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ABSTRACT

Background: The incidence of dengue hemorrhagic fever (DHF) has increased significantly throughout the world
in the last decade. One of the challenges in eradicating DHF is the occurrence of vector resistance to insecticides.
This study aimed to looked at the mutation site of the VGSC codon F1534C Aedes aegypti on RT 5 & 6 Pancur
Pungah Village, Muara Dua District, Ogan Komering Ulu Selatan Regency as a marker of resistance.

Methods: The samples in this studied were larvae and pupae of Aedes aegypti. Larvae and pupae were bred into
F1 generation and then tested for susceptibility and followed by polymerase chain reaction (PCR).

Result: The results of the suscepbillity test carried out obtained mosquito mortality of 10.5% so it was categorized
resistant based on WHO criteria. Continued PCR test found no mutation point occurred in the VGSC gene mutation
point F1534C in Aedes aegypti. Therefore, the possibility of mutations in the VGSC gene is at another mutation
point.
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ABSTRAK

Latar Belakang: Kejadian demam berdarah dengeu (DBD) telah meningkat signifikan di seluruh dunia dalam
dekade terakhir. Salah satu tantangan dalam pemberantasan DBD adalah kejadian resistensi vektor terhadap
insektisida. Penelitian ini bertujuan untuk melihat titi mutasi gen VGSC kodon F1534C Aedes aegypti di RT 5 & 6
Kelurahan Pancur Pungah Kecamatan Muara Dua Kabupaten Ogan Komering Ulu Selatan sebagai penanda
terjadinya resistensi.

Metode: Sampel pada penelitian ini adalah larva serta pupa nyamuk Aedes aegypti. Larva dan pupa dibiakkan
menjadi generasi F1 lalu dilakukan uji suscepbillity dan dilanjutkan uji polymerase chain reaction (PCR).

Hasil: Hasil penelitian pada uji suscepbillity yang dilakukan didapat kematian nyamuk sebesar 10,5% sehingga
dikategorikan resisten berdasarkan kriteria WHO. Dilanjutkan uji PCR didapat tidak terjadi titik mutasi pada gen
VGSC mutasi titik F1534C pada Aedes aegypti. Oleh karena itu, kemungkinan terjadinya mutasi pada gen VGSC
berada pada titik mutasi yang lain.

Kata kunci: Mutasi, Aedes aegypti, F1534C
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Pendahuluan

Penyakit demam berdarah dengue (DBD)
yang
ditemukan di daerah tropis. DBD ditularkan oleh

merupakan penyakit sangat mudah
gigitan nyamuk Aedes aegypti kepada manusia.
Banyak reaksi yang ditimbulkan salah satunya
pendarahan dan syok sehingga menyebabkan
angka kematian menjadi cukup tinggi.*3

Kejadian DBD telah meningkat secara
dramatis di seluruh dunia dalam beberapa dekade
yang
meningkat dari 2,2 juta pada 2010 menjadi 3,2
juta pada 2015.
menunjukkan 390 juta infeksi DBD per tahun.
Pada tahun 2018, DBD juga dilaporkan dari
Bangladesh, Kamboja, India, Myanmar, Malaysia,
Pakistan, Thailand,

Diperkirakan 500.000 orang dengan DBD berat

terakhir. Jumlah  kasus dilaporkan

Satu perkiraan baru-baru ini

Filipina, dan Yaman.
memerlukan rawat inap setiap tahun, dan dengan
perkiraan 2,5% kasus kematian, setiap tahun.?°
Sedangkan di Indonesia angka DBD sejak tahun
1968 telah terjadi peningkatan jumlah kasus DBD,
pada tahun 1968 hanya 58 kasus menjadi
158.912 kasus pada tahun 2009.” Hal ini
diperkuat dengan kejadian penyakit DBD per 1
Februari 2019 tercatat 15.132 kasus dengan
angka kematian mencapai 145 jiwa di seluruh
Indonesia. Provinsi dengan kasus DBD dan
kematian akibat DBD paling tinggi saat ini adalah
Provinsi Jawa Timur dengan 3.074 kasus dan 52
kematian.® Untuk Sumatera Selatan tercatat 1449
kasus DBD dengan angka kematian 7 kasus.!
Sampai dengan Februari 2019, menurut Direktur
Penyakit Tular Vektor dan Zoonotik Kemenkes
tercatat 11,280 kasus DBD di 22 provinsi di
Indonesia dan beberapa diantaranya berstatus
Biasa (KLB).
kematian sebesar 110 jiwa, Indonesia termasuk

Kejadian Luar Dengan angka

kategori darurat DBD. Dinas Kesehatan Provinsi

Sumatera Selatan mencatat 486 kasus DBD dan
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empat diantaranya meninggal dunia.® Sebanyak
17 kasus terjadi di Kabupaten Ogan Komering Ulu
Selatan (OKUS) dan 2 orang meninggal dunia.??

Upaya pengendalian nyamuk yang
merupakan vektor penyakit ini perlu dilakukan
selain dengan tindakan pengobatan terhadap
penderita. Hal ini merupakan usaha yang penting
untuk menurunkan kasus yang diakibatkan oleh
nyamuk tersebut.!” Ikatan insektisida piretroid

terhadap VGSC memunculkan fenomena yang

dikenal dengan istilah  knockdown, yaitu
pergerakan yang cepat diikuti dengan
kelumpuhan dan kematian.’® Mekanisme

timbulnya resistensi terhadap piretroid adalah
perubahan struktur VGSC di susunan syaraf
pusat nyamuk sebagai target utama piretroid,
sehingga terjadi penurunan afinitas terhadap
insektisida. Salah satu titik mutasi Ae. aegypti
yang tersebar luas di seluruh Asia yaitu V1016G
dan F1534C.%*

Titik mutasi F1534C resisten terhadap
piretroid tipe | dan dilaporkan terdapat pada
banyak negara Asia, Amerika Latin dan Afrika.'!
Mutasi F1534C berada pada susunan TTC pada
kodon pengkode fenil alanin berubah menjadi
V1016G

adalah perubahan pada kodon pengkode valine

TGC (cysteine) sedangkan Mutasi

menjadi glycine dengan transisi basa timin
menjadi guanin pada susunan GTA menjadi
GGA.2

Ada tiga cara mendeteksi resistensi
sintetik piretroid menurut WHO vyaitu bioassay,
biokimia dan molekuler. Keberhasilan
mengendalikan vektor nyamuk tergantung pada

kerentanannya terhadap insektisida.®

Metode

Penelitian ini  merupakan penelitian
deskriptif dengan uji di lapangan. Penangkapan

larva Ae. aegypti akan dilakukan di semua Tempat
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Penampungan Air (TPA) yang berada di 100 buah
rumah yang berlokasi di Kelurahan Pancur
Pungah, Kecamatan Muara Dua,
OKUS, Provinsi

adalah seluruh larva dan pupa Ae. aegypti yang

Kabupaten
Sumatera Selatan. Populasi
berasal dari TPA yang berada di Kelurahan

Pancur Bunga, Kecamatan Muara Dua,
Kabupaten OKUS Provinsi Sumatera Selatan.
Pengambilan sampel dilakukan secara stratified
random sampling yaitu cara mengambil sampel
dengan mengkelompokkan rumah berdasarkan
jumlah gang dan dilanjutkan dengan simple
random sampling yaitu pengambilan sampel
secara acak tanpa membagi kelompok kembali.
Sampel yang diperoleh kemudian dibiakkan dan

identifikasi secara purposive sampling vyaitu

yang
memenuhi Kriteria inklusi dan eksklusi yang telah

berdasarkan  pertimbangan  sampel

ditetapkan oleh peneliti. Pengambilan sampel
dilakukan dengan mendatangi dan menyaring

sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi.

Kemudian dilakan proses rearing untuk

mendapatkan nyamuk dewasa betina generasi
F1.

Selanjutnya dilakukan uji kerentanan

aegypti
tersebut

nyamuk Ae. terhadap bahan akiif

insektisida menggunakan metode
standar WHO berbasis

Nyamuk betina dewasa Ae. aegypti non blood

impregnated paper.

umur 3-5 hari dimasukkan ke dalam tabung uji
yang dindingnya dilapisi impregnated paper
berbahan aktif insektisida tersebut. Nyamuk
dikontakkan selama 60 menit dan dicatat jumlah
nyamuk yang pingsan (knockdown) tiap 10 menit.
Pasca kontak, nyamuk di holding selama 24 jam
dan dihitung jumlah yang mati dan hidup. Setelah
pemaparan selama 1 jam pertama ditemukan
bahwa 100% nyamuk uji tidak mengalami pingsan
atau kematian dan hal tersebut berlanjut sampai

pada pengamatan pada 24 jam kemudian.
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Nyamuk
dilakukan

Polymerase Chain Reaction (PCR).

hasil uji susceptibility kemudian

elektroforesis menggunakan alat
Metode biomolekuler yang digunakan
berikut: DNA diisolasi

menggunakan metode Premiere Spesific Allel

adalah sebagai total
berdasarkan protokol penyelia. Sampel nyamuk
hasil uji bioassay tadi dilakukan proses pooling
dengan memisahkan nyamuk hidup dan nyamuk
mati dalam satu tabung effendorf. Dipisahkan per
individu dan ditambahkan larutan PbS 1x
sebanyak 300 pl dan divortex. Digerus dengan
pestles. Sampel yang ada dalam tabung effendorf
sebanyak 171 tabung effendord, diambil 30 pl tiap
sampel sebanyak 10 sampel lalu dimasukkan ke
dalam 1 tabung effendorf baru dan menjadi 1 pool
sampel ekstraksi. divortex kembali kemudian
disimpan di suhu -4°C untuk sampel yang belum
dilakukan ekstraksi DNA.

Tahap selanjutny dilakukan Isolasi
dengan menggunakan DNA Wizard Purification
Kit: Dimasukkan 600 ul nuclei lysis solution dalam
tabung 1,5 ml, dinginkan dalam es dan
dihomogenkan selama 10 detik. Ditambahkan
17,5 ul protein kinase ke dalam campuran, lalu
diinkubasi selama 15-30 menit dalam suhu 65°C.
Ditambahkan 300 I RNAase

dihomogenkan. Dan diinkubasi 15-30 menit pada

solution,

suhu 37°C. Didiamkan pada suhu ruangan
selama 5 menit. Ditambahkan 200 pl protein
presipitation solution pada suhu ruang, kemudian
atur waktu penggunaan vorteks pada kecepatan
tinggi selama 20 detik. Didinginkan sampel pada
es selama 5 menit. Disentrifugasi 13.000 rpm
selama 4 menit. Protein precipitated akan
berbentuk endapan pelet putih. Ditambahkan 600
pl isopranol ke dalam tabung 1,5 ml baru.
Dipindahkan supernatan ke dalam tabung yang
telah diisi isopropanol tersebut. Diaduk perlahan
sampai terbentuk benang putih. Disentrifugasi
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13.000 rpm selama 1 menit pada suhu ruang.
DNA akan terlihat seperti benang putih. Dibuang
supernatan, kemudian ditambahkan etanol 70%
pada suhu ruang. Disentrifugasi 13.000 rpm
selama 1 menit pada suhu ruang. Diambil etanol
pakai mikropipet, kemudian disaring sisa etanol
menggunakan kertas saring. Dikeringkan pelet
dalam suhu ruangan selama 10-15 menit.
Dilarutkan pelet DNA dengan 100 pl DNA
dehydration solution. Diinkubasi sampel pada
suhu 65°C selama 1 jam atau pada suhu 4°C
selama 24 jam.

Dibuat campuran master mix yang terdiri
dari Go Green Taq (Promega USA), 12,5 ul
ddH20, 3ul DNA cetakan (template) serta primer
oligonukleotida reverse (R) dan forward (F)
masing-masing 1ul, hingga volume total yang
didapatkan 25 pl. Kemudian dilakukan amplifikasi
DNA dengan menggunakan sepasang primer
spesifik alel. Amplifikasi dilakukan dengan
menggunakan mesin PCR Thermal cycler. Untuk
menentukan suhu

optimal amplifikasi,

sebelumnya akan dilakukan optimasi terlebih
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dahulu. Secara umum siklus PCR meliputi
predenaturasi, denaturasi, annealing, extension,

dan final extension

Hasil dan Pembahasan
Kabupaten OKUS merupakan wilayah

tinggi
ketinggian antara 45 sampai

dataran yang berbukit-bukit
1.643 mdpl.

Kabupaten OKUS yang terbentuk pada tahun

dengan

2004, memiliki wilayah administrasi yang terbagi

19 kecamatan.'? Sebagian besar wilayah

kecamatan merupakan dataran tinggi. Hanya 6
yang
Muaradua,

kecamatan saja relatif datar, vyaitu

Kecamatan Buay Rawan, Buay
Sandang Aji, Tiga Dihaji, Buay Runjung, dan
Runjung Agung.Wilayah tertinggi di Kabupaten
Ogan Komering Ulu Selatan adalah Gunung
Seminung di Kecamatan Banding Agung, dengan
ketinggian 1.888 meter dari permukaan laut.
Secara administratif yaitu Kecamatan Muaradua
sebagai ibu kota Kabupaten OKUS terdiri dari 9
(sembilan) desa, dan 5 (lima) kelurahan dengan

luas wilayah 26.195 Ha atau 261,95 km?."

..........

Buana Pemaca

Gambar 1. Titik Lokasi Pengambilan Sample Larva Aedes aegypti di Kecamatan Muara Dua Kabupaten OKUS
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Penelitian dilakukan di 100
penduduk di RT 05 dan RT 06 Kelurahan Pancur

Pungah Kecamatan Muara Dua Kabupaten

rumah

OKUS Provinsi Sumatera Selatan yang dapat
dilihat pada Gambar 1. Dari 100 rumah yang
didatangi, semuanya memiliki Tempat
Penampungan Air (TPA) yang dapat dijangkau
dan sebanyak 35 rumah ditemukan jentik nyamuk
berupa larva dan atau pupa.

Dari 100 buah rumah yang diteliti,
didapatkan hasil uji suscpetibility dengan jumlah
kematian setelah

nyamuk dilakukan  uji
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susceptibility selama 24 jam adalah 10,5% (Tabel
1.) . Sesuai dengan kriteria WHO (2016) sebagai
berikut:

a). Konfirmasi resisten jika kematian < 90%.

b). Kemungkinan resisten/toleran jika jumlah
kematian 90-97%

c). Dikatakan rentan terhadap insektisida jika
jumlah kematian 98-100%. dapat diketahui bahwa
telah

mengalami resisten terhadap permethrin 0,75%.
19

nyamuk pada lokasi penelitian ini

Tabel 1. Hasil Uji Nyamuk Ae. aegypti Betina Terhadap Permethrin 0,75%

Perlakuan Jumlah nyamuk Jumlah nyamuk yang mati setelah 24 jam
1 23 2
2 25 1
3 25 3
4 24 3
5 25 9
Kontrol | 25 0
Kontrol Il 24 0
Total 171 18

Hasil penelitian ini sesuai dengan temuan sedangkan untuk golongan  organofosfat

sebelumnya bahwa nyamuk Ae.

aegypti
menunjukkan hasil bahwa telah Ae. aegypti di
Semarang, Banyumas, Tegal, Blora, Surakarta,
Magelang, Yogayakarta, Sleman, Bantul dan
Salatiga telah resisten terhadap permetrin 0,75%
dengan prosentase kematian nyamuk 15% -—
65%.2! Penelitian lain menyatakan bahkan status
resisten juga ditemukan di Provinsi Jawa Tengah
terhadap insektisida golongan piretroid dengan
bahan aktif permethrin 0,75% dan deltamethrin
0,05%, namun masih sensitif terhadap golongan
organofosfat dengan bahan aktif malathion 5%.
Angka kematian atau mortalitas untuk golongan

piretroid kurang dari 80%, yaitu 17% dan 67%,

mencapai 100%.18

Ada 3 faktor yang mempengaruhi status

kerentanan beberapa serangga termasuk
nyamuk, yaitu: faktor genetik yaitu berupa gen
yang menyandi pembentukan enzim esterase,
yang dapat menyebabkan resistensi serangga
terhadap insektisida baik organofosfat atau
piretroid. Faktor genetik lainnya seperti adanya
(kdr)

serangga resisten terhadap DDT. Selanjutnya

gen knockdown resistence sehingga
faktor biologis, meliputi biotik karena pergantian
generasi melalui perkawinan monogami atau
poligami. Terakhir faktor operasional, meliputi

bahan kimia yang digunakan dalam pengendalian
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vektor baik golongan insektisida yang memiliki
kesamaan target dan sifat insektisida yang
insektisida

pernah digunakan, serta aplikasi

tersebut di lapangan meliputi cara aplikasi,
frekuensi dan lama penggunaan.’
tersebut

Berdasarkan kenyataan

kemungkinan resistensi terjadi karena
penggunaan insektisida dari golongan yang sama
secara berkelanjutan terutama dari insektisida
rumah tangga yang penggunaannya hampir
setiap hari. Kematian nyamuk pada tiap uji pada
tiap daerah berbeda menunjukkan hasil berbeda.
Selain penggunaan insektisida baik dari program
maupun rumah tangga untuk penanggulangan

nyamuk dewasa, keberadaan jentik nyamuk di

368bp o

-
232bp e -

Gambar 2. Hasil Elektroforesis Gen VGSC Titik F1534C pada Nyamuk Aedes aegypti di
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lingkungan masyarakat juga turut mempengaruhi
peningkatan kasus DBD ataupun status resistensi
di kabupaten/kota tersebut.®
hasil
titik
F1534C terdapat 2 pita yang terbentuk pada pada
titik F1534C yaitu dengan panjang 232 bp dan 368
bp. Panjang pita 368 bp menggambarkan kontrol

Kemudian berdasarkan

elektroforesis untuk gen VGSC mutasi

pita yang harus ada di titik tersebut sedangkan
panjang pita 232 bp menggambarkan titik F1534C
tanpa terjadinya mutasi yang dapat dilihat pada
Gambar 2. Hal ini menunjukkan bahwa nyamuk
Ae. aegypti di belum

tempat penelitian

mengalami mutasi pada titik F1534C.

Kelurahan Pancur

Pungah

Mutasi adalah kejadian berubahnya asam
nukleat yang berpengaruh pada ekspresi protein
sebagai pembentuk sel. Dalam pemeriksaan
dilihat

menemukan perubahan asam amino. Secara

laboratorium mutasi dapat dengan
invitro, mutasi dapat dipicu dengan pemberian
insektisida dosis non letal. Untuk mengetahui
adanya mutasi yang menimbulkan resistensi
insektisida, maka digunakan primer dengan
susunan dan panjang basa yang spesifik.

Perubahan fenilalanin menjadi sistein pada kodon

1534 ditunjukkan dengan berubahnya susunan
TTC menjadi TGC yaitu pada domain Il subunit
6.116 tidak dilakukan

sequencing untuk melihat urutan basa.

Pada penelitian ini
Pada penelitan di Australia diatas
memperlihatkan bahwa terjadi mutasi, baik yang
homozigot maupun heterozigot yaitu berupa
mutasi pada kodon 1534 mengubah fenilalanin
menjadi sistein.* Sedangkan pada penelitian yang
dilakukan di Kota Chiang Mai, Thailand

menunjukkan sering terjadi mutasi homozigot
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C1534. Sehingga tidak terekspresinya gen mutasi
pada penelitian sekarang karena titik mutasi
bukan berada pada titik tersebut.!* Pada
penelitian lain memperlihatkan tidak menunjukkan
adanya perubahan mutasi pada hasil PCR dan
sequencing di kodon 1534.8

Tidak terjadinya mutasi pada kodon 1534
di Kota Jiaxiang juga dialami oleh peneliti lain dan
mencoba menilai hubungan antara mutasi kdr
pada kodon 1534 dan resistensi pada alel F1534S
dan F1534L dianalisis secara terpisah. Mutasi
F1534S secara bermakna dikaitkan dengan
resistensi deltamethrin, tetapi mutasi F1534L
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
antara kelompok R dan S.° Hal inilah menjadi
dasar bahwa tidak terjadinya mutasi pada titik
F1534C tetapi ada kemungkinan bisa terjadi pada

titik lainnya.
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Kesimpulan

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari
penelitian ini yaitu telah terjadinya resistensi pada
uji susceptibility dengan jumlah kematian 10,5%,
namun tidak adanya titik mutasi yang terjadi pada
gen VGSC mutasi titik F1534C pada Aedes
aegypti di Kelurahan Pancur Pungah, Kecamatan
Muara Dua, Kabupaten Ogan Komering Ulu
Selatan. Memerlukan penelitian lebih lanjut
menggunakan primer lain yang bekerja pada titik
mutasi yang diketahui berhubungan dengan
kejadian resistensi sintetik piretroid. Penelitian
lanjutan untuk mengetahui apakah telah terjadi

mutasi pada tingkat enzim.
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