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ABSTRAK

Penularan transvenereal berpotensi menyebarkan virus dengue melalui perilaku kawin.
Pengendalian vektor Demam Berdarah Dengue (DBD) dengan strategi perilaku kawin nyamuk
secara alami telah diterapkan untuk menurunkan perluasan daerah endemis DBD. Dengan dasar
tersebut, pemahaman perilaku kawin nyamuk Ae. aegypti penting untuk diketahui. Penelitian ini
bertujuan untuk mendeteksi virus dengue serotipe 3 (DENV-3) pada organ spermateka nyamuk
Ae. aegypti betina yang telah terinfeksi DENV-3 secara transvenereal di laboratorium.
Pembedahan organ spermateka pada nyamuk betina dilakukan setelah nyamuk Ae. aegypti betina
kawin dengan nyamuk Ae. aegypti jantan yang positif DENV-3. Keberadaan DENV-3 pada organ
spermateka nyamuk betina dilakukan dengan melakukan pengujian pooling sampel menggunakan
metode One-Step RT-PCR untuk screening virus dengue (profil pita DNA spesifik 511 bp).
Sampel yang hasil pengujiannya positif virus dengue, dilanjutkan dengan metode Semi-Nested
PCR untuk serotyping DENV-3 (profil pita DNA spesifik 290 bp). Hasil penelitian dari 7 sampel
pooling organ spermateka dari nyamuk betina positif DENV-3 hasil penularan transvenereal
nyamuk jantan positif DENV-3 secara intratorakal menunjukkan tidak ada satupun sampel yang
terdeteksi adanya DENV-3. Tidak ditemukan virus DENV-3 pada organ spermateka nyamuk Ae.
aegypti betina yang telah terinfeksi DENV-3 secara transvenereal pada 7 sampel yang digunakan.
Perlu pengujian lebih lanjut pada organ ovarium nyamuk betina untuk memastikan mekanisme
terjadinya penularan transvenereal virus dengue pada Ae. aegypti dalam upaya mencari strategi
baru dalam pengendalian vektor DBD.

Kata kunci : nyamuk Aedes aegypti, penularan transvenereal, perilaku kawin, spermateka,
virus dengue serotipe 3
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ABSTRACT

Transvenereal transmission have the potential to spread dengue virus through mating
behavior. Vector control of Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) with a strategy of mosquito mating
behavior naturally has been applied to reduce the expansion of dengue endemic areas. Therefore
understanding the behavior of mating Ae. aegypti mosquitoes is important to know. This study
aims to detect dengue virus serotype 3 (DENV-3) in the spermatheca organs of female Ae. aegypti
mosquitoes infectious DENV-3 transvenereal male Ae. aegypti mosquitoes positive for DENV-3.
Surgical spermal organs on female mosquitoes are carried out after tracing the mating female
mosquitoes with male Ae. aegypti mosquitoes positive for DENV-3. The presence of DENV-3 in
spermattheca organs of female mosquitoes was proven by testing pooling samples using the One-
Step RT-PCR method for screening dengue virus (511 bp specific DNA band profile). Samples
that tested positive for dengue virus, followed by the Semi-Nested PCR method for DENV-3
serotyping (specific DNA band profile 290 bp). The results of 7 samples of spermatheca organ
pooling from DENV-3 positive female mosquitoes resulting from intrathoracal transvenereal
transmission of male positive DENV-3 mosquitoes showed that none of the samples detected
DENV-3. There was no DENV-3 detected in spermattheca organs of female mosquitoes from 7
samples. Further testing of the ovarian organs of a female mosquito is needed to ensure the
mechanism of transvenereal transmission dengue virus to Ae. aegypti in an effort to find new
strategies in DHF vector control.

Keywords: Aedes aegypti mosquito, dengue virus serotype 3, mating behavior, spermateca,
transvenereal transmission
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PENDAHULUAN

Demam Berdarah Dengue (DBD) adalah penyakit tular vektor pada manusia yang
terdistribusi luas di negara tropis maupun subtropis di dunia. Infeksi DBD disebabkan virus dengue
dari genus Flavivirus dengan 4 serotipe, yaitu virus dengue serotipe-1 (DENV-1), DENV-2,
DENV-3, DENV-4. Aedes aegypti merupakan jenis nyamuk yang berperan sebagai vektor utama
virus dengue secara horizontal (Kreamer et al., 2015). Sampai saat ini belum ada vaksin yang
efektif mencegah penyakit ini untuk segala usia, sehingga pengendalian vektor nyamuk Ae. aegypti
merupakan salah satu jalan untuk pencegahan kasus DBD agar tidak meluas (WHO, 2019).

Penyebaran virus dengue antar nyamuk Ae. aegypti atau yang dikenal dengan penularan
vertikal telah lama dibuktikan baik secara laboratorium maupun di alam. Virus dengue terbukti
dapat ditransmisikan secara transovarial dari nyamuk betina yang infeksius pada keturunannya.
(Angel dan Joshi, 2008; Arunachalam et al., 2008; Seran, 2010; Thongrungkiat et al., 2011; Goff
et al., 2011; Martins et al., 2012; Espinosa et al., 2014; Martinez et al., 2014). Penularan vertikal
virus dengue merupakan cara pertahanan ketika kondisi lingkungan dan iklim tidak kondusif untuk
perkembangbiakan virus (Angel & Joshi, 2008; Arunachalam et al., 2008). Fenomena penularan
virus dengue secara transvenereal dari nyamuk jantan infeksius ke nyamuk betina non infeksius
juga telah dibuktikan (Putri, 2018). Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa nyamuk jantan
yang terinfeksi virus dengue dari penularan vertikal berpotensi menyebarkan virus dengue pada
saat kawin dengan nyamuk betina. Namun mekanisme terjadinya penularan transvenereal virus
dengue pada Ae. aegypti belum diketahui secara pasti.

Spermateka pada nyamuk betina merupakan salah satu organ vital untuk kopulasi nyamuk
yang berfungsi menampung cairan sperma dari nyamuk jantan setelah perkawinan terjadi. Nyamuk
jantan hanya perlu mengawini nyamuk betina satu kali, kemudian cairan sperma akan disimpan di
spermateka dan selanjutnya dapat membuahi telur seumur hidupnya (Pascini et al., 2012; Degner
dan Harrington, 2016). Selama proses perkawinan berlangsung, kelenjar aksesori nyamuk jantan
mengeluarkan seminal fluid (cairan seminal) yang berfungsi sebagai media spermatozoa untuk
berenang ke organ spermateka nyamuk betina (Arthur, 2014). Seminal fluid memungkinkan
pembawa virus dengue melalui penularan transvenereal pada nyamuk karena virus dengue tidak
terdeteksi pada spermatogonia, spermatosit, spermatid, dan spermatozoa (Tu et al., 1998). Deteksi
virus dengue pada organ spermateka nyamuk Ae. aegypti betina yang positif virus dengue hasil
perkawinan dengan nyamuk Ae. aegypti jantan infeksius akan memberikan pemahaman dan
memperkuat bukti tentang mekanisme penularan transvenereal virus dengue pada nyamuk vektor
DBD Ae. aegypti. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi virus dengue serotipe 3 (DENV-3)
pada organ spermateka nyamuk Ae. aegypti betina yang telah terinfeksi DENV-3 secara
transvenereal di laboratorium.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian Post test
only control group design. Lokasi penelitian dilakukan di Insektarium dan Laboratorium
Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta serta Laboratorium Biologi Molekuler B2P2VRP Salatiga.
Populasi penelitian merupakan hasil kolonisasi nyamuk Ae. aegypti di Insektarium Departemen
Parasitologi FKKMK UGM, yang terbebas dari infeksi DENV sejak tahun 1986. Pengambilan
sampel dengan cara purposive sampling.
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Alat dan Bahan

Alat yang diperlukan meliputi berbagai peralatan untuk deteksi molekuler dan dissecting
microscope. Bahan yang diperlukan meliputi nyamuk Ae. aegypti jantan hasil suntik intratorakal
DENV-3 dengan masa inkubasi 5 dan 14 hari, dan nyamuk Ae. aegypti betina berumur 1 hari.
Virus dengue didapatkan dari supernatan kultur sel C6/36 yang diinfeksikan DENV-3, dan
merupakan prototipe DENV-3 strain H87 yang berasal dari laboratorium Namru-2 di Jakarta.
Selain itu, beberapa kit reagen juga digunakan dalam penelitian ini, meliputi kita isolasi RNA,
amplifikasi RNA dan bahan untuk elektroforesis.

Jalannya penelitian
Penelitian ini terbagi menjadi beberapa tahapan yaitu penyediaan nyamuk Ae. aegypti
betina yang infeksius DENV-3 melalui penularan transvenereal, pembedahan organ spermateka,
dan deteksi DENV-3 pada organ spermateka dan keseluruhan tubuh tanpa organ spermateka
(whole body) Ae. aegypti betina.
1. Penyediaan nyamuk Ae. aegypti betina infeksius DENV-3 melalui penularan transvenereal.
Nyamuk Ae. aegypti jantan infeksius (nyamuk jantan yang terinfeksi DENV 3 secara
intratorakal) dimasukkan ke kandang dengan nyamuk Ae. aegypti betina non-infeksius (nyamuk
betina yang tidak terinfeksi DENV-3) berumur 1 hari dan dipelihara dalam satu kandang selama
7 hari dengan tujuan agar terjadi perkawinan semi alami. Nyamuk diberikan larutan gula 10 %,
sebagai pakannya yang diganti setiap hari. Pada hari ke 7, nyamuk jantan kemudian dikoleksi
dan disimpan di freezer -80°C, sedangkan nyamuk betina diberikan pakan darah dengan
menggunakan darah mencit. Nyamuk betina dipelihara selama 7 hari untuk bertelur dan
selanjutnya telurnya diberi label, kemudian dikoleksi dan disimpan di freezer 80°C. Semua
perlakuan dilakukan di insektarium dengan kondisi suhu 27 + 2°C; kelembaban 88 + 6% dan
12 jam cahaya, 12 jam gelap (Umniyati et al., 2008). Nyamuk jantan yang telah dikoleksi,
kemudian dideteksi keberadaan virus denguenya dengan menggunakan metode PCR. Nyamuk
jantan yang terdeteksi positif DENV-3 ditelusuri nyamuk betinanya, lalu nyamuk betina
dibedah, lalu dideteksi organ spermateka dan whole body menggunakan metode PCR (Lanciotti
etal., 1992).
2. Pembedahan organ Spermateka Nyamuk Ae. aegypti Betina
Ice pack dipersiapkan diatas dissecting microscope. Nyamuk betina yang telah dikoleksi
(berumur 14 hari) hasil kawin dengan nyamuk jantan infeksius yang terdeteksi positif DENV-
3 dibersihkan dengan melepaskan kaki dan sayapnya di atas cawan petri. Tubuh nyamuk betina
diletakkan di kaca benda tepat di garam fisilogis, denga posisi perut nyamuk (abdomen) berada
disebelah kanan. Jarum ditangan kiri ditusukkan ke bagian torak nyamuk, jarum ditangan kanan
merobek segmen ke 7 dari abdomen nyamuk. Setelah segmen 7 dan ke 8 terpisah, tarik ujung
abdomen (segmen ke 8) perlahan sampai spermateka keluar. Spermateka dan whole body
(seluruh tubuh nyamuk tanpa organ spermateka) kemudian diletakkan secara terpisah di tabung
mikro 1,5 ml yang telah berisi garam fisiologis. Sampel kemudian disimpan untuk dideteksi
dengan metode PCR.
3. Deteksi DENV-3
Sampel yang dideteksi organ spermatekanya adalah sampel yang berasal dari nyamuk
betina yang positif virus setelah dideteksi menggunakan PCR. Ekstraksi RNA pada nyamuk
dilakukan menggunakan QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen). Hasil isolasi RNA kemudian
disimpan di deepfreezer -80°C sampai tahapan RT-PCR siap dikerjakan. Amplifikasi RNA
dilakukan dengan Master mix One-Step RT-PCR kit (Qiagen) yang terdiri dari 1ul One-Step
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RT-PCR Enzyme mix, 1yl dNTP mix, 5 pl Q -solution, 6 pl RNAse-free water, 5 ul Buffer,
dan 5 ul RNA serta 1ul primer D1(5’-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3’) dan
Iul primer D2 (5’-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3") schingga masing -
masing tabung PCR berisi volume total reaksi 25ul. Tahapan One-Step RT-PCR dilakukan
sebagai berikut: Reverse Transcription (RT) untuk merubah RNA menjadi cDNA dilakukan
pada suhu 50°C selama 30 minutes, selanjutnya amplifikasi cDNA dengue dilakukan dengan
metode PCR dengan 40 siklus tahapan sebagai berikut: predenaturasi dilakukan pada 94°C
selama 2 menit, denaturasi pada 94°C selama 15 detik, annealing pada 55°C selama 30 detik,
elongation pada 68°C selama 1 menit, dan yang terakhir post-elongation 72°C selama 5 menit.
Hasil yang diperoleh dari tahapan ini adalah cDNA dengue.

Semi-nested PCR selanjutnya dilakukan dengan mempersiapkan reagen sebagai berikut:
15 pl Master Mix reagen Promega Gotaq (green), 3 pl cDNA, 1 pl Primer D1, 4 pl (masing-
masing 1 pl) dari Primer TS1(5’-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’), Primer TS2 (5’-
CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’), Primer TS3 (5-TAACATCATCATGAGAC
AGAGC-3’), dan Primer TS4 (5’-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’), 7 ul ddH20
sehingga masing -masing tabung PCR berisi volume total reaksi 30pl. Selanjutnya PCR
dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: predenaturasi pada 94°C selama 2 menit, denaturasi
pada 94°C selama 15 detik sebanyak 40 siklus, annealing 55°C selama 30 detik, elongasi 68°C
selama 1 menit, dan yang terakhir post- elongasi 72°C selama 5 menit. Elektroforesis dilakukan
terhadap semua produk PCR (One-Step RT-PCR dan semi nested PCR) pada tegangan 120 V
selama 1 jam. Visualisasi hasil PCR dilakukan dengan menggunakan gel eletrophoresis 1,5%
dan didokumentasikan menggunakan Geldoc Biorad®.

Analisis Data

Hasil analisis dari deteksi DENV-3 pada organ spemateka dengan metode One-Step RT-
PCR ditunjukkan dengan adanya profil pita DNA spesifik pada ukuran 511 bp. Hasil analisis dari
serotyping DENV-3 dengan metode semi-nested PCR ditunjukkan dengan adanya profil pita DNA
spesifik pada ukuran 290 bp.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Nyamuk Ae. aegypti jantan yang telah disuntik DENV-3 secara intratorakal dengan masa
inkubasi selama 5 dan 14 hari terdeteksi positif mengandung DENV-3 dengan metode PCR. Hal
ini membuktikan bahwa DENV-3 yang disuntikkan berkembang selama masa inkubasi yang
ditentukan, sehingga berpotensi untuk menularkan DENV-3 ke nyamuk betina non-infeksius
melalui perilaku seksual (penularan transvenereal). Pembedahan organ spermateka pada nyamuk
betina dilakukan setelah ditelusuri nyamuk betina hasil perkawinan dengan nyamuk Ae. aegypti
jantan yang positif DENV-3. Gambar 1 memperlihatkan hasil pembedahan organ spermateka yang
dilihat dari dissecting microscope. Total nyamuk betina yang dibedah adalah 7 ekor. Organ
spermateka dan whole body nyamuk betina disimpan di dalam box sampel dan dimasukan di
freezer - 80°C, untuk dideteksi One-Step RT-PCR.
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Organ Spermateka

Segmen ke 8

Segmen ke 7 J

A B

Gambar 1. Organ spermateka nyamuk Ae. aegypti betina
A. Pembedahan organ spermateka pada segmen 8 dengan perbesaran 10x
B. Organ spermateka dengan perbesaran 40x

Pada tahap berikutnya, whole body nyamuk betina diuji keberadaan virus dengue dengan
menggunakan PCR. Hasil yang positif kemudian diuji organ spermatekanya. Hasil uji One-Step
RT-PCR pada whole body dan organ spermateka nyamuk betina Ae. aegypti positif DENV-3
secara pooling perkandang dapat dilihat pada Tabel 1. Sampel pooling organ spermateka dari
nyamuk betina positif DENV-3 hasil penularan transvenereal nyamuk jantan positif DENV-3
secara intratorakal menunjukkan tidak ada satupun sampel yang terdeteksi DENV-3.

Table 1. Hasil uji One-Step RT-PCR pada whole body dan organ spermateka nyamuk betina Ae.
aegypti positif DENV 3 secara pooling perkandang

Masa Inkubasi ~ Total Whole  Hasil Uji PCR  Total Organ  Hasil Uji PCR

Nyamuk Body Nyamuk (pooling) Spermateka (pooling)
Jantan Betina yang yang diuji
diuji
5 5 positif 5 negatif
14 2 positif 2 negatif

Pada perkawinan nyamuk Ae. aegypti, organ kantung aksesori nyamuk jantan akan
mensekresikan cairan dalam bentuk semen (seminal fluid), yang berfungsi sebagai media sperma
berenang menuju organ spermateka nyamuk betina (Arthur et al., 2014). Selama kopulasi, cairan
sperma yang terdapat seminal fluid dan spermatozoa dari nyamuk jantan akan masuk melalui
vagina ditransfer ke bursa seminalis nyamuk betina. Gerakan peristaltik menyebabkan cairan
sperma masuk ke kelenjar spermateka. Kelenjar spermateka akan memberikan nutrisi dan energi
serta perlindungan dari stress oksidatif untuk mempertahankan sperma selama disimpan di
spermateka. Ketika telur matang yang disimpan di bursa kopulatriks siap dibuahi, telur akan
melewati lubang (spermatecha vestibulum) pada kelenjar spermateka, untuk merangsang kelenjar
spermateka melepaskan sedikit sperma. Sperma memasuki mikrofil (yang terdapat pada
permukaan kulit telur) dan masuk ke dalam telur. Fertilisasi (pembuahan) terjadi di oviduct ketika
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satu sperma berfusi dengan nukleus telur. Oviposition (peletakan telur) terjadi setelah proses
pembuahan telur selesai dan telur siap untuk perkembangan embrio (Degner dan Harrington,
2016).

Tuetal. (1998), meneliti tentang ultrastruktur sistem reproduksi nyamuk Ae. aegypti jantan
infeksius DENV-2, dengan menggunakan IFAT dan mikroskop elektron dan menemukan bahwa
DENV-2 terdapat pada matrik, sel epitelium, sel kolumnar pada kantung aksesoris, dan sel
epitelium dan sel otot dari vesikula seminalis, tetapi tidak terdapat pada spermatogonia,
spermatosit, spermatid, dan spermatozoa. Virus dengue yang ditularkan nyamuk jantan infeksius
ke nyamuk betina melalui cairan sperma karena nyamuk jantan dan betina dikawinkan secara semi
alami di kandang. Cairan sperma terdiri dari sperma matang (spermatozoa), dan seminal fluid,
yang artinya penularan transvenereal virus dengue pada nyamuk jantan infeksius ke nyamuk betina
melalui seminal fluid (Choochote et al., 2001).

Organ spermateka akan terisi cairan sperma (seminal fluid dan spermatozoa) setelah
perkawinan terjadi. Hasil penelitian menyatakan bahwa tidak satupun organ spermateka yang
berasal dari nyamuk betina positif DENV-3 secara transvenereal, terdeteksi positif dengan metode
PCR. Kemungkinan seminal fluid yang mengandung DENV-3 sudah tidak lagi berada di organ
spermateka, tetapi mulai menuju oviduct beserta spermatozoa, yang kemudian akan membuahi
telur (Clement, 1999). Hal ini menyebabkan DENV-3 tidak terdeteksi di organ spermateka, tetapi
terdeteksi whole body nyamuk betina.

Chen et al. (1993) yang melakukan studi pewarnaan organ dengan tehnik imunoflouresen
pada Ae. aegypti dan Ae. albopictus yang infeksius DENV-1. DENV-1 ditemukan pada organ
ovariola, oviduct, dan kantung aksesoris pada nyamuk betina, membuktikan bahwa DENV
terdapat pada saluran reproduksi nyamuk betina. Linthicum et al. (1996) juga membuktikan bahwa
DENYV 3 terdeteksi pada calyx (yang terdapat pada organ nyamuk betina) setelah 16 sampai 22
hari diinfeksikan pada nyamuk betina Ae. aegypti. Hal ini memungkinkan DENV-3 dapat
terdeteksi di ovarium nyamuk betina yang dapat menguatkan pembuktian penularan transvenereal.
Tetapi keterbatasan sampel, sehingga pemeriksaan organ ovarium tidak dilakukan pada penelitian
ini.

Penularan virus dengue melalui perilaku kawin nyamuk Ae. aegypti (penularan
transvenereal) merupakan bagian dari penularan vertikal nyamuk yang masih jarang diteliti.
Penelitian terbaru skala laboratorium oleh Putri (2018) juga telah membuktikan bahwa nyamuk
Ae. aegypti jantan yang infeksius DENV-3 secara intratorakal dengan masa inkubasi 5 hari dan 14
hari, dapat menularkan DENV-3 ke nyamuk Ae. aegypti betina yang non infeksius. Putri et al.
(2018) menyebutkan bahwa perilaku poligami alami nyamuk jantan juga berperan penting pada
penyebaran virus dengue secara venereal ke nyamuk betina. Fakta ini menyebabkan jika satu
nyamuk jantan infeksius DENV-3 dapat mengawini nyamuk betina yang non infeksius dengan
jumlah tertentu, sebagai akibatnya nyamuk betina infeksius akan menghasilkan telur fertil yang
infeksius. Tidak ditemukannya virus dengue pada pemeriksaan organ spermateka nyamuk betina,
memerlukan pemahaman lebih lanjut tentang mekanisme pertahanan virus dengue secara
transvenereal pada nyamuk vektor DBD. Pengetahuan tentang perilaku kawin nyamuk terkait
faktor yang berhubungan seperti fisik optimal dari nyamuk, mekanisme fisiologi yang meregulasi
perkawinan nyamuk, serta kondisi lingkungan yang sesuai dan faktor lainnya, perlu dikaji lebih
lanjut. Kajian ini memberikan informasi penting dalam pengembangan strategi pengendalian DBD
yang lebih efektif dari segi mekanisme kawin vektor.
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KESIMPULAN

Virus DENV-3 tidak terdeteksi di organ spermateka betina. Virus DENV-3 terdeteksi pada
whole body nyamuk betina. Perlu pengujian lebih lanjut pada organ ovarium nyamuk betina untuk
memastikan mekanisme terjadinya penularan transvenereal virus dengue pada Ae. aegypti dalam
upaya mencari strategi baru dalam pengendalian vektor DBD.
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