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ABSTRAK

Transmisi transovarial virus dengue merupakan fenomena penting yang menjadi penyebab bertahannya virus
dengue selama periode inter-epidemic di alam. Tujuan penelitian adalah menganalisis pengaruh lama
penyimpanan telur terhadap Transovarial Infection Rate (TIR) virus DEN-3 pada nyamuk Aedes aegypti. Jenis
penelitian laboratoris dengan rancangan penelitian eksperimental. Nyamuk Ae. aegypti diinfeksi virus DEN-3
secara per-oral dan dibiarkan untuk menjalani siklus gonotrofiknya. Telur kemudian disimpan pada suhu kamar
(25+3°C) dan kelembapan relatif 70£5% dengan variabel 0, 1, 2 dan 3 bulan. Telur ditetaskan kemudian
dilakukan rearing sampai menjadi nyamuk dewasa. Sampel nyamuk dewasa betina diambil dari koloni dengan
variabel 4, 8, 16 hari. Sampel dibuat preparat head squash dengan metode imunositokimia Streptavidin Biotin
Peroxidase Complex (SBPC) menggunakan antibodi monoklonal DSSE 10 dan dilakukan deteksi keberadaan
antigen virus. Transovarial infection rate diperoleh dengan menghitung prosentase jumlah sampel positif. Data
dianalisis dengan uji regresi linear. Hasil TIR pada sampel 4, 8, 16 hari diperoleh nilai terendah pada
penyimpanan 0 bulan (33,33%; 33,33%; 40,00%) dan tertinggi pada penyimpanan 2 bulan (76,67%; 66,67%;
76,67%). Uji menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p = 0,013) dengan nilai a = 0,05 dan nilai R2 = 0,476.
Lama penyimpanan telur berpengaruh terhadap TIR virus DEN-3 dengan kontribusi sebesar 47,6%.

Kata kunci: transovarial infection rate, lama penyimpanan telur, infeksi per-oral, virus DEN-3, Aedes aegypti

ABSTRACT

Transovarial transmission of dengue virus is important phenomenon causes dengue virus survival during inter-
epidemic period. The purpose of this study was to analyze effect of egg storage duration on DEN-3 virus
Transovarial Infection Rate (TIR) in Aedes aegypti mosquitoes. This was laboratory research with experimental
design. Ae. aegypti was infected with the DEN-3 virus per-orally and allowed to undergo its gonotrophic cycle.
Eggs stored at room temperature (25+3°C) and relative humidity (70+5%) for 0, 1, 2 and 3 months. Hatched
eggs then colonized until become adult mosquito. Sample was taken from colonies at 4, 8, 16 days old.
Headsquash of mosquitoes was preparedwith Streptavidin  Biotin Peroxidase Complex (SBPC)
immunocytochemical method using DSSE 10 monoclonal antibody and detected the presence virus antigen.
Transovarial infection rate was determined by counting percentage of positive samples. Data were analyzed by
linear regression test. Result of this study showed that in 4, 8, 16 samples showed lowest TIR on 0 month storage
(33,33%, 33,33%; 40,00%) and highest TIR observed on 2 month storage (76,67%; 66,67%, 76,67%). Statistical
test showed significantly different result (p = 0,013) with oo = 0,05 and R2 = 0,476. The duration of egg storage
effect on DEN-3 virus TIR in Ae. aegypti mosquito with 47.6% contribution.
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PENDAHULUAN Demam Berdarah Dengue (DBD) memiliki
Sejak pertama kali ditemukan di kecenderungan semakin meningkat dari tahun
Kota Surabaya tahun 1968, angka kejadian ke tahun. Persebaran virus dengue yang

143



awalnya hanya dua provinsi di tahun 1968,
di tahun 2015 sudah terdistribusi di seluruh
provinsi (34 provinsi) Indonesia.' Penyakit
DBD adalah penyakit yang disebabkan oleh
virus dengue yang tergolong Arthropod-Borne
Virus, genus Flavivirus, dan famili
Flaviviridae. Berdasarkan sifat
antigenisitasnya virus terdiri dari 4 serotipe
yaitu DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-42°
Nyamuk Aedes aegypti dikenal sebagai vektor
utama dan Ae. albopictus sebagai vektor
sekunder.* Kedua jenis nyamuk ini hampir
terdapat di seluruh wilayah Indonesia.

Virus  dengue mempertahankan
keberadaanya di alam melalui dua mekanisme
yaitu transmisi horizontal dan transmisi
vertikal (transovarial).>® Transmisi transovarial
adalah fenomena berpindahnya arbovirus dari
jantan dan betina yang terinfeksi kepada
keturunannya melalui ovarium saat oviposisi.’

Dinamika populasi nyamuk tersebut
dipengaruhi oleh faktor biotik (predator,
parasit dan makanan) dan abiotik (geografi,
suhu, curah hujan). Faktor lingkungan yang
paling kritis terhadap pra dewasa adalah
ketersediaan air dan suhu.®®

Dalam keadaan habitat hidupnya
kering semua pra dewasa akan mati, kecuali
telur masih dapat bertahan hidup. Telur Ae.
aegypti mampu bertahan terhadap kekeringan
selama 5 bulan pada suhu ruang dengan
presentase tetas telur yang menurun setiap
bulannya.™

Umniyati menyatakan bahwa telur-
telur yang diletakkan pada akhir musim hujan
sebelumnya akan menetas pada awal musim
hujan berikutnya, jika telur tersebut berasal
dari induk infeksius, maka sebagian telur
tersebut berpeluang untuk terinfeksi secara
transovarial selama stadium telur yang
berlangsung selama berbulan-bulan."*** Telur
yang menetas pada musim hujan berikutnya
tersebut berpeluang besar menjadi larva yang
infeksius dan selanjutnya menjadi nyamuk
yang infeksius virus dengue walaupun belum
pernah menggigit dan menghisap darah inang
infeksius virus dengue.*
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Mourya et al. menyatakan bahwa telur
yang diperoleh dari betina infektif virus
dengue hasil inokulasi intrathoracal setelah
ditetaskan paska masa inkubasi dua bulan pada
suhu  kamar menunjukkan  peningkatan
prosentase transmisi transovarial .’
Wasinpiyamongkol juga melaporkan adanya
transmisi transovarial pada nyamuk F2 hasil
rearing nyamuk koleksi alam yang positif
dengue dari telur yang disimpan selama 1
bulan.*®

Transmisi transovarial virus dengue
merupakan fenomena yang penting yang
menjadi penyebab bertahannya virus dengue
selama periode inter-epidemic di alam.*
Transmisi transovarial virus dengue juga
berperan dalam meningkatkan dan
mempertahankan epidemik dengue. Tidak
seperti negara-negara kontinental, dimana
terjadi pergantian serotipe dengue pada negara
kepulauan  seperti  Indonesia  transmisi
transovarial cenderung memainkan peran
utama dalam pemeliharaan keberadaan virus
dengue di suatu  wilayah.”*™  Selain
mempertahankan virus dengue di alam,
transmisi transovarial juga berperan dalam
penyebaran kasus dengue.®” Berdasarkan
pemodelan transmisi dengue yang
menggabungkan antara transmisi horizontal
dan transovarial diperoleh hasil bahwa
meskipun  transmisi  horizontal  berperan
penting terhadap penyebaran kasus dengue tapi
saat transmisi horizontal rendah, transmisi
transovarial yang berperan dalam peningkatan
infeksi dengue.™

Metode diagnosis virus dengue telah
berkembang diantaranya adalah  teknik
imunositokimia Streptavidin Biotin Peroxidase
Complex (SBPC). Teknik imunositokimia
dapat mendeteksi antigen dalam jaringan
secara mikroskopis dengan mikroskop cahaya.
Teknik imunositokimia SBPC telah terbukti
memberikan reaksi spesifik, peka, sahih, dan
terandalkan untuk mendeteksi virus dengue
pada nyamuk Ae. aegypti di bawah mikroskop
cahaya.'®?
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Metode deteksi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah teknik immunositokimia
dengan menggunakan antibodi DSSE10
produksi laboratorium Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada (UGM). Metode
tersebut telah penulis publikasikan pada artikel
sebelumnya dan terbukti sahih dalam
mendeteksi keberadaan antigen virus DEN-3.
Hasil positif ditunjukkan dengan adanya warna
coklat pada granula dan sitoplasma pada
hemosit sedangkan hasil negatif ditunjukkan
dengan tidak adanya warna coklat atau terlihat
warna biru kehijauan.?® Tulisan ini bertujuan
untuk menganalisis pengaruh lama
penyimpanan telur terhadap TIR virus DEN-3
pada nyamuk Ae. aegypti.

METODE

Jenis penelitian adalah penelitian
laboratoris dengan rancangan penelitian
eksperimental. Penelitian telah mendapatkan
persetujuan etik No KE/FK/285/EC/2016 dari
The Medical and Health Research Ethics
Committee (MHREC) Faculty of Medicine
Gadjah Mada University. Penelitian dilakukan
di  Laboratorium  Parasitologi  Fakultas
Kedokteran Universitas Gadjah Mada pada
bulan Januari-Juni 2017.

Nyamuk uji diperoleh dari koloni
nyamuk Ae. aegypti Laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran UGM, jumlah sampel
sebanyak 200 ekor nyamuk betina. Teknik
pengambilan sampel yang digunakan adalah
simple random sampling yaitu pengambilan
sampel secara acak dari suatu populasi tanpa
memperhatikan strata yang ada dalam
populasi.?®  Setiap  individu  nyamuk
mempunyai kesempatan yang sama untuk
terpilih menjadi sampel. Homogenitas koloni
dipisahkan berdasarkan umur nyamuk (waktu
ekskosi dari pupa menjadi nyamuk dewasa).

Sebanyak 200 nyamuk betina dewasa
diambil dari koloni dengan cara mengambil
nyamuk betina yang resting di semua sisi
dinding kandang koloni dengan jeda waktu
antar pengambilan nyamuk selama 10 detik.
Untuk mengurangi bias agar nyamuk yang
tertangkap bukan hanya nyamuk yang “kurang

aktif” maka dilakukan jeda dalam pengambilan
nyamuk untuk jumlah nyamuk berikutnya.

Cara pengujian dalam penelitian ini
adalah menginfeksi nyamuk Ae. aegypti betina
umur tujuh hari dengan suspensi DEN-3
(campuran virus DEN-3, darah manusia sehat,
dan sukrosa 10% dengan perbandingan 1:1:1)
secara per-oral melalui membrane feeding.
Kandang nyamuk vyang telah diinfeksi
kemudian dipasang ovitrap dan diinkubasikan
selama 7 hari untuk menjalani siklus
gonotrofiknya dan diambil telurnya.

Telur kemudian disimpan pada suhu
kamar (25£3°C) dan kelembapan relatif
70+£5% dengan variabel 0, 1, 2 dan 3 bulan.
Suhu dan kelembapan ruang rearing dijaga
dengan menggunakan pendingin ruangan dan
penggunaan handuk yang dibasahi pada
kandang koloni nyamuk. Telur ditetaskan
sesuai dengan variabel lama penyimpanan
kemudian dilakukan rearing sampai menjadi
nyamuk dewasa. Nyamuk dipisahkan ke
beberapa kandang berdasarkan umur nyamuk
(waktu eksklosi dari pupa menjadi nyamuk
dewasa) sebanyak tiga kandang. Selanjutnya,
tiap kandang diambil 30 ekor nyamuk betina
dengan variabel umur 4, 8 dan 16 hari.
Nyamuk tersebut merupakan sampel untuk
pembuatan preparat head squash dengan
metode imunositokimia SBPC menggunakan
kit Starr Trek Universal HRP Detection
Biocare Medical Cat. No. 1 800 799 9499 dan
dilakukan deteksi keberadaan antigen virus
DEN-3. Deteksi antigen virus dengue
menggunakan antibodi monoklonal DSSE 10
(spesifik virus dengue) produksi Laboratorium
Fakultas Kedokteran UGM.

Deteksi keberadaan antigen virus
DEN-3 menggunakan mikroskop binokuler
dengan pembesaran 400x dan 1000x. Adanya
antigen virus DEN-3 ditunjukkan dengan
adanya warna coklat pada granula dan
sitoplasma pada hemosit dari sediaan head
squash. Hasil negatif ditunjukkan dengan tidak
adanya warna coklat atau terlihat warna biru
kehijauan.  Transovarial infection rate
diperoleh dengan menghitung jumlah sampel
positif dibagi total sampel dikalikan 100%.
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Data pengaruh lama penyimpanan terhadap
derajat infeksi transovarial virus dengue
metode imunositokimia SBPC dianalisis
dengan menggunakan uji regresi linier.
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HASIL

Hasil deteksi antigen virus dengue
pada sediaan head squash dengan metode
imunositokimia SBPC disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Deteksi Antigen Virus Dengue pada Sediaan Head Squash Nyamuk Ae. aegypti dengan Metode

Imunositokimia SBPC

Umur Nyamuk

Transovarial Infection Rate (%)

0 bulan 1 bulan 2 bulan 3 bulan
4 hari 33,33 50,00 76,67 56,67
8 hari 13,33 56,67 66,67 56,67
16 hari 40,00 43,33 76,67 56,67

Hasil pemeriksaan antigen virus DEN-
3 dengan metode imunositokimia SBPC pada
sediaan head squash nyamuk dewasa Ae.
aegypti menunjukkan hasil yang positif dengan
TIR yang bervariasi. Transovarial Infection
Rate terendah terlihat pada nyamuk dewasa
umur 8 hari dari sampel telur dengan lama
penyimpanan O bulan sebesar 13,33%.
Transovarial Infection Rate tertinggi terlihat
pada nyamuk dewasa umur 4 dan 8 hari dari
sampel  telur nyamuk dengan lama
penyimpanan 2 bulan, sebesar 76,67%.

Pola kenaikan dan penurunan derajat
infeksi transovarial virus DEN-3 pada nyamuk
Ae. aegypti dapat terlihat pada Gambar 2.

100 -

Infection Rate (%)

20 1

Hasil wuji statistik pengaruh lama
penyimpanan telur terhadap TIR dengan
menggunakan uji regresi linear menunjukkan
hasil yang berbeda nyata (p = 0,013) dengan
nilai o = 0,05 dan nilai R2 = 0,476. Dengan
hasil ini dapat disimpulkan bahwa lama
penyimpanan telur berpengaruh terhadap TIR
virus DEN-3 pada nyamuk Ae. aegypti.
Variabel lama penyimpanan telur memiliki
pengaruh kontribusi sebesar 47,6% terhadap
TIR virus DEN-3 pada nyamuk Ae. aegypti.
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Gambar 2. Grafik Pengaruh Lama Penyimpanan Telur terhadap TIR virus DEN-3 pada Nyamuk Ae. Aegypti
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PEMBAHASAN

Transmisi transovarial DENV 1-4
telah dibuktikan baik secara laboratorium
maupun  di  alam.}*%%#%  Transmisi
transovarial virus dengue pada nyamuk Ae.
aegypti dianggap merupakan mekanisme yang
sangat penting dalam pemeliharaan dan
distribusi virus dengue di alam.”**

Hasil pemeriksaan antigen virus DEN-
3 dengan metode imunositokimia SBPC pada
sediaan head squash nyamuk dewasa Ae.
aegypti menunjukkan hasil yang positif sampai
masa penyimpanan telur 3 bulan dengan
derajat infeksi transovarial sebesar 56,67%
pada semua sampel nyamuk dewasa umur 4, 8,
dan 16 hari. Hal ini mengindikasikan
kemampuan virus dengue bertahan pada telur
nyamuk selama masa inter-epidemic melalui
kemampuan transmisi transovarial. Transmisi
transovarial merupakan aspek yang sangat
penting dalam menjaga virus dengue selama
masa inter-epidemic di alam,'* saat kondisi
lingkungan tidak memungkinkan  untuk
terjadinya transmisi horizontal.”® Umniyati
menyatakan bahwa telur-telur yang diletakkan
pada akhir musim hujan sebelumnya akan
menetas pada awal musim hujan berikutnya,
jika telur tersebut berasal dari induk infeksius,
maka sebagian telur tersebut berpeluang untuk
terinfeksi secara transovarial selama stadium
telur yang berlangsung selama berbulan-
bulan."* Telur yang menetas pada musim hujan
berikutnya tersebut berpeluang besar menjadi
larva yang infeksius dan selanjutnya menjadi
nyamuk yang infeksius virus dengue walaupun
belum pernah menggigit dan menghisap darah
inang infeksius virus dengue.

Kondisi tersebut berpotensi sebagai
faktor pendukung pemeliharaan endemisitas
DBD dengan cara pemeliharaan keberadaan
virus dengue di suatu wilayah. Nyamuk yang
mendapatkan kesempatan untuk menghisap
darah inang viraemia sebelum musim panas
dan meletakkan telurnya pada lingkungan yang
sesuai menyebabkan sebagian telur dapat
bertahan hidup selama masa inter-epidemic
dan memulai daur hidup virus antar nyamuk-
manusia-nyamuk akan berdampak pada

kejadian DBD. Kemampuan nyamuk Ae.
aegypti mempertahankan dan mentransmisikan
virus dengue kepada generasi berikutnya
secara transovarial dapat memberikan pola
distribusi dan variasi musiman terjadinya
insiden DBD pada daerah endemis dengue.

Berdasarkan lama penyimpanan telur
terlihat adanya tren kenaikan derajat infeksi
transovarial pada semua sampel sampai lama
penyimpanan telur 2 bulan dan mengalami
penurunan pada lama penyimpanan telur 3
bulan. Trend kenaikan tertinggi terjadi pada
sampel umur 8 hari mulai dari 13,33% pada
lama penyimpanan telur O bulan menjadi
66,67% pada lama penyimpanan telur 2 bulan
kemudian menurun menjadi 56,67% pada lama
penyimpanan telur 3 bulan. Trend kenaikan
terendah terjadi pada sampel umur 16 hari
mulai dari 40,00% pada lama penyimpanan
telur O bulan menjadi 76,67% pada lama
penyimpanan telur 2 bulan kemudian menurun
menjadi 56,67% pada lama penyimpanan telur
3 bulan. Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya oleh Mourya et al.
bahwa angka infeksi transovarial virus dengue
semakin tinggi pada nyamuk yang menetas
dari telur yang lebih lama tersimpan dalam
kondisi suhu kamar.® Hal ini terjadi karena
sebelum menetas virus dalam embrio
mempunyai  peluang lebih lama untuk
propagasi. Setelah berkembangan embrio
sempurna, telur Ae. aegypti dapat bertahan
pada keadaan kering dalam waktu yang lama
(lebih dari satu tahun). Hal berbeda dilaporkan
olenh Satoto yang menyatakan tidak adanya
perbedaan yang bermakna antara lama
penyimpanan telur (7 dan 14 hari) dengan
angka infeksi transovarial.'? Pada penelitian ini
TIR diperiksa dengan variabel lama
penyimpanan 0, 1, 2, 3 bulan sedangkan pada
penelitian Wasinpiyamongkol hanya pada telur
yang disimpan 1 bulan, penelitian Mourya
hanya pada telur yang disimpan 2 bulan dan
Suardipa hanya pada lama penyimpanan 7 dan
14 hari 51213

Infection rate tertinggi diperoleh pada
masa inkubasi 2 bulan baik pada sampel umur
4, 8, maupun 16 hari sebesar 76,67%; 66,67%;
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76,67%. Hasil derajat infeksi transovarial
paling tinggi dan dapat terdeteksi secara
optimum pada sampel lama penyimpanan telur
2 bulan. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
Mourya et al. dimana didapatkan angka
infection rate yang sangat tinggi (50-63%)
yang didapatkan dari telur yang disimpan pada
suhu kamar selama 1 atau 2 bulan.® Joshi et al.
melaporkan derajat infeksi virus DEN-3 yang
sangat tinggi yang diperoleh dari nyamuk
lapangan. Hal ini dimungkinkan karena telur
yang diambil sebagai sampel merupakan telur
yang sudah ada dan berdiam di lapangan dalam
waktu yang lebih lama.?”®

Pada sampel lama penyimpanan telur 0
dan 1 bulan diperoleh nilai derajat infeksi
transovarial yang lebih rendah kemungkinan
terjadi  karena pada sampel tersebut
mengandung jumlah virus yang lebih sedikit
sehingga nilai derajat infeksinya lebh rendah.
Penurunan angka derajat infeksi transovarial
pada sampel lama penyimpanan telur 3 bulan
kemungkinan terjadi karena viabilitas virus
dengue yang semakin menurun. Penelitian ini
menyimpulkan bahwa kemungkinan virus
dengue mungkin tidak mengalami periode
laten pada masa telur (embrio) seperti
mekanisme yang dipercaya untuk menjaga
keberadaan virus pada periode inter-epidemic
selama ini. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa virus dengue tetap berkembangbiak
dalam embrio di dalam telur.

Peningkatan TIR dimungkinkan juga
karena adanya kondisi lingkungan yang
mendukung perkembangan nyamuk. Kondisi
lingkungan yang optimum selama masa
perlakuan dan pemeliharaan nyamuk dengan
suhu kamar (25+3°C) dengan kelembaban
relatif 70+5% menunjang perkembangan
nyamuk secara optimum. Nyamuk umumnya
meletakkan telurnya pada suhu 20-30°C dan
suhu optimum untuk pertumbuhan dan
perkembangan nyamuk 25-27°C.**  Suhu
merupakan faktor yang penting dalam
perkembangan siklus kehidupan nyamuk.
Nyamuk merupakan hewan berdarah dingin
yang tergantung pada suhu lingkungan sekitar
sehingga sangat tergantung pada perubahan
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suhu.*" Perubahan suhu dapat mempengaruhi
efisiensi penyebaran dan transmisi virus,
peningkatan suhu lingkungan sekitar dapat
meningkatkan replikasi virus pada jaringan
nyamuk. Kondisi lingkungan yang sesuai
khususnya suhu dan kelembapan untuk
perkembangan nyamuk akan mendukung
perkembangan dan replikasi virus dengue
mulai dari fase embrional dalam telur sampai
stadium dewasa di dalam tubuh nyamuk.

KESIMPULAN

Lama penyimpanan telur berpengaruh
terhadap TIR virus dengue 3 pada nyamuk Ae.
aegypti yang diinfeksi dengan virus dengue
secara per-oral. Variabel lama penyimpanan
telur memiliki pengaruh kontribusi sebesar
47,6% terhadap TIR virus DEN-3 pada
nyamuk Ae. aegypti. Angka TIR naik mulai
dari penyimpanan telur 0-2 bulan dan menurun
pada penyimpanan telur 3 bulan.

SARAN

Perlu penelitian dengan interval dan
lama waktu perlakuan terhadap telur sesuai
musim kemarau di Indonesia yang rata-rata
berlangsung selama 6 bulan sehingga efek
infeksi virus DEN-3 terhadap derajat infeksi
transovarial selama periode inter-epidemic bisa
tergambarkan secara menyeluruh.
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