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Abstract. Aedes aegypti is a vector of several pathogens including dengue fever/dengue hemorrhagic
fever virus. Five hundred thousand dengue haemorrhagic fever new cases occur every year
throughout the world. Vector control is an effective way to break the transmission; unfortunately
constant insecticide ultimately caused resistance. Insecticides resistance in Ae.aegypti was first
discovered on trichloroetane diphenyl dichloro (DDT), followed by temephos and synthetic
pyrethroid. Three detection ways according to WHO procedure are bioassay, biochemistry and
molecular. The biochemical detection that conducted previously in Palembang were turned out
negative, nevertheless incidence rate has not yet decreased. Molecular detection is needed to
determine the mechanisms of insecticide resistance. Molecular detection can detect gene mutations in
the metabolic enzyme and target site insecticides, such as the voltage gated sodium channel (VGSC).
The purpose of research was to identify the Val1016lle and Val1016Gly point mutation in the VGSC
gene of Ae.aegypti in Palembang. Population were all 3rd and 4th instar larvae of Ae.aegypti derived
from breeding eggs obtained from villages of Bukit Kecil, Ilir timur | and Sukarami sub distric.
Identification took place in BBLK Palembang while molecular test took place both in BBLK
Palembang and Clinical Microbiology Department of Muhammad Hoesin Hospital Palembang.
Results showed that there has been Val1016lle point mutation and there is no Val1016Gly point
mutation of voltage gated sodium channel gene. It can be concluded that there has been Val1016lle
point mutation in the voltage gated sodium channel gene of Ae.aegypti as the marker of synthetic
pyrethroid insecticides resistance in Palembang

Keywords: Aedes aegypti, synthethic pyrehtroid resistance, point mutation VGSC, target site,
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Abstrak. Aedes aegypti merupakan vektor dari berbagai patogen, termasuk diantaranya virus dengue
fever. Sebanyak 500 ribu kasus baru demam berdarah dengue (DBD) terjadi tiap tahunnya di seluruh
dunia. Pengendalian nyamuk vektor merupakan cara efektif memutus rantai penularan DBD. Namun
penggunaan satu jenis insektisida secara intensif dalam waktu lama terbukti menyebabkan resistensi.
Resistensi Ae.aegypti terhadap insektisida awalnya terjadi pada dichloro diphenyl trichloroetane
(DDT), lalu terhadap temefos kemudian sintetik piretroid. Tiga cara mendeteksi resistensi sintetik
piretroid menurut WHO vyaitu bioassay, biokimia dan molekuler. Deteksi biokimia yang pernah
dilakukan di Palembang menunjukkan hasil negatif, tetapi kenyataan incidence rate DBD belum
turun. Penelitian lebih lanjut menggunakan deteksi molekuler diperlukan untuk mengetahui
mekanisme resistensi insektisida. Deteksi molekuler dapat mendeteksi mutasi pada gen enzim
metabolisme dan gen target site insektisida, semisal pada voltage gated sodium channel (VGSC).
Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi mutasi titik gen VGSC Val1016lle dan Val1016Gly
Aedes aegypti. Desain penelitian ini adalah berupa deskriptif laboratoris dengan uji molekuler.
Populasi adalah seluruh larva instar I11-1V Ae. aegypti yang berasal dari pembiakan telur yang
diperoleh dari kelurahan-kelurahan di Kecamatan Bukit Kecil, Sukarami dan Ilir Timur | kota
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Palembang. Identifikasi larva dilakukan di Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK) Palembang
dan uji molekuler dilakukan di Departemen Mikrobiologi Klinik Rumah Sakit Muhammad Hoesin
Palembang dan BBLK Palembang. Hasil penelitian menunjukkan terjadi mutasi titik Val1016lle serta
tidak terjadi mutasi titik Val1016Gly gen VGSC. Disimpulkan terjadi mutasi titik Val1016lle gen
VGSC Ae.aegypti sebagai penanda resistensi yang bersifat target site atas sintetik piretroid di

Palembang.

Kata Kunci: Aedes aegypti, resistensi insektisida, mutasi titik, target site, Val1016lle
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PENDAHULUAN

Aedes aegypti merupakan vektor dari
berbagai patogen, termasuk diantaranya
virus dengue. Penyakit hiperendemis di
Asia Tenggara ini berakibat fatal dengan
bentuk yang paling berbahaya berupa
dengue shock syndrome (DSS) pada anak-
anak. Diperkirakan lebih kurang 2,5 milyar
orang beresiko terinfeksi dengan kasus
demam berdarah per tahunnya.! Pada
tahun 2011, total kasus DBD di seluruh
provinsi di Indonesia mencapai 26.015,
dengan jumlah kematian sebanyak 389
orang (CFR=1,53%), dan di Kkota
Palembang incidence rate tercatat sebesar
49,68%. Dengan 3 tempat kasus terbanyak
terjadi di  kecamatan Ilir Timur |
(IR=90,77%), kecamatan Bukit Kecil (IR=
79,89%) dan kecamatan  Sukarami
(68,31).

Sampai saat ini obat untuk pengobatan
DBD maupun vaksin untuk mencegahnya
belum ditemukan dan pengendalian vektor
merupakan cara untuk memutus rantai
penularannya. Upaya penanggulangan
DBD telah dilakukan dengan penggunaaan
insektisida  melalui  teknik  fogging,
abatisasi serta pemberantasan sarang
nyamuk (PSN), tetapi incidence rate
beberapa tahun terakhir ini tetap sulit
diturunkan dan bahkan telah terjadi
beberapa kejadian luar biasa.® Peningkatan
kasus DBD tersebut dapat terjadi akibat
penggunaan satu jenis insektisida secara
intensif dalam waktu lama atau terus
menerus untuk mengontrol nyamuk vektor
DBD yang pada akhirnya menyebabkan
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resistensi vektor.* Resistensi insektisida
pada Aedes aegypti mudah terjadi dan
meluas di seluruh dunia. Bermula terhadap
dichloro diphenyl trichloroetane (DDT) di
Karibia pada tahun 1955 dan Thailand.**
Resistensi juga terjadi pada sintetik
piretroid di  Brazil, Thailand, dan
Indonesia.®"®

Tiga cara mendeteksi resistensi
sintetik piretroid menurut WHO vyaitu
bioassay, biokimia dan  molekuler.
Mekanisme deteksi biokimia ialah dengan
mendeteksi peningkatan kadar enzim yang
mendetoksifikasi insektisida (resistensi
metabolik). Enzim-enzim yang sering
digunakan sebagai penanda perubahan
antara lain cytochrome P450
monooxygenases (P450s), glutathione S-
transferases (GSTs) dan
carboxy/cholinesterases (CCEs).>101
Dalam perkembangan selanjutnya telah
ditemukan bahwa kejadian resistensi tanpa
adanya peningkatan enzim biokimiawi
ternyata telah terjadi.*® Hal tersebut telah
mendorong para ahli untuk menemukan
cara lain, vyaitu menggunakan uji
molekuler.  Uji  tersebut mendeteksi
resistensi sintetik piretroid pada Ae.aegypti
dengan cara menemukan mutasi titik gen
voltage-gated sodium channel VGSC
sebagai target site tempat kerja insektisida
(resistensi target).™

Di Palembang didapatkan kontroversi
hasil uji biokimia deteksi resistensi
Ae.aegypti terhadap insektisida sintetik
piretroid dengan tingkat kejadian DBD
yang cukup tinggi.** Hasil penelitian
menyatakan belum terjadi peningkatan
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kadar enzim pendetoksifikasi insektida
yang menetralisir insektisida sintetik
piretroid. Resistensi target dicurigali
sebagai mekanisme resistensi insektisida
yang terjadi, karenanya perlu dilakukan
penelitian molekuler untuk mendeteksi
mutasi gen (VGSC) tersebut dengan
menggunakan polymerase chain reaction
(PCR) pada Ae. aegypti di Palembang
sebagai pembuktian.

BAHAN DAN METODE

Pengambilan sampel dilakukan di tiga
kelurahan Palembang yang memiliki
incidence rate 2012 DBD tinggi yaitu
Sukarame, Bukit Kecil dan Ilir Timur I.
Tempat identifikasi mikroskopis pada
Balai Besar Laboratorium Kesehatan
Palembang (BBLK), sementara tempat
Identifikasi Molekuler dilakukan di BBLK
dan Departemen Mikrobiologi Klinik
Rumah  Sakit Muhammad  Hoesin
Palembang. Alat yang digunakan dalam
memperoleh  larva  berupa  Ovitrap
(penangkap larva nyamuk); Rearing (alat
pemeliharaan larva).

Metode biomolekuler yang digunakan
adalah sebagai berikut: (1) Total DNA
diisolasi menggunakan metode Promega
Wizard Extraction berdasarkan protokol
penyelia. Masukkan 600 ul nuclei lysis
solution dalam tabung 1,5 ml, dinginkan.
Tambahkan 10-20 mg (20 ekor) larva.
Homogenkan selama 10 detik. Tambahkan
17,5 pl protein kinase K ke dalam
campuran. Selanjutnya diinkubasi selama
15-30 menit dalam suhu 65 C. Tambahkan
3 upl RNAase solution, homogenkan.
Diinkubasi 30 menit 37°C. Diamkan pada
suhu ruangan selama 5 menit. Tambahkan
200 I protein presipitation solution.
Vorteks selama 20 detik. Dinginkan
sampel pada es selama 5 menit.
Sentrifugasi 13.000 rpm selama 4 menit.
Sementara itu, siapkan 600 pl isopranol ke
dalam tabung 1,5 ml baru. Pindahkan
supernatan ke dalam tabung yang telah
diisi isopropanol tersebut. Aduk perlahan
sampai terbentuk benang putih.

Sentrifugasi 13.000 rpm selama 1 menit
pada suhu ruang. Buang supernatan,
kemudian tambahkan etanol 70% pada
suhu ruang. Sentrifugasi 13.000 rpm
selama 1 menit pada suhu ruang. Hisap
etanol pakai mikropipet, sisa etanol
menggunakan Kkertas saring. Keringkan
pelet dalam suhu ruangan selama 10-15
menit. Larutkan pelet DNA dengan 100 pl
DNA dehydration solution. Inkubasi
sampel pada suhu 650C selama 1 jam (atau
40°C selama 24 jam). (2) Fragment gen
diamplifikasi dengan PCR menggunakan
primer 1le1016r/ Val1016f/ 1le1016f/
Gly1016r/ Val1016f/ Gly1016f.

Kondisi PCR terdiri dari tahap
denaturasi Awal selama 12 menit pada
95°C dan tahap 39 siklus Denaturasi
selama 20 detik pada 95°C, annealing 60
detik pada 60°C, dan elongation 30 detik
72°C, tahap terakhir Tahap Ekstensi
Tambahan 5 menit pada 72°C. (3) Produk
PCR selanjutnya dielektroforesis pada
agarose 2% gel Tris/Borate/
Ethylenedaminetetraacetic acid (EDTA)
buffer (TBE buffer, 89 mM Tris, 89 mM
boric acid, 2 mM EDTA). Gels di-running
selama 90 menit pada 80 volt, dan
dievaluasi dibawah sinar UV (300 nm).
Sampel yang mengandung produk PCR
berada pada berat basa masing—masing 82
bp dan 60 bp. Master mix terdiri dari 5 uL
DNA template, 24 pL ddH,0O, Go Taq 10
uL dan masing-masing 1 L primer
Ile1016r/ Val1016f/ 1le1016f/ Gly1016r/
Val1016f/ Gly1016f.

HASIL

Deteksi mutasi diukur dengan
menggunakan alat biomolekuler dengan
hasil akhir pengoperasian alat berupa
tampilan  pita (berat basa) pada
elektroforesis.
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Marker (- Bukit Sukarami Ilir

Kecil Timur I

100 bp

82 bp

50 bp

Vall016lle

Gambar 1.

Keterangan:

Tulisan Horizontal pada bagian atas
yaitu: Bukit Kecil, Sukarami dan Ilir
Timur 1, menunjukkan nama tempat
dimana sampel nyamuk diambil
Tulisan 50 dan 100 bp menunjukkan
berat pasangan basa; 82 bp adalah
spesifik untuk berat pita
mutan/nyamuk resisten

Dari gambar di samping, terdapat satu
pita (band) dengan berat basa 82

Bukit Sukarami Ilir
Kecill Timur I M

Gambar 2.

Keterangan:
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Tulisan Horizontal pada bagian atas
yaitu: Bukit Kecil, Sukarami dan Ilir
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Timur 1, menunjukkan nama tempat
dimana sampel nyamuk diambil

- Tulisan 50 dan 100 bp menunjukkan
berat pasangan basa; 60 bp adalah
spesifik untuk berat pita wild/nyamuk
suseptible;

- Dari gambar di samping, terdapat satu
pita (band) dengan berat basa 60

PEMBAHASAN
Mekanisme insektisida  sintetik
piretroid bekerja pada sistem syaraf

serangga yaitu menghambat akson pada
kanal ion sehingga terjadi aksi potensial
yang terus menerus.”® Sintetik piretroid
mengikat protein voltage-gated sodium
channel (VGSC) yang mengatur denyut
impuls syaraf. Akibatnya impuls syaraf
akan mengalami stimulasi secara terus
menerus dan mengakibatkan serangga
mengalami hipereksitasi (kegelisahan) dan
konvulsi (kekejangan).

Deteksi resistensi insektisida sintetik
piretroid secara uji molekuler diketahui
melalui dua cara yaitu perubahan enzim
detoksifikasi dan perubahan target site,
voltage-gated sodium channel (VGSC).
Deteksi enzim detoksifikasi yaitu deteksi
mutasi titik gen yang menyebabkan
peningkatan kadar enzim yang
mendetoksifikasi insektisida (resistensi

metabolik).
NORMAIL
n ‘with Gate shuts down Na+ travel inside to
Na+ entering narve allow cell to reset far next neural impulse
/Na+ Na+
i ticidk Gate carnot shust, Na+ continues to travel

into cell, nave canot reset itsell

O @@t

Gambar 3. Cara Kerja Sintetik Piretroid pada
VGSC."
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Tiga enzim yang berhubungan dengan

detoksifikasi  insektisida antara lain
cytochrome P450 monooxygenases
(P450s)°,  glutathione  S-transferases

(GSTs)!® dan  carboxy/cholinesterases
(CCEs)™. Dan deteksi resistensi target
site, gen VGSC. Mutasi VGSC pertama
kali diidentifikasi pada L1014F domain II
S6 gen VGSC Musca domestica, dimana
kodon pengkode leusin disubsitusi oleh

fenilalanin.'® Deteksi mutasi yang sering
diteliti pada Aedes aegypti adalah
Vall016lle, vyaitu perubahan kodon
pengkode valine menjadi isoleucine. Pada
mutasi Vall016lle terjadi transisi basa
guanin dengan adenin pada susunan GTA
menjadi ATA pada populasi Ae. aegypti di
Brazil.!

Gambar 4. Struktur Voltage-gated Sodium Channel*’

Penelitian  resistensi insektisida
sintetik piretroid secara biomolekuler
sebelumnya di Palembang® mendapatkan
tidak adanya titik mutasi pada gen VGSC
Ae. aegypti. Titik mutasi yang diperiksa
saat itu adalah F1534C, yang tidak
mengekspresikan gen mutasi sebagaimana
yang terjadi pada Ae. aegypti Australia di
Kepulauan Cayman.? Sampai saat ini
telah ditemukan 26 titik mutasi yang
berhubungan dengan resistensi VGSC
namun pada titik yang berbeda pada
masing-masing serangga, dan pada Ae.
aegypti diketahui mutasi gen terjadi pada
tujuh titik, yaitu: (1) llel011Met; ATA
pada kodon pengkode isoleusin berubah
menjadi ATG (metionin)®; (2) 1le1011Val,
ATA pada kodon pengkode isoleusin
berubah menjadi GTA (valin).?? ; (3)
F1552C, TTC pada kodon pengkode fenil

alanin berubah menjadi TGC (cysteine)?*;
(4). F1534C, TTC pada kodon pengkode
fenil alanin berubah menjadi TGC
(cysteine)®:;  (5) Vall023Gly, kodon

pengkode valine berubah  menjadi
glycine®*;  (6) Vall016Gly, kodon
pengkode valine berubah  menjadi

glycine.>?%; (7) F1023C, TTC pada kodon
pengkode fenilalanin berubah menjadi
TGC (cysteine).?

Lanjutan penelitian resistensi
insektisida secara  biomolekuler  di
Palembang dilanjutkan dengan pengujian
titik lainnya, vyaitu Vall016lle dan
Vall016Gly. Pada mutasi Vall1016Gly
terjadi transisi basa timin dengan guanin
pada susunan GTA menjadi GGA,
sebagaimana didapatkan pada populasi di
Thailand®® dan Vietnam.?* Terjadinya titik
mutasi pada gen Vall016lle terlihat
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dengan adanya gambaran satu pita (band)
dengan panjang 82 bp (resisten homozigot)
atau dua pita dengan panjang 82 bp dan
102 bp (resisten heterozigot). Sementara
wild type (suseptibel) akan tampak satu
pita dengan panjang 102 bp. Sedangkan
bila terjadi titik mutasi pada gen
Vall016Gly terlihat dengan adanya
gambaran satu pita dengan panjang 80 bp
(resisten homozigot), atau dua pita dengan
panjang 80 bp dan 60 bp (resisten
heterozigot). Sementara wild type akan
tampak satu pita dengan panjang 60 bp.
Penelitian kali ini mendapatkan hasil
temuan titik mutasi untuk gen Val1016lle
VGSC Ae. aegypti dan tidak ada titik
mutasi untuk gen Val1016Gly.

KESIMPULAN

Dari  hasil penelitian uji  diagnostik
molekuler ditemukan mutasi gen VGSC
pada titik VVal1016lle; sebagai pembuktian
mekanisme resistensi yang bersifat target
site insektisida sintetik piretroid pada
vektor dengue, Ae. aegypti di Palembang.

Penelitian molekuler memberikan
alternatif ~ uji  diagnostik  resistensi
insektisida sintetik piretroid lanjutan,

terutama pada daerah dengan kejadian
DBD tinggi namun uji diagnostik biokimia
yang negatif (masih suseptibel). Hasil
penelitian dapat menjadi masukan bagi
instansi kesehatan untuk pilihan kebijakan
strategi pengendalian vektor.
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