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ABSTRAK

Deteksi mutasi V1016G penting dilakukan untuk mengetahui mekanisme resistensi piretroid sintetik pada
populasi Aedes aegypti. Metode deteksi mutasi sebelumnya yang digunakan yaitu reaksi rantai polimerase
spesifik alel atau allele specific polymerase chain reaction (AS-PCR) menggunakan PCR konvensional.
Meskipun metode tersebut memiliki daya pembeda dan reproduktivitas yang tinggi, metode genotipe yang lebih
cepat dan lebih sensitif sangat penting untuk mendeteksi mutasi secara akurat. Penelitian bertujuan untuk
mengevaluasi penggunaan SYBR® Green real-time PCR dan analisis melting curve untuk mengidentifikasi
mutasi V1016G. Ekstraksi DNA genom nyamuk homozigot 1016G, heterozigot, dan wild type (1016 V)
menggunakan genomic DNA mini kit. SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix digunakan untuk
mengidentifikasi alel dengan real-time PCR mengikuti analisis melting curve dari amplikon. Analisis melting
curve diperoleh hasil yang dapat direproduksi untuk lokus yang diuji. Temperatur leleh mencapai 78,5 °C untuk
nyamuk homozigot 1016G dan 86 °C untuk nyamuk wild type, sedangkan nyamuk heterozigot menunjukkan dua
puncak temperatur leleh pada 78,5 °C dan 86 °C. Hasil melting curve yang mudah ditafsirkan dan dibedakan ini
konsisten dengan hasil AS-PCR yang diperoleh untuk alel yang sama. Aplikasi analisis melting curve untuk
skrining mutasi V1016G cepat dan dapat diakses secara luas, serta dapat diterapkan dalam kondisi lapangan.

Kata kunci: V1016G, Aedes aegypti, melting curve, rantai polimerase spesifik alel

ABSTRACT

Detection of V1016G mutation is important for identifying the mechanism of synthetic pyrethroid resistance in
Aedes aegypti population. The previous method has described an allele specific polymerase chain reaction (AS-
PCR) using conventional PCR to detect the mutation. Although the method has great differentiating power and
reproducibility, faster and more sensitive genotyping method is essential to accurately detect the mutation. This
study evaluate the used of SYBR® Green real-time PCR and melting curve analysis (MCA) to identify the
V1016G mutation. The collection of homozygous 1016G, heterozygous, and wild type (1016 V) mosquitoes DNA
genome was extracted using genomic DNA mini kit. The SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix was
used to identify alleles by real-time PCR followed melting curve analysis of the amplicons. Melting curve
analysis produced reproducible results for the loci tested. The melting temperature was reached at 78.5 °C for
homozygous 1016G mosquito and at 86 °C for wild type mosquito. Meanwhile, the heterozigous mosquito
revealed two peaks of melting temperature at both 78.5 °C and 86 °C. These easily interpretable and
distinguishable melting curve results were consistent with AS-PCR results obtained for the same alleles. The
described MCA application for screening V1016G mutation is fast and widely accessible also could be
implemented under field conditions.
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PENDAHULUAN

Pengendalian penyakit tular vektor seperti
demam berdarah dengue (DBD) di Indonesia
masih fokus pada pengendalian populasi
vektor yaitu nyamuk Aedes aegypti.! Aedes
aegypti selain sebagai vektor virus Dengue
juga dapat berperan sebagai vektor arbovirus
lainnya seperti virus Zika, virus Chikungunya,
dan virus demam kuning (yellow fever
virus).2® Pengendalian Ae. aegypti secara
ekstensif banyak dilakukan dengan
menggunakan  insektisida kimia  karena
memiliki efikasi tinggi dan relatif cepat untuk
mengendalikan populasi nyamuk tersebut.
Belum tersedianya obat anti-dengue dan vaksin
untuk menekan angka kejadian DBD juga
mendorong penggunaan insektisida kimia.
Hingga saat ini, penggunaan insektisida tetap
dianggap sebagai upaya paling efektif untuk
mengendalikan vektor dengue. Penggunaan
insektisida kimia diharapkan dapat menjaga
agar populasi vektor dengue di bawah ambang
batas dalam menyebabkan penularan penyakit
terutama ketika terjadi wabah.* Beberapa kelas
insektisida kimia sintetis telah banyak
digunakan dalam strategi pengendalian vektor
dengue di Indonesia terutama insektisida
berbasis piretroid seperti deltamethrin.?*
Piretroid banyak digunakan dalam
pengendalian vektor karena memiliki aktivitas
insektisida yang tinggi dan aksi yang cepat,
serta memiliki toksisitas yang rendah terhadap
mamalia.® Insektisida berbasis piretroid juga
mudah diperoleh dan sudah umum digunakan
olen masyarakat untuk perlindungan pribadi
atau pengendalian nyamuk di lingkungan
sekitar rumah.®

Pengendalian vektor menggunakan
insektisida kimia yang dilakukan secara terus
menerus pada waktu yang lama dapat
menyebabkan terjadinya resistensi vektor
target.” Resistensi Ae. aegypti terhadap
insektisida khususnya dari golongan piretroid
sudah banyak dilaporkan dan tersebar luas di
Indonesia.* Sifat resisten dari Ae. aegypti
tersebut dapat diturunkan ke generasi
selanjutnya, sehingga dapat meningkatkan
proporsi vektor resisten dalam populasi dan
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menjadi  penghambat  keberhasilan  dari
program pengendalian vektor.?

Berkurangnya kerentanan Ae. aegypti
terhadap insektisida sudah sering dilaporkan,
terutama terkait dengan dua mekanisme utama
resistensi  insektisida yaitu detoksifikasi
metabolik dan mutasi pada lokasi target.
Ekspresi berlebih pada gen yang termasuk
dalam keluarga enzim detoksifikasi seperti
esterase, glutathione-s-transferase (GST), dan
sitokrom P450 oksidase juga telah dilaporkan
pada Ae. aegypti yang resisten terhadap
insektisida dari berbagai lokasi geografis.
Resistensi ~ enzimatik  dicapai  melalui
peningkatan regulasi atau produksi berlebihan
konstitutif enzim detoksifikasi. Enzim tersebut
akan dengan cepat memetabolisme dan
mendetoksifikasi insektisida atau dengan
sekuestrasi, sehingga dapat menghambat atau
mencegah  insektisida  mengikat  situs
targetnya.®®

Mekanisme resistensi Ae. aegypti yang
kedua yaitu melalui mekanisme knockdown
resistance atau kdr vyaitu resistensi akibat
seleksi insektisida yang tidak dapat diatasi oleh
inhibitor metabolik, seperti piperonil butoksida
(PBO). Mekanisme tersebut umumnya
disebabkan adanya mutasi titik tunggal pada
gen yang mengkode protein yang menjadi
target senyawa insektisida.’® Insektisida
piretroid merupakan neurotoksin yang bekerja
dengan cara mentarget dan mengikat gerbang
dari voltage-gated sodium channels (VGSC)
yang terletak pada membran neuron.%!
Adanya ikatan tersebut menyebabkan saluran
VGSC tetap dalam keadaan terbuka dan aktif
sehingga potensial aksi terjadi secara terus
menerus.'*  Hal tersebut mengakibatkan
serangga target mengalami  kelumpuhan
dengan cepat dan kematian atau yang dikenal
dengan knockdown.®* Mutasi pada beberapa
titik telah diidentifikasi pada gen voltage-gated
sodium channels (Vgsc) dari populasi Ae.
aegypti yang resisten piretroid di seluruh
dunia.®!? Salah satu jenis mutasi yang sering
terlibat dalam resistensi piretroid pada Ae.
aegypti yaitu mutasi pada dua kodon V1016G
atau V10161 dan F1534C yang dapat bertindak
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secara multiplikasi, terutama dalam kombinasi
dengan mutasi tambahan S989P.8 Jika terdapat
mutasi titik tertentu pada gen VGSC, transversi
asam amino yang dihasilkan  dapat
menurunkan  sensitivitas  saluran  natrium
terhadap pengikatan piretroid. Hal tersebut
juga dapat mengubah konformasi saluran
natrium dan dapat menyebabkan saluran tetap
tertutup dan tidak aktif.8

Deteksi mutasi V1016G penting dilakukan
untuk mengidentifikasi mekanisme resistensi
piretroid sintetik pada populasi Ae. aegypti.
Metode sebelumnya yang dapat digunakan
untuk mendeteksi mutasi yaitu dengan allele
specific polymerase chain reaction (AS-PCR)
menggunakan PCR konvensional 1013
Meskipun metode tersebut memiliki daya
pembeda dan reproduktivitas yang besar,
metode genotiping yang lebih cepat dan lebih
sensitif sangat penting untuk mendeteksi
mutasi secara akurat. Kerugian menggunakan
PCR konvensional adalah sulitnya proses
interpretasi ketika pita tampak tipis. Melting
curve analysis (MCA) yang dikombinasikan
dengan real-time PCR mulai dikembangkan
pada Tahun 1997. Dalam high resolution DNA
melting analysis (HRM atau HRMA), melting
curve dapat terjadi dari pendaran dye yang
muncul ketika terbentuk untai ganda DNA.
Analisis ini dapat digunakan untuk mendeteksi
single nucleotide polymorphisms (SNPs) serta
adanya insersi atau delesi pada fragmen DNA
yang teramplifikasi. Analisis high resolution
melting (HRM) membentuk profil melt curve
DNA vyang spesifik and sensitif untuk
membedakan variasi asam nukleat sehingga
bisa digunakan untuk mendeteksi mutasi
ataupun mengidentifikasi variasi genetik yang
lain. Beberapa pemanfaatan analisis melting
curve menggunakan HRM diantaranya adalah
untuk identifikasi kapang, diferensiasi spesies
mikobakterium, identifikasi spesies atau strain
bakteri, penelitian genetika tumbuhan, dan
analisis bahan pangan.'* Dengan menggunakan
teknik ini, deteksi adanya perbedaan susunan
asam nukleat dapat dilakukan tanpa melalui
proses sekuensing yang memerlukan biaya
sangat besar untuk dilakukan di negara

berkembang. Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi penggunaan SYBR® Green real-
time PCR dan MCA untuk mengidentifikasi
mutasi V1016G dengan melihat perbedaan
melting curve yang diharapkan interpretasi
mutasi dapat dilakukan dengan lebih mudah
dan cepat.

METODE

Sebanyak 10 nyamuk Ae. aegypti (5
nyamuk rentan dan 5 nyamuk resisten) yang
diperoleh dari bahan biologi tersimpan (BBT)
di Laboratorium Entomologi Balai Litbangkes
Banjarnegara dilakukan proses genotiping.
Nyamuk rentan adalah nyamuk yang mati
setelah  dipaparkan  dengan insektisida
golongan sintetik piretroid, adapun nyamuk
resisten adalah nyamuk yang tetap hidup
setelah  dipaparkan  dengan insektisida
golongan sintetik piretroid. DNA genom
setiap nyamuk diekstraksi menggunakan
protokol genomic DNA mini kit (Geneaid).*®

Genotiping Menggunakan V1016G AS-PCR

Setiap reaksi PCR dilakukan dalam
volume 25 ul yang terdiri dari 2x buffer PCR
(Promega), primer forward 0,25 uM (5'-
ACCGACAAATTGTTTCCC-3"), 0,125 uM
setiap primer reverse spesifik untuk Gly (5'-
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGLCGGGGLC
AGCAAGGCTAAGAAAAGGTTAACTC-3")
atau Val (5'-
GCGGGCAGCAAGGCTAAGAAAAGGTTA
ATTA-3"), dan 25 ng DNA genom. Kondisi
siklus termal dimulai dengan langkah
denaturasi DNA awal selama dua menit pada
94°C, diikuti oleh 35 siklus PCR 30 detik pada
94°C, 30 detik pada 55°C, dan 30 detik pada
72°C diikuti dua menit pada 72°C untuk
ekstensi akhir. Produk amplifikasi PCR
dimasukkan ke dalam gel agarosa 4% dan
dijalankan selama 50 menit pada 100 V dalam
buffer TBE. Produk amplifikasi PCR dapat
dibedakan berdasarkan ukurannya (60 bp
untuk Val dan 80 bp untuk Gly).*°
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Analisis Melting Curve Menggunakan
Realtime PCR

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix digunakan untuk mengidentifikasi
alel dengan real-time PCR mengikuti MCA
dari amplikon membentuk sampel mutan
homozigot (80 bp), sampel mutan heterozigot
(80 bp dan 60 bp), dan sampel wild type (60
bp). Setiap reaksi PCR dilakukan dalam
volume 25 ul yang terdiri dari 2x buffer PCR
(Promega), primer forward 0,25 uM (5'-
ACCGACAAATTGTTTCCC-3'), 0,125 uM
setiap primer reverse spesifik untuk Gly (5'-
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGLGGGGLL
AGCAAGGCTAAGAAAAGGTTAACTC-3")
atau Val (5'-
GCGGGCAGCAAGGCTAAGAAAAGGTTA
ATTA-3"), dan 25 ng DNA genom. Kondisi
siklus termal dimulai dengan langkah awal
denaturasi DNA selama dua menit pada 94 °C,
diikuti oleh 35 siklus PCR 30 detik pada 94
°C, dan 30 detik pada 55 °C. Data yang
diperoleh dianalisis secara deskriptif.

HASIL
Hasil deteksi mutasi V1016G
menggunakan AS-PCR konvensional

ditampilkan pada Gambar 1.

Gambar 1. Gel Elektroforesis Hasil Deteksi
V1016G

Gambar 1 menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan panjang basa pada alel 1016 antara
nyamuk yang mengalami mutasi dan nyamuk
wild type. Hasil deteksi mutasi V1016G
dengan analisis melting curve menggunakan
real-time PCR ditampilkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Melting curve pada wild type (a),
mutan homozigot (b) dan pada mutan
heterozigot (c)

Gambar 2 menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan temperatur leleh pada alel 1016
antara nyamuk yang mengalami mutasi dan
nyamuk wild type. Temperatur leleh mencapai
78,5 °C untuk nyamuk yang tidak mengalami
mutasi (wild type) dan pada 86 °C untuk
nyamuk yang mengalami mutasi homozigot
1016G. Adanya perbedaan temperatur leleh ini
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menghasilkan melting curve yang memiliki
puncak yang berbeda. Adapun temperatur leleh
untuk nyamuk yang mengalami mutasi
heterozigot akan menghasilkan kurva yang
memiliki dua puncak yaitu pada posisi 78,5 °C
dan 86 °C. Terbentuknya kurva yang memiliki
puncak yang berbeda ini menggambarkan
bahwa terjadinya mutasi V1016G dapat
diinterpretasi dengan mudah menggunakan uji
real-time PCR.

Gambar 1 dan Gambar 2 menunjukkan
bahwa temperatur leleh yang dicapai pada
deteksi mutasi V1016G dengan analisis
melting curve menggunakan real-time PCR
selaras dengan hasil deteksi dengan AS-PCR
konvensional. Nyamuk yang mengalami
mutasi menghasilkan produk PCR yang lebih
panjang (80 bp) dibanding nyamuk wild type
(60 bp). Adapun nyamuk yang mengalami
mutasi heterozigot menunjukkan kurva yang
memiliki dua pita yaitu pada posisi 80 bp dan
60 bp. Demikian pula hasil deteksi mutasi
V1016G dengan analisis melting curve
menggunakan real-time PCR menunjukkan
bahwa nyamuk yang mengalami mutasi
menghasilkan melting curve dengan puncak
kurva yang lebih tinggi (86 °C) dibanding
nyamuk wild type (78,5 °C), sedangkan
nyamuk yang mengalami mutasi heterozigot
menunjukkan kurva yang memiliki dua puncak
yaitu pada posisi 86 °C dan 78,5 °C.

PEMBAHASAN

Terjadinya resistensi terhadap piretroid
sekarang ini menjadi kendala utama dalam
pengendalian nyamuk vektor penyakit.®
Sebanyak 12 mutasi titik pada VGSC terkait
dengan knockdown resistance (kdr) terhadap
piretroid telah teridentifikasi pada Ae. aegypti,
tetapi hanya lima mutasi yang secara
fungsional telah dikonfirmasi mengurangi
kepekaan VGSC nyamuk terhadap piretroid,
salah satunya V1016G/I1.*° Mutasi V1016G
merupakan salah satu dari tiga jenis mutasi kdr
(V1016G, F1534C, dan S989P) yang
terdistribusi luas dan terdeteksi pada populasi
Ae. aegypti resisten piretroid di Asia Tenggara,
termasuk Indonesia.®

Analisis melting curve saat ini telah
digunakan untuk genotiping dan skrining
mutasi dalam beberapa penelitian dan aplikasi
klinis lainnya.'®'’ Prinsip metode ini ketika
untai ganda DNA mengalami disosiasi pada
saat proses denaturasi, maka pendaran
fluoresens akan menurun. Kecepatan fragmen
DNA mengalami melting dipengaruhi oleh
susunan basa sekuen yang dianalisis.
Perbedaan melting curve yang muncul
mencerminkan adanya variasi genetik diantara
produk PCR. Kemampuan analisis HRM
untuk genotiping dan deteksi mutasi telah
banyak diuji dalam berbagai penelitian.**
Koleksi sampel nyamuk Ae. aegypti yang
digunakan dalam optimasi ini sebelumnya
telah dianalisis dengan AS-PCR menggunakan
gel agarosa konvensional. Kelemahan deteksi
menggunakan gel agarosa konvensional adalah
sensitivitasnya yang rendah. Jika pita DNA
yang terbentuk terlalu tipis maka interpretasi
menjadi sulit dilakukan.

Pendekatan eksperimental ini diterapkan
pada ketiga sampel nyamuk dengan mutasi
homozigous V1016G, mutasi heterozigous
V1016G, dan wild type. Pendekatan ini
akhirnya menghasilkan melting curve yang
mudah dibedakan. Hasil penelitian
menunjukkan adanya perbedaan melting curve
antara nyamuk yang tidak mengalami mutasi
dengan nyamuk yang mengalami mutasi baik
homozigot maupun yang heterozigot. Nyamuk
yang mengalami mutasi homozigot memiliki
temperatur leleh yang lebih tinggi dibanding
dengan nyamuk yang tidak mengalami mutasi.
Perbedaan temperatur leleh dapat terjadi
karena adanya perbedaan GC content dalam
suatu sekuen. Semakin tinggi kandungan GC
content dalam suatu sekuen, maka temperatur
lelehnya pun akan semakin tinggi. Hal ini pun
selaras dengan hasil deteksi mutasi V1016G
menggunakan AS-PCR konvensional, yang
menunjukkan bahwa nyamuk yang mengalami
mutasi homozigot memiliki jumlah basa yang
lebih banyak dibanding dengan nyamuk yang
tidak mengalami mutasi. Karena jumlah
basanya lebih banyak, maka kemungkinan
kandungan GC content pada sekuen produk
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PCR nyamuk yang mengalami mutasi lebih
tinggi  dibanding nyamuk vyang tidak
mengalami  mutasi. Hal inilah  yang
menyebabkan temperatur leleh nyamuk yang
mengalami  mutasi menjadi lebih tinggi
dibanding nyamuk yang tidak mengalami
mutasi.

Perbedaan temperatur leleh antara sampel
mutan V1016G dan wild type cukup besar
sehingga dapat dilakukan pengamatan dengan
mudah. Melting curve yang dihasilkan dapat
dijadikan penanda untuk membedakan nyamuk
yang mengalami mutasi V1016G baik yang
bersifat homozigot maupun heterozigot,
sehingga deteksi mutasi V1016G pada nyamuk
Ae. aegypti dapat dilakukan hanya dengan
mengamati melting curve yang terbentuk tanpa
harus melakukan sekuensing atau analisis
molekuler yang lain.

Mutasi yang melibatkan transversi valin ke
glisin di domain Il (V1016G) dikaitkan dengan
resistensi terhadap piretroid tipe 11° saat ini
tampaknya terbatas di Asia Tenggara,
termasuk Thailand,*!8 Indonesia,* Vietnam,?
dan Taiwan.?! Frekuensi alel 1016G ditemukan
0,23 pada penelitian sebelumnya di Thailand?®,
sedangkan di Indonesia meningkat dari 45%
menjadi 80% atau lebih dalam 10 tahun
terakhir.’® Hasil pengurutan menunjukkan
adanya transversi valin ke glisin pada posisi
1016 dalam domain 11 (V1016G).%

KESIMPULAN

Terdapat perbedaan puncak melting curve
hasil aplikasi MCA pada deteksi mutasi
V1016G antara nyamuk yang mengalami
mutasi homozigot, mutasi heterozigot, dan
wild type. Hal ini menunjukkan bahwa deteksi
mutasi V1016G menggunakan aplikasi MCA
mudah untuk diamati.

SARAN

Hasil optimasi melting curve untuk deteksi
mutasi V1016G ini dapat digunakan dalam
deteksi dini terjadinya resistensi Ae. aegypti di
suatu lokasi terhadap insektisida golongan
sintetik piretroid. Selanjutnya, perlu dilakukan
optimasi untuk jenis mutasi kdr yang lain agar
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dapat digunakan untuk melakukan deteksi
mutasi kdr secara lebih lengkap.
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