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RINGKASAN EKSEKUTIF

IDENTIFIKASI SEROTIPE VIRUS DENGUE PADA NYAMUK Aedes aegypti DAN
Aedes albopictus D1 KOTA SALATIGA DENGAN METODE RT-PCR

Disusun oleh:

Drh. Tika Fiona Sari, M.Sc

Demam berdarah dengue (DBD) atau dengue hemorrhagic fever (DHF) adalah suatu
penyakit yang disebabkan oleh virus dengue. Kasus DBD di Indonesia mengalami
peningkatan dari tahun 2005 sampai dengan tahun 2010. Pada tahun 2005 jumlah kasus DBD
sebesar 95.270 kasus dan dengan CFR 1,36%. Pada tahun 2006, tercatat 106.425 kasus DBD
dengan CFR 1,06% kemudian meningkat menjadi 140.000 kasus di tahun 2007, dengan CFR
0,98%. Tahun 2008 terjadi 137.469 kasus DBD dan CFR 0,86%, sedikit menurun pada tahun
2009 yaitu 77.489 kasus dan CFR 0,76%. Peningkatan kasus terjadi lagi pada tahun 2010 yaitu
148.560 kasus dengan CFR 0,87%'. Kota Salatiga merupakan salah satu wilayah yang tidak
pemah lepa.s dari kasus DBD tiap tahunnya. Jumlah kasus BDB di Salatiga berfluktuasi tiap
tahunnya. Tercatat pada tahun 2007 kasus DBD berjumlah 141 kasus, tahun 2008 berjumlah
72 kasus, tahun 2009 berjumlah 109 kasus, tahun 2010 meningkat menjadi 155 kasus, dan
menurun drastis pada tahun 2011 yaitu 13 kasus. Meskipun terdapat penurunan kasus, namun
berdasarkan data tahun 2011 masih terdapat sepertiga dari total kelurahan berstatus endemis
DBD.

Virus Dengue mempunyai empat serotipe yang dikenal dengan DEN-1, DEN-2, DEN-
3 dan DEN-4. Keempat serotipe memiliki manifestasi klinis yang berbeda dan infeksi oleh
lebih dari satu serotipe memiliki tingkat keparahan lebih tinggi dari infeksi oleh serotipe
tunggal®. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk membuksikan adanya virus serta mendeteksi
serotipe virus Dengue yang ada di kota Salatiga. Tujuan penelitian dicapai dengan tiga tahap,
pertama adalah melakukan survey jentk Aedes aegypti dan Aedes albopictus untuk
pengambilan sampel serta menentukan indeks jentik. Kedua adalah melakukan rearing jentik

menjadi nyamuk, dan tahap ketiga adalah mendeteksi serotipe virus dengan metode Reverse




Transcription- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Penelitian ini merupakan penelitian
deskriptif dimana sampel diambil secara purposif dengan memilih lokasi penelitian berdasar
endemisitas terhadap DBD serta berdasarkan laporan kasus DBD di wilayah tersebut.

Hasil identifikasi PCR virus Dengue pada tubuh nyamuk Aedes aegypti di lokasi
pengambilan Kelurahan Kutowinangun, Dukuh, dan Gendongan, yaitu pada kontainer di
dalam rumah. Sampel virus pada nyamuk terdeteksi sebagai serotipe DEN-2. Indeks jentik
keempat kelurahan menunjukkan lokasi tersebut beresiko sedang sampai tinggi terhadap
penularan DBD. Berdasarkan hasil identifikasi virus serta survei larva, Aedes aegypti sangat
potensial bertindak sebagai vektor DBD di Kota Salatiga. Adanya virus ditubuh vektor
memberikan peringatan dini untuk meningkatkan pengawasan pelaksanaan program
pengendalian vektor DBD di wilayah Kota Salatiga.



ABSTRAK

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit yang disebabkan oleh virus
Dengue. Virus Dengue terdiri atas empat serotipe yaitu DEN-1, DEN-2, DEN-3, dan DEN-4
yang memiliki tingkat manifestasi klinis yang berbeda. Demam Berdarah Dengue masih
menjadi masalah kesehatan di Indonesia, termasuk di dalamnya Kota Salatiga. Deteksi adanya
virus Dengue serta identifikasi serotipe dilakukan pada 4 Kelurahan di Kota Salatiga yaitu di
Kelurahan Dukuh, Tegalrejo, Gendongan, dan Kutowinangun. Survey larva dilakukan di 20
rumah di sekitar rumah kasus untuk pengambilan sampel jentik, mengetahui indeks jentik dan
pengambilan titik ordinat. Metode yang digunakan adalah Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) dengan dua tahap yaitu sintesis cDNA serta amplifikasi virus
Dengue dan tahap kedua adalah karakterisasi serotipe virus. Hasil RT-PCR positif pada
sampel Aedes aegypti dari hasil pengambilan jentik di Kelurahan Kutowinangun, Kelurahan
Dukuh, dan Kelurahan Gendongan. Nyamuk dari masing-masing Kelurahan tersebut
menunjukkan ukuran band 119 bp yang merupakan serotipe DEN-2. Indeks jentik
menunjukkan bahwa keempat kelurahan memiliki resiko terjadinya penularan DBD, didukung
oleh ditemukannya virus DEN-2 pada nyamuk Ae. aegypti memberikan waming terhadap
penularan DBD.

Kata kunci: Demam Berdarah Dengue, virus Dengue, RT-PCR

ABSTRACT

Dengue Haemorrhagic Fever (DHF) is a mosquito-borne viral disease caused by
dengue virus. There are four serotipe of dengue virus DEN-1, DEN-2, DEN-3, and DEN-4
which have different levels of clinical manifestations. Dengue fever remains a health problem
in Indonesia, including Salatiga. Detection and identification of dengue virus serotipe
performed at four sub district in Salatiga (Dukuh, Tegalrejo, Gendongan, and Kutowinangun).
Larval survey was conducted in 20 houses around the case to collect larvae and to determine
larvae index. The method used in this study is Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) with two steps of amplification. First amplification is synthesis cDNA and
second amplification is characterizing dengue virus serotipes. RT-PCR results showed positve
dengue virus in Aedes aegypti from Gendongan, Dukuh, and Kutowinangun. Mosquitoes pool
in each sub district showed 119 bp band which is characterized as DEN-2. Index larvae
showed that the four villages have a risk of dengue wansmission, supported by the discovery
of the virus in mosquitoes Ae.aegypti DEN-2 give wamning for dengue transmission.

Keywords: Dengue Haemorrhagic Fever, Dengue virus, RT-PCR
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1. PENDAHULUAN

a. Latar Belakang
Demam berdarah dengue (DBD) atau dengue hemorrhagic fever (DHF) adalah

penyakit yang disebabkan oleh virus dengue. Virus tersebut merupakan arbovirus dan
termasuk dalam Family Flaviviridae dan genus Flavivirusj Virus ini mempunyai empat
serotipe yang dikenal dengan DEN-1, DEN-2, DEN-3 dan DEN-4. Selama ini infeksi
virus dengue mempunyai tingkat manifestasi yang berbeda secara klinik, tergantung
dari serotipe virus dengue yang menyerang. Morbiditas penyakit DBD menyebar di
negara-negara tropis dan subtropis, di setiap negara penyakit DBD mempunyai
manifestasi klinik yang berbeda-beda.

Jumiah penderita DBD di Indonesia semakin meningkat. Pada tahun 2005,
Indonesia merupakan kontributor utama kasus DBD di Asia Tenggara dengan jumlah
kasus 95.270 dan 1.298 kematian. Pada tahun 2006, tercatat 106.425 kasus DBD
dengan 1132 kematian. DBD meningkat menjadi 140.000 kasus di tahun 2007, dengan
kematian mencapai 1599. Sedangkan tahun 2008 terjadi 101.656 kasus DBD dan 737
kematian. Kejadian DBD pada tahun 2005 mempunyai Case Fatality Rate (CFR)
sebésar 1,36%. Pada tahun 2006 CFR DBD sebesar 1,06%, sedangkan tahun 2007
CFR menjadi 1,01%. Adapun pada tahun 2008, sampai bulan September tercatat CFR
sebesar 0,73%.

Vektor utama penular penyakit DBD adalah nyamuk Ae. aegypti, sedang Ae.
albopictus sebagai vektor sekunder, tetapi yang paling berperan dalam penularan
adalah nyamuk Ae. aegypti karena perilakunya yang senang hidup di dalam dan sekitar
rumah, sehingga lebih banyak kontak dengan manusia. Adapun Ae. albopictus lebih
senang beraktivitas di luar rumah seperti di kebun-kebun, sehingga jarang kontak
dengan manusia.

Nyamuk betina akan terinfeksi virus Dengue apabila menggigit seseorang yang
mengidap virus (vircmia). Setelah virus dalam darah ikut terhisap masuk ke dalam
lambung nyamuk, virus akan mengalami replikasi pada jaringan lambung kemudian

bermigrasi melalui sel soelem ke sel neuron dan kelenjar saliva’.
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Gambaran ultrastruktur menunjukkan bahwa virus pertama kali mengalami
replikasi di usus tengah. Sesampai virus di haemocel dan haemolymph, virus menyebar
ke jaringan-jaringan antara lain sistem saraf, kelenjar saliva, usus depan, usus tengah,
badan lemak, sel-sel epidermis, ovarium dan bagian dalam dinding sel nyamuk. Virus
tidak dijumpai di muskulus, usus belakang dan tubuli malfigi®*.

Surveilans vektor DBD penting dilakukan sebagai salah satu usaha
pengendalian penyakit DBD. Namun selama ini kegiatan surveilan vektor DBD masih
terbatas pada survei larva, sedangkan pemeriksaan virus Dengue pada tubuh nyamuk
masih jarang dilakukan. Padahal dengan mengetahui keberadaan virus di tubuh
nyamuk vektor maka dapat dijadikan landasan pada Sistem Kewaspadaan Dini (SKD)
yang efektif untuk mencegah terjadinya KLB DBD’. Nyamuk dewasa lebih dipilih
karena nyamuk dewasalah yang memiliki kontak secara langsung dengan manusia dan
menyebabkan terjadinya penularan. Selain itu didukung pula oleh penelitian Misbah, et
al (2011) dimana derajat minimal infeksi virus (Minimum Infection Rate) pada
Ae.aegypti dewasa lebih tinggi secara signifikan dibandingkan pada larva ataupun telur
6

Beberapa tahun terakhir, telah dikembangkan metode baru untuk diagnosa
virus Dengue yaitu Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)".
Teknik RT-PCR diketahui memiliki sensitifitas yang tinggi, sehingga dapat
mendeteksi adanya RNA walaupun hanya dalam jumlah yang sedikit. Metode ini
diketahui cepat dan sensitif untuk mendeteksi RNA virus pada sampel penderita
tersangka dengue, jaringan autopsi maupun nyamuk®. Berdasarkan latar belakang
tersebut diatas maka penelitian ini akan melakukan identifikasi serotipe virus Dengue
yang ada dikelurahan endemis di kota Salatiga, karena selama ini belum pernah
dilakukan pemeriksaan serotipe virus Dengue pada nyamuk Ae. aegypti dan Ae.
albopictus di Salatiga. Data kasus DBD menurut Dinas Kesehatan Salatiga ada 109
kasus pada tahun 2009, 155 kasus pada tahun 2010 dan 13 kasus pada tahun 201 1l
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b. Permasalahan
Apakah keempat serotipe virus Dengue terdapat di kelurahan endemis di Kota

Salatiga?

2. TINJAUAN PUSTAKA
Penyakit DBD adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus Dengue-1,

Dengue-2, Dengue-3 dan Dengue-4, yang ditularkan oleh nyamuk Aedes aegypti dan
Aedes albopictus’®. Nyamuk Ae.aegypti merupakan vektor utama DBD. Nyamuk
dewasanya mempunyai ciri khas berupa warna dasar hitam dengan bintik-bintik putih di
bagian badan dan kaki. Bintik-bintik putih ini sebenamya merupakan sisik yang menempel
di bagian luar tubuh nyamuk. Pada bagian dorsal dada (mesonotum) Ae.aegypti terdapat
gambaran garis pusih lengkung kanan kiri dan di tengahnya ada 2 garis putih memanjang
yang menyerupai alat musik harpa'’.

Nyamuk betina akan terinfeksi virus Dengue apabila menggigit seseorang yang
mengidap virus (viremia). Setelah virus dalam darah ikut terhisap masuk ke dalam
lambung nyamuk, virus akan mengalami replikasi pada jaringan lambung kemudian
bermigrasi melalui sel soelem ke sel neuron dan kelenjar saliva’. Gambaran ulwastruktur
menunjukkan bahwa virus pertama kali mengalami replikasi di usus tengah. Sesampai
virus di haemocel dan haemolymph, virus menyebar ke jaringan-jaringan antara lain
sistem saraf, kelenjar saliva, usus depan, usus tengah, badan lemak, sel-sel epidermis,
ovarium dan bagian dalam dinding sel nyamuk. Virus tidak dijumpai di muskulus, usus
betakang dan tubuli malfigi®*.

Virus Dengue (DENV) dibagi menjadi empat serotipe berbeda antigen, yaitu DEN-
1, DEN-2, DEN-3, dan DEN-4. Infeksi virus terhadap manusia bisa jadi asimptomatik,
atau memanifestasi menjadi demam dengue (Dengue Fever), demam berdarah dengue
(Dengue Haemorrhagic Fever), atan Dengue Shock Syndrome (DSS). Faktor resiko untuk
manifestasi klinis DHF dab DSS telah dikaitkan dengan berbagai faktor meliputi infeksi
primer versus infeksi sekunder, serotipe dan genotipe spesifik, gender, dan usia. Namun
perhatian terbesar lebih difokuskan pada hubungan antara gejala klinis spesifik dengan

serotipe tertentu'”,
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Metode yang sering digunakan untuk deteksi virus pada nyamuk antara lain dengan
Direct Fluorescent Antibody (DF A) test pada jaringan nyamuk, biasanya otak, kelenjar
saliva atau sediaan pencet kepala (head squash). Beberapa tahun terakhir, telah
dikembangkan metode baru untuk diagnosis virus Dengue yang terbukti berguna, antara
lain Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dan Imunositokimia
SBPC.

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) telah dikembangkan
untuk sejumlah virus RNA dalam beberapa tahun ini dan berpotensi untuk menjadi
alternatif diagnosis laboratoris untuk dengue. Metode ini diketahui cepat dan sensitif untuk
mendeteksi RNA virus pada sampel penderita suspek dengue, jaringan autopsi maupun
nyamuk®.

RT-PCR adalah salah satu jenis PCR, yaitu suatu teknik laboratoris yang
digunakan untuk membentuk kopi suatu sekuen DNA dalam jumlah yang banyak dalam
proses yang disebut amplifikasi. Pada RT-PCR, rantai RNA terlebih dahulu ditranskrip
menjadi suvatu complementary DNA (cDNA) dengan menggunakan enzim reverse
transcri pta.s‘e' g,

Bermacam-macam protokol pemeriksaan PCR telah berhasil distandansasi. Pada
umumnya protokol yang dilakulcan melibatkan kombinasi beberapa primer yang spesifik
terhadap masing-masing dari keempat serotipe virus Dengue yang ada. Primer-primer

tersebut akan menempel pada daerah yang berbeda di sepanjang cDNA virus Dengue'®.
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Kerangka Teori

DETEKSI VIRUS
DENGUE

E) ﬁ .

KEWASPADAAN
DINI

Kerangka Konsep

Surveilan nyamuk
vektor

A 4

Deteksi virus Dengue

A4
Sistem Kewaspadaan Dini

Surveilan larva nyamuk Aedes dan diteruskan dengan deteksi virus Dengue pada
nyamuk vektor diharapkan dapat dijadikan landasan pada Sistem Kewaspadaan Dini
(SKD).
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. TUJUAN
. Tujuan umum
Untuk membuktikan adanya virus Dengue pada nyamuk Ae. aegypti dan Ae.

albopictus serta mengidentifikasi serotipe virus Dengue yang ada di kota Salatiga.

. Tujuan khusus
1) Melakukan survey jentik di daerah endemis DBD di Kota Salatiga

2) Melakukan rearing jentik sampel menjadi nyamuk

3) Mendeteksi serotipe virus Dengue pada nyamuk dengan RT-PCR

. METODE
. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan April sampai November 2012.
Pengambilan sampel jentik Ae. aegypti dan Ae. albopictus dilakukan di tiga kelurahan
endemis (Kelurahan Dukuh, Kelurahan Gendongan dan Kelurahan Tegalrejo) dan satu
kelurahan berstatus sporadis (Kelurahan Kutowinangun) di kota Salatiga pada bulan
Mei — Oktober 2012. Pengambilan sampel dilakukan setelah ada laporan kasus DBD
dari Puskesmas setempat. Penentuan jurnlah rumah yang diambil jentilenya minimal
berdasar pada jarak terbang nyamuk Aedes (minimal sekitar 20 rumah disekitar kasus).
Pemeliharaan jentik menjadi nyamuk dewasa dilakukan di Insektarium B2P2VRP

Salatiga. Isolasi RNA virus Dengue dan RT-PCR dilakukan di Laboratorium Biologi
molekuler B2P2VRP Salatiga pada bulan Oktober — November 2012.

. Populasi dan Sampel Penelitian
1) Populasi

Jentik Ae. aegypti dan Ae. albopictus yang ada di daerah/lokasi penelitian
2) Sampel
Semua nyamuk Ae. aegypti dan Ae. albopictus hasil dari rearing jentik yang

diambil di lokasi penelitian.
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¢. Variabel
1) Jentik Ae. aegypti dan Ae. albopictus

2) Nyamuk Ae. aegypti dan Ae. albopictus dewasa

d. Definisi Operasional
1) Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction {RT-PCR) merupakan suatu

metoda untuk mengaplikasi sekuen RNA virus Dengue in vitro dengan mengubah
RNA virus Dengue menjadi cDNA menggunakan enzim reverse transcriptase.
Hasil RT-PCR disebut positif infeksi Dengue jika terdapat pita DNA dengan
ukuran yang tepat pada gel agarose, sedangkan hasil dinyatakan negatif jika tidak
terdapat pita DNA dengan ukuran yang tepat pada gel agarose. Ukuran pita hasil
amplifikasi dengan menggunakan primer Lanciotti, et al. (1992) untuk DEN-1
adalah 482 bp (base pair), DEN-2 adalah 119 bp, DEN-3 adalah 290 bp dan DEN-
4 adalah 389 bp.

2) Elektroforesis merupakan suatu prosedur yang digunakan untuk melihat band hasil
PCR.

e. Instrumen dan Cara Pengumpulan Data
1) Cara Pengumpulan Data jentik de. aegypti dan Ae. Albopictus dan pengambilan

titik ordinat rumah pengambilan jentik.
Data jentik nyamuk didapat dari pengumpulan jentik di dalam dan di luar rumah
yang menjadi tempat perkembangbiakan nyamuk. Titik ordinat diambil pada
rumah pengambilan jentik dengan menggunakan GPS. Cek List yang akan diisi
pada pengambilan sampel :
T a) Nama KK
b) RT/RW
¢) Jentik Dalam Rumah: Bak Mandi, Ember plastik, Dispenser, Kulkas, Vas
Bunga, Gentong.
d) Jensik Luar Rumah: Bak Mandi, Drum penampungan air, Pot, Alas pot.
2) Cara Pengumpulan Data RT-PCR
Data primer diperoleh dari hasil RT-PCR di Laboratorium Biologi Molekuler
B2P2VRP Salatiga.
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f. Alat, Bahan dan Prosedur Ker ja

1) Penangkapan jentik nyamuk
Alat dan bahan:

a)

b)

Tray, pipet, selang, botol jentik, saringan besar, saringan kecil, senter, tempat

penampungan air di dalam dan luar rumah dan GPS untuk memperoleh

koordinat rumah kasus tersangka DBD.

Prosedur Penangkapan Jentik Nyamuk:

Penangkapan jentik dilakukan di dalam dan luvar ramah

Dilakukan pemeriksaan semua kontainer dan dilihat terdapat jentik nyamuk
atau tidak.

Ditulis dalam formulir survei.

Jika terdapat jentik maka diambil.

Jentik yang didapat di lokasi pengambilan dikumpulkan menjadi satu.

Jentik lalu direaring sampai menjadi nyamuk dewasa.

Prosedur rearing jentik sampai menjadi nyamuk dewasa

Jentik nyamuk yang tertangkap dilokasi penelitian di taruh dalam tray
plastik yang berisi air tanah, kemudian diberi makan dog food.

Pengantian air dan penyaringan jentik dalam tray dilakukan setiap 3 hari
sekali, agar air tidah keruh.

Jentik yang sudah menjadi pupa diambil memakai pipet plastik dan ditaruh
dalam kandang untuk dapat menetas menjadi nyamuk dewasa.

Setelah nyamuk menetas, nyamuk jantan diberi pakan cairan gula dan
nyamuk betina diberi pakan darah (marmut yang bulu bagian dorsalnya di
cukur pendek dan ditaruh dalam trap £ 15 menit untuk setiap kali waktu
pemberian pakan).

Pemberian pakan darah memakai marmut dilakukan 2 hari sekali.

Setelah berumur 7 hari nyamuk dipanen (nyamuk dimatikan pada suhu -

80°C) dan selanjumnya dilakukan isolasi RN A virus Dengue.
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2) Isolasi RNA
Alat dan bahan:

Caput-thorak Ade. aegypti dan Ae. albopictus, virus Dengue sebagai kontrol

positif, pellet pestle, High Pure Viral Nucleic Acid Kit Roche, eppendorf 1.5 ml,

sentifuse, water bath, blue Wp, yellow tip dan white tip.

Prosedur Isolasi RNA
RNA virus Dengue diisolasi dari caput dan thorax nyamuk Ade. aegypti dan Ae.

albopictus dengan menggunakan reagen High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche, Cat. No. 11 858 874 001). Isolasi dikerjakan sesuai dengan prosedur di

bawah ini :

1)

Caput-thorak dari nyamuk Ae. aegypti dan Ae. albopictus yang sudah
dimasukkan ke dalam eppendorf ditambahkan dengan air DEPC sebanyak 200
pl, kemudian digerus dengan menggunakan grinder;

Preparasi working solution, untuk setiap 100 pl larutan sampel : campur 200 pl
Binding buffer + 4 pl poly A + 50 pl proteinase K;

Ke dalam eppendorf 1.5 ml steril ditambahkan : 100 pl + 250 pl Working
solution (yang baru disiapkan sesaat sebelumnya), campur segera kemudian
diinkubasi 10 menit pada suhu 72°'C;

Ditambahkan Binding bu ffer sebanyak 100 pl, kemudian dicampur;

Sampel dipindahkan ke dalam high filter tube;

High filter tube disentrifuse selama 1 menit pada 8000x g;

Filter tube kemudian dilepaskan dari collection tube, filtrat dan collection tube
kemudian dibuang, pasang filter tube tadi ke dalam collection tube yang baru;
Ditambahkan 500 pl Inhibitor Removal Buffer, sentrifuse selama 1 menit pada
8000x g, buang filtrat dan collection tube, kemudian pasang collection tube
baru;

Ditambahkan 450 pl Wash Buffer, sentrifuse selama 1 menit pada 8000x g,

buang filtrat dan collection tube, kemudian pasang collection tube baru;
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10) Ditambahkan 450 pl Wash Buffer, sentrifuse selama 1 menit pada 8000x g,
filtrat dibuang, sentrifuse kembali selama 10 detik pada kecepatan maksimum
(13000x g);

11) Collection tube dibuang dan filter tube dipasang ke dalam eppendorf 1.5 mi
steril dan bebas dari nuclease; i

12) Ditambahkan 50 pl Elution buffer, sentrifuse selama 1 menit pada 8000x g;

13) Filter tube dibuang, RNA virus siap digunakan untuk PCR.

3) Reverse-Transcriptase Chain Reaction (RT-PCR)

Alat dan bahan:

Hasil isolasi RNA dari nyamuk dan virus Dengue, eppendorf 0.2 ml, eppendorf I
0.5 ml, white tip, sentrifuse, One-Step Multiplex RT-PCR menggunakan Kkit
Superscript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DN A Polymerase
(Invitrogen, Cat. No. 12574-026), mesin thermal cycle.

Posedur RT-PCR

Deteksi RNA virus Dengue, menggunakan metode RT-PCR Superscript™ IIT One-
:S'tep RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Cat. No.
12574-026), menggunakan primer universal untuk virus Dengue (primer DI &
D2), dilanjutkan dengan nested PCR dengan menggunakan primer Universal
Dengue dan empat primer spesifi serotipe yaitu D1, TS1, TS2, TS3 dan TS4.

Primer-primer yang digunakan adalah sebagai berikut:
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Serotipe Primer Sekuen Ukuran amplifikasi
Virus DNA (dalam bp)
Dl 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3* 51l
D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3*° 511

DEN-! TS! 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3 . 482 bp (D1 dan TS1)
DEN-2  TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’ 119 bp (D1 dan TS2)
DEN-3  TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3’ 290 bp (D1 dan TS3)
DEN-4  TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’ 392 bp (D1 dan TS4)

Langkah kerja pemeriksaan RT-PCR adalah sebagai berikut :

a) Reverse wanscriptase PCR untuk mengubah RNA menjadi cDNA dan
amplifikasi virus Dengue general dengan primer D1 dan D2.
Mix dibuat dalam PCR tube 0,2 ml yang bebas nuclease, dan dikerjakan di

dalam es dengan komposisi sebagai berikut :

Komponen Volume
2x Reactton Mix 12,5 ul
Superscript™ I11 RT/ Platinum® Tag Mix i (i
MgS0O4 2 ul
Primer D1 (Forward) 1 ul
Primer D2 (Reverse) 1 pul

RNA 5 pl
Komponen-komponen tersebut dicampur secara perlahan-lahan, dipastikan
semua komponen berada di dasar tabung, jika perlu dapat disentrifus sebentar.
PCR mix dimasukkan ke dalam thermal cycler,dengan program sebagai berikut

: (i) sintesis cDNA 1 siklus : 42°C selama 1 jam; (ii) predenatarasi 1 siklus :

94°C selama 3 menit; (iii) amplifikasi 35 siklus : 94°C selama 1 menit
| (denaturast), 65°C selama 1 menit (annealing), 72°C selama 1,5 menit

(ekstensi); (iv) ekstensi akhir 1 siklus : 72°C selama 5 menit.
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b) Amplifikasi seroipe-spesifik cDNA virus Denl, Den2, Den3, dan Den4

Campuran master mix sebagai berikut:

Komponen Volume
2x Reaction Mix 12,5 ul
Superscript™ IIl RT/ Platinum® Tag Mix 1l
MgSO4 2 pul

Primer D1 (Forward) 1 pl
Primer TSI, TS2, TS3,dan TS4 (Reverse) @1 pul

cDNA S ul

Larutan master mix yang berisi komponen-komponen diatas dimasukkan dalam
tube PCR 0,2 pl, disentrifus sebentar kemudian dimasukkan ke dalam thermal
cycler, dengan program sebagai berikut : (i) denaturasi 20 siklus : 94°C selama

30 detik, annealing 55°C selama ! menit, dan ekstensi 72°C selama 2 menit.

4) = Elektroforesis
Alat dan bahan:

Agarose 1.5%, hasil PCR 5 pl, white tip, TBE buffer, DNA ladder 100bp,
loading buffer, perangkat elektroforesis, Gel doc.

Prosedur Elekiroforesis:
Produk RT-PCR dielektrofresis pada gel agarose 1.5%, SBYR dan 100 bp
ladder digunakan sebagai marker untuk menganalisis besar produk PCR dan
ukuran pita yang didapatkan untuk virus DEN-1 adalah 324 bp, virus DEN-2
adalah 119 bp, virus DEN-3 adalah 538 bp dan virus DEN-4 adalah 726 bp.
Langkah kerja pemeriksaan elektroforesis adalah sebagai berikut:

a) Agarose gel dibuat dengan menimbang 0.75 gram agarose dimasukkan dalam

erlemeyer, ditambah 5 pl SBYR dan ditambah TBE buffer 0.5x sampai 50 ml

kemudian dihomogenisasi di dalam microwave sampai berwarna jernih.
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b) Gel tersebut didiamkan pada suhu ruangan + 5 menit, lalu dituang kedalam
cetakan dan dibiarkan sampai mengeras.

c) Gel agarose bersama cetakannya dimasukkan ke dalam perangkat
elektroforesis dan diberi TBE buffer 0.5x sampai tergenang,

d) Produk RT-PCR 05 pl + 0.3 pl loading buffer, lalu dimasukkan kedalam
well/slot yang ada pada gel agarose.

e) Gel lalu dirunning 60 volt, 400 mA selama 35-45 menit, setelah itu gel
diangkat dari perangkat elektroforesis dan dimasukkan kedalam ge! doc untuk

mengetahui band virus Dengue.

5) Manajemen dan Analisis Data
Data hasil penelitian menunjukkan positif virus Dengue dan negatif virus

Dengue. Merujuk dari tujuan penelitian maka analisis data yang digunakan

adalah analisis statistika deskriptif.

S. HASIL

Jentik yang ditemukan di lokasi penelitian diambil seluruhnya dengan dibedakan per
kelurahan dan menurut kriteria kontainer yaitu dalam rumah dan luar rumah. Jumlah

sampel rumah dan indeks jentik per lokasi adalah sbb:

Tabel 5. 1 Pengambilan sampel jentik vektor DBD di 4 kelurahan di Salatiga

Jml Z kontainer 2 kontainer _
Jml mah < dlm rumah luar rumah il House Contain
Kelurahan rumah e ; Indeks  Indeks

diperiksa DOSHE  * ot o Komtiner ot e

p jentik  jentik jentik 2

Kutowinangun 100 20 21 187 26 70 257 20% 8.17%
Tegalrejo 20 5 7 52 8 25 7 25% 9.09%
Gendongan 2 7 7 70 - - 70 33% 10.00%
Dukuh 144 59 56 270 - - 270 41%  20.74Y%
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Jumlah pool nyamuk dewasa yang berhasil direaring sampai usia 7 hari adalah sbb:

Tabel 5. 2 Hasil identifikasi virus Dengue danjumlah sampe! yang digunakan

No

Lokasi Jenis kontainer Jml(:g;gwk Kode Spesies ;)Tef;]g);{
sampel

Kutowinangun ~ DIlm rumah 4 Ae.aegypti Negatif

5 Ae.aegypti Negatif

7 Ae.aegypti Positif

21 Ae.aegypti Negatif

18 Ae.aegypti Negatif

K7 Ae.aegypti Negatif

K9 Ae.aegypti Negatif

K10 Ae.aegypti Negatif

18 K1l Ae.aegypti Negatif

K12 Ae.aegypti Negatif

Ki3 Ae.aegypti Negatif

Klé6 Ae.aegypti Negatif

K17 Ae.aegypti Positif

K21 Ae.aegypti Positif

K23 Ae.aegypti Positif

K18 Ae.aegypti Negatif

KI9 Ae.aegypti Negatif

K20 Ae.aegypti Negatif

Luar rumah 13 Ae.aegypti Negatif

19 Ae.aegypti Negatif

6 K8 Ae.aegypti Positif

K14 Ae.aegypti Negatif

K15 Ae.aegypti Negatif

K22 Ae.aegypti Negatif

Dukuh Dlm rumah 27 6 Ae.aegypti Negatif

8 Ae.aegypti Negatif

10 Ae.aegypti Negatif

11 Ae.aegypti Negatif

12 Ae.aegypti Negauf

14 Ae.aegypti Negatif

15 Ae.aegypti Negatif

16 Ae.aegypti Negat(f

17 Ae.aegypti Negatif
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20 Ae.aegypti Negatif

21 Ae.aegypti Negatif

22 Ae.aegypti Negatif
D13 Ae.aegypti Positif
D14 Ae.aegypli Negatif
D15 Aelaegypli Positif
D16 Ae.aegypti Positif
D17 Ae.aegypti Negatif
D18 Ae.aegypti Negatif
D19 Ae.aegypti Positif
D20 Ae.aegypti Negatif
D21 Ae.aegypti Negatif
D22 Ae.aegypti Positif
D23 Ae.aegypti Positif
D24 Ae.aegypti Positif
D25 Ae.aegypli Negatif
D26 Ae.aegypli Positif
D27 Ae aegypti Positif

Luar rumah - - Ae.aegypti Negatif

Gendongan DIm rumah ] 1 Ae.aegypli Positif
Luarrumah - - Ae.aegypli Negatif

Tegalrejo DIm rumah 2 2 Ae.aegypli Negatif
Luarrumah 1 9 Ae.albopictus  Negatif

*Jumlah nyamuk dalam 1 pool: 20 ekor

Tabel 5.2 menunjukkan jumlah nyamuk yang telah direaring dan diidentifikasi RT-
PCR dimana nyamuk pada lokasi pengambilan yang sama dikumpulkan tiap 20 ekor (1 pool).
Virus Dengue terdeteksi pada 5 dan 24 pool sampel di Kelurahan Kutowinangun, 9 dari 27
pool pada Kelurahan Dukuh, dan 1 dari 2 pool sampel untuk Kelurahan Gendongan. Serotipe
virus Dengue pada 2 sampel positif tersebut tampak pada foto gel elekwoforesis (Gambar 5.2).

Proses RT-PCR untuk deteksi virus Dengue pada penelitian ini dilakukan pada dua
tahap. Pertama adalah pengubahan RNA virus menjadi cDNA sekaligus amplifikasi virus
Dengue secara general. Tahap kedua adalah amplifikasi cDNA virus dengan primer spesifik
untuk keempat serotipe virus Dengue. Amplifikasi tahap pertama menghasilkan produk 511
bp pada sampel yang positif virus Dengue. Setelah amplifikasi tahap kedua dilakukan,
diperoleh band dengan ukuran 119 bp yang merupakan serotipe virus DEN-2.



dl

d2 d13d14 d15 d16 d17 d18 d19 d20 d21 d22

Gambar 5. 1 Amplifikasi RNA menjadi cDNA virus Dengue
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Gambar 5.1 a — f merupakan hasil amplifikasi RNA menjadi cDNA virus Dengue
secara general. Produk PCR yang positif virus terletak pada 511 bp atau sejajar dengan kontrol
positif (d1 dan d2).

Gambar S. 2 Foto gel hasil amplifikasi serotipe-spesifik cDNA virus Dengue

6. PEMBAHASAN

Kasus Demam Berdarah (DBD) di Kota Salatiga selalu ada tiap tahunnya.
Meskipun terdapat penurunan kasus yang cukup signifikan pada tahun 2011 s/d
November 2012 (Lampiran 1), namun masih sepertiga dari total kelurahan merupakan
wilayah endemis DBD dan 12 kelurahan termasuk sporadis (lampiran 2).

Penelitian identifikasi serotipe virus Dengue ini menggunakan sampel
sebanyak empat Kelurahan: yang berstatus daerah endemis ada tiga Kelurahan
(Kelurahan Dukuh, Tegalrejo, dan Gendongan), serta satu daerah sporadis (Kelurahan
Kutowinangun). Survey pengambilan jentik dilakukan setelah ada laporan kasus DBD
dari Dinas Kesehatan Kota Salatiga. Berdasarkan nilai indeks jentik, hasil survei larva
menunjukkan wilayah yang beresiko penularan berturut-turut adalah Kelurahan
Dukuh, Gendongan, Tegalrejo, dan Kutowinangun.

Total kasus DBD sampai dengan November 2012 adalah 19 kasus (informasi

Dinkes Kota Salatiga). Sampel nyamuk dari masing-masing Kelurahan tersebut di
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pool sebanyak 20 ekor lalu diperiksa dengan RT-PCR. Hasil RT-PCR menunjukkan
bahwa nyamuk Aedes aegypti di kelurahan Tegalrejo tidak mengandung virus Dengue
sedangkan sampel nyamuk di tiga Kelurahan lainnya terdeteksi adanya virus Dengue.
Tidak terdeteksinya virus Dengue pada Kelurahan Tegalrejo dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor antara lain keterbatasan dalam pengambilan sampel, titer virus yang
tidak mencukupi sehingga tidak terdeteksi oleh RT-PCR.

Virus Dengue berhasil diindetifikasi pada nyamuk Aedes aegypti di tiga
Kelurahan yaitu Kutowinangun, Dukuh, dan Gendongan. Letak band terdapat pada
119 bp sehingga diidentifikasi sebagai serotipe DEN-2. Sampel positif nyamuk berasal
dari pengambilan jentik di kontainer dalam rumah. Habitat de. aegypti sangat dekat
dengan manusia, sangat antropofilik, serta perilaku menghisap darah beckali-kali
menjadikannya memiliki kapasitas tinggi sebagai vektor’. Sementara Ae. albopictus
pada penelitian ini hanya ditemui pada sampel luar rumah di Kelurahan Tegalrejo saja.
Kemungkinan hal ini berkaitan dengan kondisi lingkungan kelurahan lainnya yang
termasuk perkotaan, tidak ditemui adanya kebun di sekitar rumah yang merupakan
habitat alami Ae. albopictus.

Identifikasi serotipe berguna untuk menentukan ada berapa jenis virus Dengue
yang bersirkulasi di suatu wilayah. Serotipe virus yang lebih dari satu lebih beresiko
terhadap tingkat severity kasus DBD. Infeksi kedua dengan serotipe yang berbeda
dapat menghasilkan manifestasi klinis lebih parah daripada infeksi oleh satu serotipe
Sajaz. Meskipun di tiga kelurahan tersebut hanya terdeteksi satu serotipe, namun perlu
diwaspadai adanya kemungkinan adanya serotipe lainnya. Faktor mobilitas manusia
sangat mempengaruhi hal ini, mengingat nyamuk vektor hanya memiliki jarak terbang
yang terbatas. Manusia merupakan host dan end point penularan DBD, oleh karena itu
data perilaku penderita penting untuk mengetahui estimasi sumber penularan.

Faktor resiko terjadinya penularan penyakit DBD meliputi adanya agen
penyakit, adanya vektor penyakit, adanya host virus Dengue serta faktor lingkungan.
Agen penyakit DBD adalah virus Dengue. Keberadaan virus baik di tubuh nyamuk
maupun pada host penderita merupakan faktor resiko penularan. Hasil RT-PCR positif
Dengue pada nyamuk Ae.aegypti yang berasal dari sampel jentik membuktikan bahwa

virus masih terdeteksi di tubuh nyamuk yang berasal dan transmisi wans-ovarial.
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Menurut Rohani, et al (2008), transmisi transovarial virus Dengue terdeteksi sampai
pada generasi kelima" sehingga upaya pengendalian nyamuk vektor Demam Berdarah
hendaknya dilakukan secara kontinyu. Disamping itu, dengan ditemukannya virus pada
sampel nyamuk memberikan peringatan dini bahwa kemungkinan di wilayah tersebut
sewaktu-waktu dapat terjadi kasus tanpa menunggu adan);a transmisi dari tempat lain.
Oleh karena itu hendaknya program pengendalian vektor nyamuk DBD terus dipantau

pelaksanaannya.

7. KESIMPULAN DAN SARAN
a. Kesimpulan
Virus Dengue telah terbukti terdapat di wilayah Kota Salatiga yaitu di
Kelurahan Kutowinangun, Kelurahan Dukuh dan Kelurahan Gendongan dengan
serotipe virus yang teridentifikasi adalah DEN-2. Berdasarkan hasil identifikasi virus

serta survei larva, Aedes aegypti berpotensi sebagai vektor DBD di Kota Salatiga.

b. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang studi transovarial virus Dengue

secara komprehensif di Kota Salatiga agar dapat mengetahui transmisi virus serta cara
pengendaliannya. Disarankan untuk memusatkan pengendalian nyamuk vektor DBD
terutama pada kontainer di dalam rumah serta hendaknya upaya pengendalian

dilakukan secara kontinyu guna mencegah penularan dan penyebaran virus DBD.

8. UCAPAN TERIMA KASIH

Pada kesempatan ini penulis megucapkan terima kasih kepada : Kepala Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit yang telah
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B2P2VRP yang telah memberikan dorongan dan masukan dalam penulisan protokol,
Kepala Dinas Kesehatan Kota Salatiga beserta staf atas ijin, bantuan dan
kerjasamanya selama penelitian ini berlangsung, Kepada Pembimbing Risbinkes atas
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Lampiran 2. Status daerah DBD di Kota Salatiga tahun 2005 s/d 2011 (Dinkes Salatiga, 2011)
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Lampiran 3. Pemetaan daerah survei jentik vektor DB

Lampiran 3a. Lokasi pengambilan sampel jentik vektor DBD di Kota Salatiga
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Lampiran 3c. Buffering daerah beresiko penularann DBD di Kelurahan Tegalrejo
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Lampiran 3e. Buffering daerah beresiko penularann DBD di Kelurahan Gendongan
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