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dengan urutan nukleotida &'

dan bahan alam lainnya.

Telah diungkapkan invensi tentang pasangan primer gen VGSC untuk nyamuk Cx.quenquefasciatus yang dari terdiri dari sekuen
GAGTATTCCAGCGTGAAGTC

TAGGACCCTGTTTTTG &', dimana pasangan primer tersebut dapat digunakan untuk mengetahui mekanisme aksi
{a/insektisida brusein A dan sipermetrin melalui penghambatan aktivitas gen VGSC pada nyamuk Cx.quenquefasciatus. Pasangan
nvensi juga bisa digunakan untuk mengetahui penghambatan aktivitas gen VGSC pada jenis larvasida/insektisida kimia, sintetik,

3'dan sekuen hilir dengan urutan nukleotida
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Deskripsi

PRIMER GEN VOLTAGE-GATED SODIUM CHANNEL (HULU/HILIR) PADA NYAMUK
CULEX QUENQUEFASCIATUS

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini secara umum berkaitén dengan sekuen primer gen
VGSC (Voltage-Gated Sodium Channel). Secara khusus berkaitan
dengan sekuen pasangan primer gen VGSC (Voltage-Gated Sodium
Channel) untuk mengetahui adanya mekanisme aksi suatu
larvasida/insektisida melalui penghambatan aktivitas gen VGSC

pada nyamuk Culex guenquefasciatus.

Latar Belakang Invensi

Culex guenquefasciatua merupakan spesies nyamuk yang
berperan penting sebagai vektor penyakit Filariasis dan Japanese
Encephalitis (JE) . Pengendalian vektor merupakan upaya
menurunkan kepadatan populasi nyamuk penularnya sampai batas
tertentu sehingga tidak berpotensi menularkan penyakit (Sanchez,
2006; Chandra 2010). Sampai saat ini masyarakat masih banyak yang
menggunakan insektisida untuk mengendalikan nyamuk vektor
penyakit (WHO, 2009). Komariah et al. (2010); WHO (2009),
menyatakan bahwa penggunaan insektisida secara terus-menerus
dalam waktu lama dan frekuensi tinggi menyebabkan terjadinya
penurunan kerentanan nyamuk sasaran. Selain itu juga
mengakibatkan efek samping diantaranya resistensi terhadap
vektor dan berpengaruh negatif terhadap biota bukan sasaran
seperti musuh alami (predator) serta menimbulkan pencemaran
lingkungan. Kondisi ini mengharuskan kebutuhan akan penelitian
dan perkembangan metode pengendalian vektor yang lebih ramah
lingkungan dan murah (Gray et al., 2009). Salah satu cara yang
dapat digunakan untuk mengendalikan vektor adalah dengan

penggunaan insektisida ataupun larvasida alami yang berasal dari
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tumbuhan atau bahan alam lainnya. | =
Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai
larvasida/insektisida alami adalah Buah Makasar (Brucea javanica
L. Merr). Kandungan quasinoid yang terkandung dalam tanaman
tersebut seperti brusein A dan brusatol berpotensi sebagai
larvasida/insektisida alami karena mampu membunuh nyamuk vektor
penyakit (Cx. quenquefasciatus). Mekanisme aksi brusein A dalam
mematikan nyamuk Cx. quenquefasciatus melalui penghambatan
aktivitas gen VGSG yang terdapat pada sel syaraf yang berperan
dalam potensial aksi sel. Sub unit penyususn VGSC adalah rantai
polipeptida yang terdiri dari 1800 asam amino (Kasai et al.,
2011; Kuswah et al., 2015). Prinsip kerja gen VGSC adalah
meneruskan potensial aksi menjadi signaling pada sel syaraf
lainnya. Potensial aksi dimulai pada saat serabut syaraf
terstimulasi maka VGSC akan terbuka dan ion natrium vyang
bermuatan positif akan bergerak ke dalam sel mengubah potensial
istirahat (polarisasi) menjadi potensial aksi (depolarisasi)
sehingga terbentuk  membran potensial, beberapa milidetik
kemudian kanal/lubang kembali menutup dan sinyal diteruskan ke
sel syaraf lainnya (Safar, 2010; Kasai et al., 2011, Kuswah et
al., 2015). Bila digunakan larvasida/insektisida brusein A maka
kanal Natrium vyang seharusnya tertutup akan tetap terbuka
sehingga Natrium akan tetap berada di dalam sel menimbulkan
pelepasan aksi potensial yang terus-menerus di dalam sel syaraf
sehingga menyebabkan hipereksitasi, konvulsi dan paralisis.
Adanya penghambatan aktivitas gen VGSC ini dapat diketahui
dengan menggunakan teknik pemeriksaan PCR. Berdasarkan hasil
amplifikasi fragmen gen VGSC dengan menggunakan primer Hulu: 5’
GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’ dan Hilir :3’ ATTTAGGACCCTGTTTTTG 5/
dengan sasaran * 332 bp, yang kemudian di elektroforesis pada gel
agarose 2,0% dihasilkan suatu pita spesifik dengan ukuran pita
fragmen sepanjang 332 pasangan basa/bp pada sampel nyamuk yang
masih peka terhadap brusein A dan sipermetrin. Pasangan primer
gen VGSC ini terdiri dari pasangan primer yaitu Hulu (ujung 57)

dan Hilir (ujung 37).
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Uraian Singkat Invensi

Invensi ini bertujuan untuk menyediakan sekuen primer gen
VGSC yang dirancang untuk mengetahui  adanya penghambatan
aktivitas gen VGSC pada nyamuk Cx. quenquefasciatus dengan
menggunakan teknik pemeriksaan PCR.

Invensi ini mengenai pasangan primer gen VGSC untuk nyamuk
Cx. quenquefasciatus yang terdiri dari sekuen hulu dengan urutan
nukleotida 5’ GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’ dan sekuen hilir dengan
susunan 3’ ATTTAGGACCCTGTTTTTG 57, dimana pasangan primer
tersebut dapat digunakan untuk mengetahui mekanisme aksi
larvasida/insektisida pada nyamuk Cx. quenquefasciatus melalui

penghambatan aktivitas gen VGSC pada sel syaraf.

Uraian Singkat Gambar

Gambar 1 adalah hasil visualisasi elektroforesis
penghambatan aktivitas gen VGSC pada nyamuk Cx.quenquefasciatus
setelah perlakuan brusein A dan kontrol (negatif dan positip)
dengan metode PCR. Untuk memberikan ilustrasi dari invensi ini,
terlihat pada gambar suatu produk PCR berupa fragmen pita
spesifik DNA VGSC sepanjang 832 bp pada nyamuk
Cx.quenquefasciatus setelah pemberian konsentrasi letal brusein

A (LC30;LCs0,LC70;LCs) yaitu pada nomer 1-4, kontrol positip

(sipermetrin 1;2;4ul) (nomer 5-7) dan kontrol negatif
(akuades) (nomer 8). Visualisasi produk PCR ini menunjukkan bahwa
pasangan primer gen VGSC yang terdiri dari sekuen hulu (5
GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’) dan sekuen hlir (3’ ATTTAGGACCCTGTTTTTG
5") sudah ideal. Perlu ditekankan bahwa invensi ini tidak hanya
terbatas pada penggunaan larvasida/insektisida brusein A dan
sipermetrin tetapi Dbisa juga digunakan untuk mengetahui
mekanisme aksi larvasida/insektisida lainnya melalui

penghambatan aktivitas gen VGSC pada nyamuk Cx.quenquefasciatus.
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Uraian Lengkap Invensi

Invensi ini bertujuan untuk menyediakan sekuen pasangan
primer gen VGSC pada nyamuk Cx.quenquefasciatus dengan teknik
pemeriksaan PCR. Sekuen primer gen VGSC ini terdiri dari sekuen
hulu (oM GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 37) dan sekuen hilir (37
ATTTAGGACCCTGTTTTTG 57).

Pasangan primer invensi ini diperoleh dari hasil analisis
menggunakan software Primer3. Pasangan primer yang diperoleh
kemudian dipakai untuk amplifikasi gen VGSC dengan metode PCR.
Visualisasi hasil PCR dilakukan menggunakan elektroforesis gel
agarose 2% gel Tris/Borat/EDTA buffer (TBE buffer ; 89mM Tris ;
89 mM asam borak, 2MM EDTA) selama 90 menit pada tegangan 80

Volt, dan dievaluasi dibawah sinar UV 300 nm. Sampel yang

mengandung produk PCR berupa fragmen pita spesifik yang berada

pada berat basa masing-masing 332 bp.

Spesifikasi primer hulu sekuen invensi ini berupa urutan
basa nukleotida 20 mer (25 nMole DNA Oligo, 3 OD, tm : 54,92 ;
GC content : 50%) sedangkan sekuen hilir terdiri dari urutan
basa nukleotida 20 mer (25 nMole DNA Oligo, 30D, tm : 55,74 ;
GC content : 40% ). Primer gen VGSC ini diencerkan dengan
menambahkan 90 mikroliter ddH20 dalam 10 mikroliter primer.
Hasil produk PCR dapat diamati dibawah sinar UV yaitu berupa
fragmen pita/band DNA VGSC dengan panjang 332 bp. Primer gen
VGSC ini pertama kali digunakan pada tanggal 20 September 2016
di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. Pasangan primer gen VGSC ini digunakan
untuk mengetahui mekanisme aksi brusein A dan sipermetrin pada
nyamuk Cx.quenquefasciatus melalui penghambatan aktivitas gen
VGSC metode PCR. Dari Gambar 1, menunjukkan adanya produk PCR
berupa fragmen pita spesifik DNA VGSC dengan panjang 332 bp.
Pemberian Brusein A konsentrasi letal (LCs0;LCso,LC70;LCs) pada
nyamuk Cx.quenquefasciatus menunjukkan adanya fragmen pita
spesifik dengan wukuran 332 bp, seperti halnya pada pemberian
Sipermetrin dengan berbagai konsentrasi. Hal ini membuktikan

bahwa mekanisme aksi brusein A dalam mematikan nyamuk Cx.
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quenquefasciatus melalui penghambatan gen VGSC; Pfédhﬁ Pleini
menunjukkan bahwa pasangan primer gen VGSC yang terdiri dari
sekuen hulu (57 GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’) dan hilir sekuen (37
ATTTAGGACCCTGTTTTTG 5’) sudah ideal. Penggunaan pasangan primer
gen VGSC ini tidak hanya untuk larvasida/insektisida brusein 2
dan sipermetrin tetapi bisa juga digunakan untuk mengetahui
mekanisme aksi larvasida/insektisida lainnya melalui
penghambatan aktivitas gen VGSC pada nyamuk Cx.quenquefasciatus

dengan menggunakan metode PCR.
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Klaim

1. Suatu pasangan primer gen VGSC untuk nyamuk
Cx.quenquefasciatus yang dari terdiri dari
- Sekuen hulu, dengan urutan nukleotida

(5" GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’)dan

- Sekuen hilir, dengan susunan (3’ATTTAGGACCCTGTTTTTG 5’),
dimana pasangan primer tersebut dapat digunakan untuk
mengetahui mekanisme aksi larvasida/insektisida alami dan
sintetik/kimia melalui penghambatan aktivitas gen VGSC pada

nyamuk Cx.quenquefasciatus.
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Abstrak

PRIMER GEN VOLTAGE-GATED SODIUM CHANNEL (HULU/HILIR) PADA NYAMUK
CULEX QUENQUEFASCIATUS

Telah diungkapkan invensi tentang pasangan primer gen VGSC
untuk nyamuk Cx.quenquefasciatus yang dari terdiri dari sekuen
hulu dengan urutan nukleotida 5’ - GAGTATTCCAGCGTGAAGTC 3’dan
sekuen hilir dengan urutan nukleotida 3" ATTTAGGACCCTGTTTTTG 5/,
dimana pasangan primer tersebut dapat digunakan untuk mengetahui
mekanisme aksi larvasida/insektisida brusein A dan sipermetrin
melalui penghambatan aktivitas gen VGSC pada nyamuk
Cx.quenguefasciatus. Pasangan primer invensi juga bisa digunakan
untuk mengetahui penghambatan aktivitas gen VGSC pada jenis
larvasida/insektisida kimia, sintetik, mikroba dan bahan alam

lainnya.
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