettrunan—beridinya—berlanjdt
dengan memasang perangkap telur/ovitrap SRR CRoEe e e L o Cotian conornal
sejumlah 2 buah/rumah di luar rumah sejumlah dar-pertama-sampai-generasi-ke-tiga-dilalkukan
25 rumah, kemudian telur yang didapat uji-PCR] Hasil pengamatan di awal rearing [r. ted [21]: Sh ada di metode ]
ditetaskan di laboratorium dalam baki/tray yang tidak menghasilkan banyak keturunan, hanya
berisi air. dan diberi pakan pellet, air diganti puluhan telur yang dihasilkan.
setiap tiga hari, larva akan tumbuh menjadi Hasil uji PCR terhadap endosymbiont
pupa, pupa dimasukkan dalam gelas plastik Wolbachia dari nyamuk sebelum diberi
yang diberi air dan dipindah ke dalam kandang antibiotik  tetrasiklin  menunjukkan semua
nyamuk, akan menetas menjadi dewasa. sampel (20) yang di uji positif Wolbachia yang
INyamuk diberi makan gula yang telah diberi ditunjukkan adanya band pada setiap sampel. {r ted [18]: Berapa jumlah nyamuk yg diberi }
tetrasiklin 0,25 mg/ml setiap dua hari sekali, perlakuan dengan penanmbahan tetrasiklin pada air gula

sedang pakan darah diberi umpan mencit (Mus
musculus) empat hari  sekali. Deteksi
keberadaan endosymbiont Wolbachia dengan
teknik molecular/PCR menggunakan primer
specifik, urutan kerja dimulai dari ekstraksi
DNA, PCR, gel elektroforesis, dan visualisasi.
Ekstraksi DNA Wolbachia dengan
menggunakan protocol DNeasy tissue kit
(Qiagen). PCR dari DNA Wolbachia, menggunakan
primer spesifik Wsp forward primer w81F: 5'-TGG
TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC-3' dan
reverse primer w691R: 5-AAA AAT TAA ACG
CTA CTC CA-3' panjangnya 610 bp. Siklus
temperature pada mesin PCR dimulai dengan
denaturasi dengan 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
temperature akhir 4°C. Elektroforesis di running
dalam 1% agarose gel, dengan 130V selama 1 jam
pada temperatur ruang. Visualisasi gel difoto dengan
menggunakan sinar elektroforesis untuk melihat pita
yang sesuai dengan panjang primer yang digunakan.

HASIL
. .

apakah ada kontrolnya?
M123456789 10111213141
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nyamuk Ae. albopictus No. 17 — 20 yang tidak
diberi tetrasiklin |
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[Hasil menunjukkan bahwa Ae. albopictus
yang diambil dari Ciamis positif Wolbachia,
menunjukkan bahwa endosymbiont Wolbachia
tersebar luas di dunia, termasuk di Jawa Barat.
Ae.albopictus terinfeksi Wolbachia, hasil ini
sesuai dengan |peneliti terdahulu bahwa

darah dan jumlah telur yang dikeluarkan juga
hanya kurang lebih 10-15 butir telur. Hal ini
karena pemberian darah frekuensinya hanya 4
hari sekali, kurang cukup untuk segera
mematangkan dan menghasilkan telur. Sesuai
hasil penelitian®®31-%23% yang menyatakan bahwa
frekuensi  penghisapan darah berpengaruh

Ae.albopictus secara alami terinfeksi oleh
Wolbachia sedang Ae. aegypti secara alami
tidak terinfeksi oleh Wolbachia®. O’neill
menyatakan ~ bahwa  Wolbachia  dapat
menghambat penularan virus dengue®. Dengan

terhadap fertilitas telur. Nyamuk dewasa yang
sudah bertelur pada generasi F 1, F2, dan F 3
dianalisis dengan uji PCR untuk mengetahui
tereliminasinya endosymbiont Wolbachia.
Hasil uji PCR dari generasi pertama

adanya infeksi Wolbachia, maka Ae.albopictus
peranannya hanya sebagai secondary vector
untuk virus dengue, dan Ae. aegypti yang tidak
terinfeksi Wolbachia menjadi primary vector
untuk virus dengue®. Riset selanjutnya bila Ae.
albopictus telah negatif Wolbachia dapat
didedahkan oleh  virus dengue untuk
membuktikan  bahwa  Wolbachia  dapat
menghambat perkembang biakan virus serta
menghambat penularan virus dengue.

Hasil uji PCR dari generasi pertama
sampai  ketiga setelah diberi antibiotik
tetrasiklin dosis 0.25mg/ml untuk
mengeliminasi wolbachia pada Ae. albopictus
menunjukkan dari generasi 1 sampai 3 (F1-F3)
masih terinfeksi oleh Wolbachia.

TV 21 22 23 24 25 GONNSZNSENEENSSE

eeveowcseeocceve

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 electrophoresis Wolbachia gene
dari nyamuk generasi F1-F3 setelah pemberian

tetrasiklin dengan dosis 0.25 mg/ml.

PEMBAHASAN

sampai  ketiga setelah diberi antibiotik
tetrasiklin ~ dosis 025 mg/ml  untuk
mengeliminasi wolbachia pada A. albopictus
menunjukkan bahwa generasi F1-F3 masih
terinfeksi oleh Wolbachia. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa dosis yang digunakan
belum dapat mengeliminasi Wolbachia yang
menginfeksi Ae. albopictus. Diperlukan dosis
yang lebih tinggi. Hasil penelitian berbeda
dengan penelitian sebelumnya terhadap lalat
Drosophila melanogaster, dimana dengan dosis
yang sama telah menghilangkan endosymbiont
yang ada di tubuhnya.* Perbedaan ini karena
lalat D. melanogaster dalam rearing tidak
diberi makanan lainnya selain media agar yang
telah diberi antibiotik, sehingga setiap makan
pasti makan makanan antibiotiknya. Sedangkan
untuk nyamuk, karena selain makanan gula
yang dicampur dengan antibiotik juga diberi
makan darah M.musculus, supaya nyamuk
betina dapat bertelur. Berdasar variasi makanan
untuk nyamuk, dosis tetrasiklin yang diberikan
perlu ditingkatkan dan lebih lama pemberian
antibiotiknya. Gambar 2 menunjukkan gel
elektroforesis dari nyamuk yang masih positif
Wolbachia dengan adanya band/pita pada gel
agarose.

KESIMPULAN|

—
esimpulan yang diambil adalah bahwa

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Nyamuk lambat bertelur, melebihi dari 5 hari
setelah kawin atau 7 hari setelah pemberian

Dosis—yang-—digunakan-—(0.25mg/ml)-belum
mampu  mengeliminasi  Wolbachia dalam
nyamuk Ae. albopictus sampai generasi ke tiga
(F3).
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SARAN

Pemberian pakan darah dilakukan lebih
pendek dari empat hari dan dosis tetrasiklin
yang diberikan lebih tinggi dari yang digunakan
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