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Abstract

Aedes asgypli is a vector of several dangerous dissase, for example is the dengue virus.
Hundreds of millon peopie are suffered with dengue fever every year In almost & hundred nations
woddwfde. One way to reduce the dissemination of the virus is to controf the population of the
mosquitoes. Insecticides was successful in eliminating In the past but unfortunately the
resistance against this chemical has ocoured recently. Insecticides resistance was first
discovered happen with DDT in 1955, followed by Temephos and last the synthetic pyrethroid.
The synthetic pyrethroid resistance can be detected with two ways, which is the detection In
enzyme and the mutation in natrium voltage gated channel. Detection in enzyme means to detect
the raise of the detoxicifation quantity in neutralizing the insecticide effect, it can be done in
blochemical assay and molecular assay. Detection in mutation of natrium volfage gated channel
mearns fo detect the receptor mutation of the insecticide site, it can only be done with molecular
assay. This research is conducted to defermine whether there Is a mutation In Palembang Aedes
aegyply mosquitoe. The population research has taken Iri three sub district of Palembang, with
the number of sample approximataly two hundred mosquitoes. The idantification of larvae took
place In Parasitology Laboratory Medical Faculty of Sriwijaya University and the identification of
mutation took place in Balai Besar Laboratorium Kesehatan Pafembang. The results showed that
there Is no mutation detected, the PCR methode. that been used showed there was no mutant
band arise. It can be concluded that the resistance of synthetic pyrethroid has not been found.
Following research should be atfempt with another proven primers that would able fo dstect the
insecticide resistance, or the following sophisticated rasearch that could detect a new point of
mutation.
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The Detection of Point Mutation in Voitage Gated Sodium Chanel Gene using Polymerase
Chaln Reaction in Reslstant Synthetic Pyrethroid Aedes aegypti
in Palembang

Abstrak

Aedes aegypti adalah vektor penyakit berbahaya beberapa, misainya adalah virus dengue.
Ratusan orang dalam sejuta penduduk menderita demam berdarah setiap tahun di hampir
seratus negara di seluruh dunia. Salah satu cara untuk mengurangi penyebaran virus adalah
mengontrol populasi nyamuk. Awalnya, insekiisida berhasil mengatasi, namun resisetensi
terhadap bahan kimia telah terjadi baru-baru inl. Resistensi insektisida DDT pertama Kali
ditemukan terjadi pada tahun 1955, diikuti oleh temefos dan terakhir piretroid sintetis. Hambatan
piretroid sintetik dapat dideteksi dengan dua cara, deteksi dalam enzim dan mutasi dalam
saluran natrium gated tegangan. Deteksi dalam enzim berarli untuk mendeteksi kenaikan
kuantitas detoxicifation dalam menetralisir efek insektisida, dapat dilakukan dalam uji biokimia
dan ujti molekuler. Deteksi mutasi dalam saluran natrium gated tegangan berarti uniuk
mendeteksi mutasi reseptor dari situs insektisida, hanya dapat dilakukan dengan uji molekuler.
Penelitian ini dilakukan untuk menentukan apakah ada mutasi Aedes aegypty di Palembang.
Penelitian populasi telah mengambil di tiga Kecamatan Palembang, dengan jumlah sampel
sokitar dua ratus nyamuk. ldentifikasi larva berlangsung di Laboratorium Parasitologi Fakultas
Kedokteran Universitas Sriwijaya dan identifikasi mutasi berangsung di Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Palembang. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada mutasi
terdeteksi, metode PCR yang digunakan menunjukkan ada yang tidak ada band mutan muncul.
Dapat disimpulkan bahwa periawanan sintetik piretroid belum ditemukan. Setelah penelitian
harus dengan upaya lain primer terbukti yang akan mampu mendeteksi resistensi inseklisida,
atau penelitian canggih berikut yang bisa mendeteksi titik baru mutasi.

Kata kunci: : Aedes aegypti, PCR, mutasi titik
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PENDAHULUAN

_ Aedes aegypli merupakan vektor dari berbagai patogen, termasuk diantaranya
virus dengue, demam kuning dan chikungunya. Virus dengue sebagai penyebab demam
berdarah dengue (DBD) telah menginfeksi dunia di lebih dari 100 negara dengan total
jumlah penderita lebih dari 100 juta orang per tahun'. Pemerintah Indonesia telah
menetapkan DBD dalam urutan ke empat Top Ten Health Problem?, dan pemerintah
Palembang pemah kewalahan oleh wabah tersebut pada bulan Maret sampai dengan
bulan April 1998°.

Salah satu upaya mengurangi penyebaran virus tersebut adalah dengan
mengendalikan populasi Ae. aegypfi mengingat sampai saat ini obat khusus dan
vaksinnya belum ditemukan. Upaya untuk mengendalikan Ae. aegypti sebagai vekior
tersebut antara lain melalui program pemberantasan sarang nyamuk (PSN) dan
penggunaan inseklisida, tetapi incidence rate beberapa tahun terakhir ini tetap sulit
diturunkan dan bahkan telah terjadi beberapa kejadian luar biasa®. Peningkatan kasus
tersebut karena telah terjadi resistensi insektisida pada vektor.

Resistensi insektisida pada Ae. aegypti mudah terjadi dan meluas di selurub
dunia. Bermula terhadap dichioro diphenyl trichloroetane (DDT) di Karibia pada tahun
1955%, lalu terhadap Temephos di Trinidad®. Resistensi juga terjadi pada sintetik
piretroid di Brazil”, Thailand® dan Indonesia®.

Resistensi vektor karena pemakaian insektisida bisa dideteksi melalui dua cara
yaitu melalui deteksi perubahan enzim dan mutasi gen voltage gated sodium channel
(VGSC). Perubahan enzim yang dimaksud adalah terdeteksinya 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)®. Dalam perkembangan selanjutnya telah ditemukan bahwa
kejadian resistensi tanpa adanya peningkatan enzim biokimiawi temyata telah terjadi*.
Hal tersebut telah mendorong para ahli untuk menemukan cara lain, yaitu menggunakan
uji molekuler. Uji tersebut mendeteksi resistensi sintetik piretroid pada Ae. aegypti
dengan cara menemukan mutasi titik gen VGSC sebagai target site tempat kerja
insektisida (resistensi target)™.

Berdasarkan penelitian Ahmad dkk (2009) telah terjadi resistensi Ae. agegypli di
Palembang secara metabolik, tetapi hasil penelitian Salim dkk (2009)"* menyatakan
sebaliknya, bahwa resistensi bukan bersifat metabolik. Penyebab hasil penelitian yang
kontroversi tersebut mungkin karena perbedaan penyebab resistensi yang terjadi.
Resistensi target diprediksi sebagai resistensi yang terjadi, karenanya periu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mendeteksi mutasi gen VGSC tersebut dengan
menggunakan polymerase chain reaction (PCR) pada Ae. aegypti di Palembang
sebagai pembuktian.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi kejadian mutasi pada VGSC
Ae.aegypti di Palembang. Dengan teridentifikasinya status resistensi Ae.aegypti, dapat
ditentukan penggunaan insektisida yang tepat.

BAHAN DAN METODE

Pengambilan sampel dilakukan di tiga kelurahan Palembang yang memiliki
incidence rate DBD tinggi dengan jumiah sampel dua ratus larva nyamuk. Tempat
identifikasi mikroskopis di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Unsr, tempat
Identifikasi molekuler dilakukan di Balai Besar Laboratoium Kesehatan Palembang.

Bahan dan alat yang digunakan berupa Ovitrap (penangkap larva nyamuk), Alat
Pemeliharaan Larva (Rearing); dan Alat Uji Biomoiekuler. Sedangkan metode yang
digunakan adalah ekstraksi DNA lalu direaksikan menggunakan primer yang dipilih lalu
diamplifikasi menggunakan Polymerase Chain Reaction guna mendeteksi mutasi yang
mungkin terjadi.

13



HASIL DAN PEMBAHASAN

Mutasi adalah kejadian perubahan asam nukleat yang berpengaruh pada ekspresi
protein sebagai pembentuk sel. Untuk mengetahui adanya mutasi yang menimbuikan
perubahan terhadap kekebalan insektisida, maka digunakan Primer dengan panjang bp
dan susunan yang spesifik.

Deteksi mutasi diukur dengan menggunakan aiat biomolekuler dengan hasil akhir
dari pengoperasian alat adalah berupa tampilan pita pada elektroforesis. Mutasi terjadi
apabila muncul pita mutan (Mt).

Control 350bp

Wild Type 231bp

Mutant 163bp

AaEx31P AaFEx3Twi

AgEX3 I mn Aaba310

K+ wt Mt K-

Gambar 1. Hasil identifikasi gen VGSC dengan metode PCR

Keterangan gambar. D5 dan D7 menunjukkan perbedaan jumiah DNA yang
digunakan, 5 dan 7 mikron, dimana dapat dilihat jumlah DNA yang lebih banyak
terlihat memiiki tebal pita yang lebih baik. K+ menunjukkan kontrol positif yang
menunjukkan berat urutan nukleotida spesifik Ae. aegypti. Wi, menunjukkan berat
urutan nukleotida rentan sedangkan Mt, menunjukkan berat urutan yang resisten.
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I\l/l Bukit Lama Talang Aman SakO Knv&i

n-pos. Wil r\po.: vmd K.pas wild

Gambar 2. Hasil PCR multipleks

Keterangan gambar; Tulisan horizontal bagian atas yaitu Bukit Lama, Talang Aman
dan Sako menunjukkan nama ternpat dimana sampel diambif. Tulisan 100, 200,
300, 400, dan 500 menunjukkan berat pasangan basa (berat basa 350 adalah
spesifik untuk pita positif identifikasi nyamuk Aedes aegypti, berat basa 2371 adalah
spesifik untuk pita wild/nyamuk rentan, dan terakhir 163 adalah spesifik untuk pita
mutan/nyamuk resisten). Pada penelitian ini disimpulkan tidak terjadi mutasi, baik
secara heterozigot ataupun homozigot (well mutan tidak dapat ditampilkan karena
keterbatasan well yang tersedia).

EF FF FC F( CC CC

- ---" - 350 by
23 bp
163 bp

Acuan penelitian deteksi mutasi pada penelitian ini adalah dengan mengambil
contoh penelitian sebelumnya, di Australia, dimana hasil penelitian menunjukkan terjadi
mutasi baik yang homozigot maupun heterozigot. Mutasi menyebabkan perubahan
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protein fenilalanin menjadi protein sistein pada kodon 1634, ditunjukkan dengan
berubahnya susunan TTC menjadi TGC di domain Il subunit 6.

Penelitian lainnya menyatakan mutasi dapat terjadi puia pada kodon 1016 terjadi
perubahan protein valine menjadi protein isoleucine, yaitu pada domain I, segmen 6.
Penelitian deteksi resistensi sintetik piretroid lain telah pula dikerjakan pada nyamuk
vektor malaria, Anopheles aconitus, dimana diketahui telah terjadi mutasi penyebab
resistesi pada kodon 1014 ', Sampel yang diambil di Lampung tersebut terbukti mutasi,
sehingga selanjutnya di daerah tersebut telah disusun ulang strategi pemberantasan
vektor dan peraturan daerah terkait insektisida yang tidak dapat digunakan lagi oleh
masyarakat. Kemungkinan penyebab tidak terekspresinya gen mutasi tersebut pada
penslitian di Palembang mungkin karena titik mutasi tidak berada pada titik tersebut.

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil penelitian tentang deskripsi kejadian mutasi titik Voltage Gated Sodium
Channel yang sebagai penentu terjadi atau tidaknya resistensi terhadap Insektisida
Sintetik Piretroid dinyataan tidak terjadi mutasi. Penelitian tentang mutasi sebagal
penyebab terjadi resistensi sintetik piretroid masih memerfukan penelitian lebih lanjut,
antara lain penelitian beberapa titik mutasi lain yang diketahui berhubungan dengan
kejadian resistensi sintetik piretroid untuk dicobakan kembali pada sampel Paiembang.
Dan atau penelitian analisis epidemiologi semua kejadian mutasi pada titk apa saja
yang banyak terjadi guna mendeteksi titik mutasi yang baru.
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