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ABSTRACT

Dengue viruses, globally the most prevalent arboviruses, are transmitted to humans by persistently infected
Aedes aegypty. Detection of Dengue viral RNA in mosquito thorax using Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) assay is an alternatives method for Dengue vector surveillance. The study aimed to test RT-
PCR technique to detection Dengue-3 in intrathoracally infected Ae. aegypti. The study design was experimental
with descriptive analytic using mosquitoes of Dengue Virus-3 were used as infectious samples and non-infected
adult Ae. aegypti mosquitoes were used as normal ones. The results shows the RT-PCR technique can detect
Dengue-3 viral RNA in intrathoracally Ae. aegypti at 5th ,6th and 7th days incubation.
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ABSTRAK

Virus Dengue merupakan salah satu arbovirus paling banyak tersebar di seluruh dunia yang ditularkan ke
manusia oleh nyamuk Aedes aegypti. Deteksi RNA virus Dengue pada thorax nyamuk Ae. aegypti menggunakan
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) merupakan salah satu metode alternatif yang dapat
digunakan untuk surveilans vektor Dengue. Penelitian ini bertujuan menguji teknik RT-PCR untuk pemeriksaan
virus Dengue-3 pada sampel nyamuk Ae. aegypti yang telah diinfeksi secara intrathorakal. Penelitian ini merupakan
jenis penelitian eksperimental dengan analisis secara deskriptif menggunakan nyamuk Ae. aegypti yang telah
diinfeksi virus Dengue-3 secara intrathorakal sebagai kelompok infeksius, sedangkan kelompok normal meng-
gunakan Ae. aegypti yang tidak diinfeksi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa teknik RT-PCR dapat mendeteksi
RNA virus Dengue-3 pada nyamuk Ae. aegypti yang diinfeksi secara intrathorakal mulai masa inkubasi hari ke-5,
6, dan 7.

Kata Kunci : Nyamuk, Aedes aegypti, Virus dengue-3, Polymerase chain reaction

PENDAHULUAN dengan Case Fatality Rate (CFR) 41%.! Demam
Berdarah Dengue disebabkan oleh virus Dengue
yang terdiri atas empat serotipe, yaitu Dengue-1,
Dengue-2, Dengue-3, dan Dengue-4. Dari
keempat serotipe tersebut Dengue-3 diketahui
merupakan serotipe yang paling dominan di

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan
salah satu penyakit infeksi yang masih menjadi
permasalahan kesehatan di Indonesia. Kasus DBD
dilaporkan pertama kali di Indonesia pada tahun
1968 di Surabaya dan Jakarta sebanyak 58 kasus

| 479



Indonesia. Vektor penular penyakit DBD adalah
nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus,
namun yang paling berperan dalam penularan
adalah nyamuk Ae. aegypti karena perilaku
hidupnya di dalam dan sekitar rumah sehingga
lebih memungkinkan kontak dengan manusia.>

Untuk mengetahui keberadaan virus Dengue
dalam tubuh nyamuk Ae. aegypti secara artificial
dibutuhkan prosedur standar. Injeksi intrathorakal
adalah suatu prosedur standar untuk memasuk-
kan suatu substansi, baik berupa senyawa
kimia maupun mikroorganisme dalam dosis
tertentu ke dalam tubuh serangga uji. Metode ini
telah dibakukan oleh Rosen and Gubler untuk
menginfeksikan virus Dengue ke dalam nyamuk
Ae. aegypti.’

Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) telah dikembangkan pada
sejumlah RNA virus dan berpotensi menjadi
metode alternatif untuk diagnosa laboratoris
Dengue. Metode ini diketahui cepat dan sensitif
untuk mendeteksi RNA virus pada sampel suspect
dengue, jaringan autopsi, dan nyamuk.* Beberapa
protokol pemeriksaan PCR untuk infeksi Dengue
telah berhasil distandarisasi, di antaranya adalah
protokol Yong, et al.?

Yong, et al.’ mengembangkan metode
multiplex RT-PCR. Forward conserved primer
didesain terhadap regio ’5-UTR (untranslated
region), dan empat reverse primer didesain untuk
mendeteksi area pada protein M dan C yang
spesifik terhadap serotipe DEN-1, DEN-2,
DEN-3, dan DEN-4. Penampilan diagnosis
metode tersebut sangat baik karena mempunyai
sensitivitas 98% dan spesifisitas 100% untuk
sampel darah manusia. Namun, protokol tersebut
belum pernah diujikan untuk sampel dari organ
nyamuk vektor. Penelitian ini bertujuan menguji
teknik RT-PCR menggunakan protokol Yong,
et al’ untuk pemeriksaan virus Dengue-3 pada
sampel nyamuk Ae. aegypti yang telah diinfeksi
secara intrathorakal.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan secara eksperimental
pada bulan Mei 2009 sampai dengan November
2010. Penentuan jumlah sampel dilakukan dengan
mengikuti formula Pusponegoro, dkk.°
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Dalam penelitian ini digunakan sampel
70 ekor nyamuk Ae. aegypti, 35 ekor nyamuk
Ae. aegypti yang diinfeksi buatan dengan virus
Dengue-3 secara intrathorakal sebagai sampel
infeksius dan 35 ekor nyamuk Ae. aegypti koloni
laboratorium yang tidak diinfeksi virus Dengue-3
sebagai sampel normal.

Optimasi

Dilakukan dua kali optimasi sebelum penelitian
dilakukan. Optimasi yang pertama untuk memilih
metode infeksi virus Dengue-3 ke dalam nyamuk
Ae. aegypti. Hasil optimasi menunjukkan metode
injeksi intrathorakal lebih efektif untuk mengin-
feksikan virus Dengue-3 ke nyamuk Ae. aegypti
dibandingkan dengan metode membrane feeding.
Hal ini dibuktikan dari hasil PCR yang diperoleh.
Nyamuk yang diinfeksi secara intrathorakal (inku-
basi lima hari) dapat dideteksi keberadaan virus
Dengue-3 menggunakan PCR secara individual.
Adapun nyamuk yang diinfeksi secara membrane
feeding (inkubasi 10 hari) belum dapat terdeteksi
keberadaan virus Dengue-3 menggunakan PCR
secara individual (data tidak ditampilkan).

Optimasi kedua dilakukan untuk menentukan
kit yang akan digunakan pada proses isolasi RNA
virus Dengue-3 dari nyamuk Ae. aegypti. Pada
kegiatan optimasi tersebut digunakan berbagai
jenis kit isolasi RNA antara lain 7rizol Invitrogen,
RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA), dan High Pure
Viral Isolation Kit (Roche, Germany). Dari
ketiga kit tersebut, yang berhasil digunakan untuk
mengisolasi RNA virus Dengue-3 dari organ
thorax nyamuk Ae. aegypti secara individual
adalah RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) dan High
Pure Viral Isolation Kit (Roche, Germany).
Adapun Trizol Invitrogen belum berhasil men-
gisolasi RNA virus Dengue-3 dari organ thorax
nyamuk Ae. aegypti secara individual (data tidak
ditampilkan). Selanjutnya, pada penelitian ini
digunakan High Pure Viral Isolation Kit (Roche,
Germany).

Pembuatan sediaan nyamuk Ae. aegypti
infeksius

Pembuatan sediaan nyamuk Ae. aegypti yang
terinfeksi virus Dengue-3 ini dilakukan oleh
tenaga teknis di Laboratorium Parasitologi



Fakultas Kedokteran UGM. Nyamuk yang telah
dipingsankan diambil dari dalam tabung kaca lalu
disuntik dengan supernatan kultur virus Dengue-3
menggunakan perangkat intrathorax injection.
Selanjutnya, nyamuk yang telah disuntik dima-
sukkan dalam paper cup dan dipelihara sampai
masa inkubasi yang diinginkan. Nyamuk infeksius
dipanen pada masa inkubasi 1, 2, 3, 4, 5, 6, dan 7
hari masing-masing sebanyak lima ekor.

Bagian thorax dari nyamuk uji diisolasi RNA
virus Dengue, kemudian diamplifikasi (diganda-
kan) dengan teknik RT-PCR. Uji ini menggunakan
supernatan sel C6/36 yang diinfeksi virus Den-
gue-3 sebagai kontrol positif, sedangkan kontrol
negatif adalah sediaan sel C6/36 yang tidak
diinfeksi virus Dengue. Hasil uji RT-PCR pada
organ thorax disebut positif mengandung virus
Dengue jika terdapat band 538 bp (base pair)®,

sedangkan disebut negatif jika tidak terdapat
band 538 bp.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pemeriksaan RT-PCR dengan metode
injeksi intrathorakal disajikan dalam Gambar 1.

Gambar 1 menunjukkan secara kualitatif
bahwa pemeriksaan Conventional One Step
RT-PCR dapat mendeteksi virus Dengue-3
pada nyamuk Ae. aegypti yang diinfeksi secara
intrathorakal mulai masa inkubasi hari ke-5. Hal
ini terlihat dari produk RT-PCR yang terletak pada
posisi yang sesuai dengan target yang dikehendaki
pada amplifikasi menggunakan primer Dcon dan
D3 (538 bp). Inkubasi hari ke-1, 2, 3, 4 pada
nyamuk yang diinfeksi virus Dengue-3 serta
nyamuk yang tidak diinfeksi virus Dengue-3 tidak
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L
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Gambar 1. Foto hasil elektroforesis produk RT-PCR dari sampel nyamuk 4e.aegypti yang
diinfeksi virus Dengue-3 pada gel agarose 1,5%. M: marker 100 bp ladder, P: kontrol
positif dari sel C6/36 yang diinfeksi virus Dengue-3, Lane 1-7: inkubasi masing-masing
nyamuk Ae. aegypti yang diinfeksi dari hari ke-1 sampai hari ke-7, Lane 8: nyamuk yang

tidak diinfeksi

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Virus Dengue-3 Menggunakan RT-PCR pada Nyamuk Ae. aegypti

Hasil RT-PCR
Inkubasi (hari) Jumlah sampel . . Infection rate (%)
Positif Negatif

0 (hari) tidak diinfeksi 35 0 35 0
1 hari 5 0 5 0
2 hari 5 0 5 0
3 hari 5 0 5 0
4 hari 5 0 5 0
5 hari 5 1 4 20
6 hari 5 4 1 80
7 hari 5 5 0 100
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terlihat adanya produk RT-PCR pada posisi 538
bp.®

Hasil pemeriksaan RT-PCR pada nyamuk
Ae. aegypti yang diinfeksi virus Dengue-3 secara
lengkap ditunjukkan pada Tabel 1, di mana terlihat
bahwa infection rate yang terbesar tercatat pada
masa inkubasi tujuh hari (100%). Untuk nyamuk
yang diinfeksi dengan masa inkubasi 1-4 hari
serta nyamuk yang tidak diinfeksi tidak terdeteksi
oleh RT-PCR. Pada pemeriksaan RT-PCR untuk
deteksi virus Dengue-3 pada nyamuk yang diin-
feksi secara intrathorakal, terdapat variasi dalam
volume RNA virus yang digunakan dan juga
siklus amplifikasinya.

Tabel 1 menunjukkan bahwa infection
rate yang paling tinggi dari hasil pemeriksaan
RT-PCR dicapai pada masa inkubasi tujuh hari.
Hal ini disebabkan karena pada hari ke-7 pasca-
inokulasi virus telah bereplikasi dalam tubuh
nyamuk sehingga titernya menjadi lebih tinggi.

Variasi volume RNA dan siklus amplifikasi
pada pemeriksaan RT-PCR untuk deteksi virus
Dengue-3 pada nyamuk Ae. aegypti disajikan
dalam Tabel 2.

Pada sebagian sampel meskipun telah
diinkubasi selama tujuh hari tetap membutuhkan
volume RNA yang lebih besar ataupun jumlah
siklus amplifikasi (penggandaan) yang lebih
banyak. Untuk sampel dengan masa inkubasi
1—4 hari telah dicoba untuk dilakukan presipitasi
RNA dan kemudian diuji PCR dengan volume
RNA 10 pL dan siklus amplifikasi sebanyak 35
siklus. Namun, hasil uji PCR pada sampel tersebut
tetap negatif.

Pada masa inkubasi lima hari, virus Dengue-3
dapat dideteksi dari satu sampel nyamuk infeksius

dengan volume RNA 10 pL. Dengan inkubasi
enamhari, virus Dengue-3 dapat dideteksi dari satu
sampel nyamuk infeksius dengan volume RNA 5
uL, satu sampel nyamuk infeksius dengan volume
RNA 8 pL. dan dua sampel nyamuk infeksius
dengan volume RNA 10 pL. Adapun pada masa
inkubasi tujuh hari virus Dengue-3 dapat dideteksi
dari tiga sampel infeksius dengan volume RNA
8 uL dan dua sampel nyamuk infeksius dengan
volume RNA 10 pL. Tidak terdeteksinya virus
Dengue-3 pada masa inkubasi tujuh hari dengan
volume RNA 5 uL dapat terjadi karena adanya
penurunan kualitas kultur virus sehingga tidak
dapat dideteksi oleh RT-PCR.

Beberapa protokol RT-PCR untuk deteksi
virus Dengue telah disusun, salah satu yang paling
awal dan digunakan secara luas adalah protokol
Lanciotti.* Pada protokol tersebut, digunakan
primer D1 dan D2 yang merupakan primer univer-
sal untuk virus Dengue karena dapat mengenali
keempat serotipe virus Dengue. Sepasang primer
ini akan melekat pada sekuen gen yang menyandi
protein M dan C, dan akan menghasilkan produk
PCR sepanjang 511 bp (base pair) untuk keempat
serotipe virus Dengue.

Adapun Type-Specific primer yang digu-
nakan adalah TS1, TS2, TS3, dan TS4. TSI,
TS2, TS3, dan TS4 merupakan susunan reverse
primer yang dapat mengenali serotype virus
dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3, dan DEN-4)
secara spesifik. Untuk mendeteksi masing-masing
serotype virus Dengue, digunakan forward primer
D1 dan reverse primer TS1, TS2, TS3, dan TS4.
Susunan primer inilah yang banyak digunakan
pada berbagai penelitian mengenai virus Dengue
terutama di negara-negara Asia Tenggara.’
Namun, telah dilaporkan juga bahwa penggunaan

Tabel 2. Variasi Volume RNA dan Siklus Amplifikasi dalam Uji RT-PCR

Jumlah nyamuk yang positif
Massa inkubasi (hari)
Vol RNA 5uL Vol RNA 8uL Vol RNA 10pL
0 hari (tidak diinfeksi) 0 0 0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 1
6 1 1 2
7 0 3 2
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primer ini terbukti kurang efektif untuk mende-
teksi virus Dengue. Reynes, et al.” melaporkan
bahwa primer D1 dan TS1 gagal mendeteksi
beberapa sampel darah yang terinfeksi Dengue-1.
Kegagalan ini disebabkan karena adanya mutasi
titik pada beberapa varian Dengue-1. Protokol
yang disusun Yong, ef al.’> memperbaiki protokol
Lanciotti, et al.?

Deteksi RNA virus Dengue-3 dari organ
thorak nyamuk Ae. aegypti pada penelitian ini
dilakukan menggunakan One step RT-PCR.
Thorak merupakan salah satu organ nyamuk yang
sel-selnya diketahui memiliki reseptor terhadap
virus Dengue.? Jittmittraphap et al.* menyatakan
bahwa dari hasil penelitiannya pada nyamuk Ae.
aegypti yang diinfeksi secara intrathorakal dengan
virus Dengue-2 terbukti bahwa RNA virus dapat
diisolasi paling banyak di organ thorax dengan
menggunakan Nucleic Acid-Sequenced Based
Amplification (NASBA).

RT-PCR merupakan salah satu tipe PCR
yang digunakan untuk mengamplifikasi (meng-
gandakan) sekuen asam nukleat yang berupa
RNA. Kestabilan rantai RNA jauh lebih rendah
dibanding rantai DNA.!° Terlebih lagi dalam hal
ini genom dari virus Dengue yang menjadi target
deteksi pada penelitian ini adalah RNA single
strand yang sangat mudah terdegradasi oleh
nuklease. Oleh karena itu, proses deteksi RNA pun
membutuhkan kecermatan yang lebih dibanding
deteksi DNA.

Secara umum, RT-PCR meliputi tiga tahap,
yaitu tahap reverse transcription, tahap denaturasi
dsDNA pada suhu 95°C, dan tahap sintesis DNA
dari primer yang dilakukan menggunakan enzim
Taq DNA polymerase yang thermostable dan
keberadaan dNTP. Pada tahap reverse transcrip-
tion (RT), RNA ditranskrip menjadi cDNA
menggunakan enzim reverse transcriptase dan
primer. Tahap ini sangat penting untuk keberhasi-
lan proses PCR karena enzim DNA polymerase
yang digunakan untuk menghasilkan amplicon
hanya dapat bekerja pada template yang berupa
DNA. Tahap reverse transcription (RT) ini dapat
dilakukan baik pada tabung yang sama dengan
PCR (one-step PCR) maupun pada tabung yang
berbeda dengan PCR (two-step PCR)."?

Pada penelitian ini digunakan metode one-
step RT PCR yang diketahui memiliki beberapa

kelebihan dibanding dengan two-step RT-PCR
di antaranya waktu pemeriksaan lebih singkat,
biaya lebih hemat serta meminimalisasi terjadinya
kontaminasi. Hal ini sangat menguntungkan
karena dapat memberikan informasi secara lebih
cepat pada petugas medis untuk memulai terapi
yang tepat. Di samping itu, keseluruhan kelebihan
ini membuat metode one-step menjadi metode
diagnostik yang lebih cepat, murah, dan efektif
untuk digunakan di negara-negara berkembang
yang merupakan daerah endemis infeksi Dengue.'!

Pada penelitian ini RNA virus Dengue-3
pada nyamuk infeksius dengan masa inkubasi
14 hari belum dapat terdeteksi menggunakan
RT-PCR. Yasmon, et al."> menyatakan bahwa
false negative pada pemeriksaan RT-PCR dapat
disebabkan karena jumlah partikel virus yang
terlalu rendah di dalam sampel. Hasil positif
antigen Dengue-3 dengan deteksi RT-PCR
mulai dapat terlihat pada inkubasi lima hari. Hal
ini menunjukkan bahwa teknik RT-PCR dapat
mendeteksi infeksi virus Dengue-3 pada nyamuk
Ae. aegypti secara lebih awal sebelum siklus hidup
virus dalam tubuh nyamuk berlangsung secara
sempurna. Foote, ef al."* menyatakan bahwa virus
Dengue memerlukan masa inkubasi paling sedikit
delapan hari di dalam tubuh nyamuk sebelum
dapat ditularkan dalam bentuk yang virulent
kepada inang manusia.

KESIMPULAN

Metode one-step RT PCR yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki beberapa kelebihan
dibanding dengan two-step RT-PCR. Kelebihan-
nya, yaitu waktu pemeriksaan lebih singkat,
biaya lebih hemat dan meminimalisasi terjadinya
kontaminasi sehingga membuat metode one-step
menjadi metode diagnostik yang lebih cepat,
murah, dan efektif untuk digunakan di negara-
negara berkembang yang endemik DBD.

Teknik RT-PCR menggunakan protokol
Yong, et al.’ dapat mendeteksi virus Dengue-3
pada nyamuk Ae. aegypti yang diinfeksi secara
intrathorakal mulai masa inkubasi hari ke-5, 6,
dan 7 pada volume RNA dengan variasi 5 uL
, 8 uL, dan 10 pL. Tidak terdeteksinya virus
Dengue-3 pada masa inkubasi tujuh hari dengan
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volume RNA 5 pL dapat terjadi karena adanya
penurunan kualitas kultur virus sehingga tidak
dapat dideteksi oleh RT-PCR
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