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Abstrak
Demam berdarah merupakan infeksi yang ditularkan melalui nyamuk yang ditemukan di daerah
tropis dan sub-tropis di seluruh dunia. Penularan demam berdarah telah meningkat dan telah
menjadi masalah kesehatan besar bagi masyarakat internasional. Salah satu vektor utama demam
berdarah adalah Aedes aegypti. Demam berdarah ditularkan oleh gigitan nyamuk Aedes aegypti
yang terinfeksi virus demam berdarah. Penggunaan repellent untuk mencegah gigitan nyamuk
dapat memberikan perlindungan penting dari vektor demam berdarah. DEET, sebuah repellent
umum yang telah digunakan di seluruh dunia telah dilaporkan memiliki kekurangan dan
dikawatirkan atas toksisitasnya. Dengan demikian, diperlukan evaluasi repellent alami dari
tumbuhan untuk menambah metode pengendalian konvensional. Fitokimia dari Vitex trifolia telah
dilaporkan memiliki aktivitas sebagai repellent.
Penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi aktivitas repellent dari ekstrak daun Vitex trifolia
terhadap Aedes aegypti. Periode penelitian dilakukan pada bulan Nopember sampai dengan
Desember 2012. Untuk mengetahui dosis efektif dari ekstrak daun Vitex trifolia, dilakukan
pengujian repellent berdasarkan prosedur yang direkomendasikan oleh World Health Organization
Pesticides Evaluation Scheme (WHOPES). Setiap ekstrak daun Vitex trifolia diencerkan menjadi
(10%, 20%, dan 30%) dengan alkohol (70%) dan diaplikasikan pada lengan bawah relawan.
Tangan ditutupi dengan dua sarung tangan nitril. Alkohol (70%) berfungsi sebagai kontrol negatif.
Nilai dosis efektif untuk daya proteksi terhadap Aedes aegypti sebesar 50% dan 99% (EDs, dan
EDyy) dihitung dengan analisis probit.
Hasil menunjukkan nilai EDs, adalah 14,809% dan nilai EDyy adalah 41,423% terhadap Aedes
aegypti. Ekstrak daun Vitex trifolia menunjukkan aktivitas repellent terhadap Aedes aegypti.
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Abstract
Dengue is a mosquito-borne infection found in tropical and sub-tropical regions around the world.
Dengue transmission is increased and has become a major international public health concern. One
primary carrier of Dengue is Aedes aegypti. Dengue is transmitted by the bite of
an Aedes mosquito that already infected with dengue viruses. Use of repellents to prevent
mosquito bites may provide important protection from Dengue carriers. DEET, a commercial
repellent that already known and used globally has been reported for its disadvantages and
toxicity. Thus, there are more things that need to be evaluated plant-based repellents in order to
supplement conventional control methods. Phytochemicals of Vifex trifolia have been reported on
repellent action.
The study was conducted to evaluate the repellent activity of the Vitex trifolia leaf extracts against
Aedes aegypti. The period of study was from November to December 2012. To estimate the
effective dose of Vitex trifolia leaf extracts, repellency tests were carried out following procedures
recommended by the World Health Organization Pesticides Evaluation Scheme (WHOPES). Each
Vitex trifolia leaf extracts was diluted (10%, 20%, and 30%) in alcohol (70%) and applied to the
forearm of the volunteer. The hand was covered with two nitrile gloves. Alcohol (70%) served as a
negative control. Effective dose for percent protection 50% and 99% (EDs, and EDyy) againts
Aedes aegypti were calculated by probit statistic software.
The result showed that values of EDs, were 14.809% and values of EDgy were 41.423% for Aedes
aegypti. Vitex trifolia leaf extracts showed repellent action against Aedes aegypti.
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I. PENDAHULUAN

Insidensi penyakit dengue meningkat secara dramatis di seluruh dunia
dalam beberapa tahun terakhir ini. Lebih dari 2,5 milyar orang atau lebih dari 40%
populasi di dunia sekarang ini berisiko terserang penyakit Dengue. WHO
mengestimasi terdapat 50-100 juta infeksi Dengue di seluruh dunia setiap
tahunnya (WHO, 2012). Dengue ditransmisikan oleh gigitan nyamuk Aedes
betina yang terinfeksi dengan virus Dengue. Aedes aegypti merupakan vektor
utama virus Dengue (CDC, 2012). Salah satu upaya pencegahan terhadap
transmisi virus Dengue adalah mengindari gigitan nyamuk vektor. Repellent dapat
mengurangi paparan terhadap gigitan nyamuk yang mungkin terinfeksi virus
dengue (Kazembe ef al., 2012).

Repellent yang banyak digunakan oleh masyarakat adalah repellent
sintetik. Contoh dari repellent sintetik tersebut adalah N, N-dietil-meta-toluamida
(DEET) yang digunakan untuk menolak nyamuk. Banyak laporan mengenai
toksisitas DEET, mulai dari efek ringan, seperti urtikaria dan erupsi kulit, sampai
pada reaksi berat, seperti toxic encephalopathy (Tawatsin, 2006). Hal ini
menyebabkan diperlukannya penelitian dan pengembangan repellent alami yang
berasal dari derivat tumbuhan.

Salah satu tumbuhan yang sering digunakan oleh masyarakat sebagai
repellent adalah legundi (Vitex trifolia L.). Daun legundi mengandung beberapa
senyawa aktif yang dilaporkan memiliki aktivitas penolak nyamuk (repellent)
seperti champene, pinene, alkaloid, terpenoid, saponin, dan sineol (Widiani, 2012;
Maia, 2011). Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa tanaman
legundi memiliki aktivitas sebagai repellent. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh ekstrak daun legundi (Vitex trifolia L.) sebagai repellent

terhadap nyamuk Aedes aegypti.

II. METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium
berdasarkan prosedur yang direkomendasikan oleh World Health Organization
Pesticides Evaluation Scheme (WHOPES, 2009). Penelitian dilakukan di

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia dan Laboratorium Zoologi Jurusan
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Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung,
Bandar Lampung. Bahan yang digunakan adalah nyamuk Aedes aegypti betina
dan telur nyamuk tersebut diperoleh dari Loka Penelitian dan Pengembangan
Pengendalian Penyakit Bersumber Binatang (P2B2) Ciamis, akuades, pakan larva
berupa pelet ikan, pakan nyamuk berupa air gula, daun legundi, etanol 96%
sebagai pelarut ekstrak daun legundi, alkohol 70% sebagai pengencer, sarung

tangan, dan spuit 1 ml.

Rearing Nyamuk

Telur Aedes aegypti yang diperoleh dari Loka Litbang P2B2 Ciamis
ditetaskan pada bak plastik berukuran (35x25x5) cm® yang diisi akuades setinggi
% bak plastik. Larva yang telah menetas dipelihara hingga menjadi stadium
nyamuk dewasa, selama perkembangannya larva diberi pakan berupa pelet ikan,
proses rearing dilakukan di dalam kurungan nyamuk. Setelah diperoleh stok
nyamuk, nyamuk betina dipilih dari populasi stok untuk memisahkannya dari
nyamuk jantan. Nyamuk betina dipindahkan ke dalam kurungan uji dengan
menggunakan aspirator. Diperlukan 3 kurungan nyamuk uji, dengan 50 nyamuk
betina Aedes aegypti pada masing-masing urungan nyamuk. Nyamuk dipelihara
hingga mencapai usia 5-7 hari post-emergence, selama waktu tersebut nyamuk

diberi makan larutan gula (WHOPES, 2009).

Persiapan Larutan Uji

Daun legundi (Vitex trifolia L.) diperoleh dari Kota Solo, Jawa tengah,
kemudian daun tersebut dikeringkan pada temperatur ruang dan dihaluskan
dengan menggunakan blender. Daun legundi yang telah dihaluskan dilarutkan
dengan etanol 96%. Hasil maserasi tersebut kemudian dievaporasi dengan
evaporator. Hasil evaporasi merupakan stock solution yang kemudian diencerkan
dengan alkohol 70% untuk mendapatkan konsentrasi 10%, 20%, dan 30% dalam 1

ml.
Pengujian Repellent
Pengujian repellent dilakukan berdasarkan rekomendasi WHOPES (2009)

dimana ekstrak daun legundi akan diaplikasikan pada lengan bawah relawan.
Sebelum dan setelah percobaan setiap area tes (lengan bawah) dicuci dengan

sabun dan dibilas dengan air, kemudian dikeringkan. Bagian tangan ditutupi oleh
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sarung tangan. Pertama lengan kiri sebagai kontrol dioleskan dengan 1 ml alkohol
70% kemudian dimasukkan ke dalam kandang nyamuk dan mengamati serta
mencatat jumlah nyamuk yang hinggap dalam periode waktu 30 detik. Dalam 30
detik ini akan dipastikan bahwa nyamuk yang hinggap >10 untuk memulai
pengujian. Setelah 30 detik lengan tersebut dikeluarkan dengan hati-hati dari
kandang nyamuk. Kemudian lengan yang sama diolesi dengan dosis paling rendah
yaitu 10% ekstrak daun legundi. Kemudian dimasukkan kembali ke dalam
kandang untuk diamati selama 30 detik. Selama pengujian, lengan uji diusahakan
untuk tidak bergerak. Prosedur ini diulang pada lengan yang sama untuk setiap
kenaikan dosis. Uji dilakukan berurutan dan harus dilaksanakan satu dengan
lainnya tanpa penundaan dan dosis repellent pada setiap tes dihitung sebagai
penjumlahan dosis untuk mendapatkan dosis kumulatif pada setiap tes. Pada akhir
pengujian dosis, 1 ml alkohol diolesi pada lengan kanan kemudian dikeringkan
kurang lebih 1 menit. Lengan kanan relawan dimasukkan ke dalam kandang yang
sama untuk memastikan bahwa jumlah nyamuk yang hinggap pada lengan
tersebut > 10 nyamuk dalam periode waktu 30 detik.

WHOPES (2009) merekomendasikan uji dilakukan minimal dengan 3 kali
pengulangan. Pengujian kedua dan ketiga dilakukan pada hari yang berbeda, yaitu
hari berikutnya pada waktu uji yang sama. Nyamuk yang digunakan pada setiap
ulangan merupakan sampel yang berbeda dari sampel nyamuk yang digunakan
pada pengujian sebelumnya.

Pada akhir pengujian persentase daya proteksi dinilai sebagai proporsi
jumlah nyamuk yang hinggap pada lengan perlakuan dengan jumlah nyamuk yang

hinggap pada lengan kontrol, dihitung dengan formula berikut:
YC—- YT

Persentase Daya Proteksi (%) = (T) x100%

Keterangan:

C = jumlah nyamuk kontak pada lengan kontrol

T = jumlah nyamuk kontak pada lengan perlakuan

Setelah didapatkan persentase daya proteksi pada masing-masing konsentrasi
dinilai konsentrasi yang efektif untuk memperoleh persentase daya proteksi 50%

dan 99%.
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Analisis Data
Analisis probit digunakan untuk menentukan EDsy dan EDgg, yaitu konsentrasi

yang dapat menyebabkan daya proteksi sebesar 50% dan 99%.

II1. HASIL DAN PEMBAHASAN

Diperoleh data berupa persentase daya proteksi ekstrak daun legundi
terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti. Hasil perhitungan persentase daya
proteksi ekstrak daun legundi terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti pada
konsentrasi 10%, 20%, dan 30% disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Perhitungan Persentase Daya Proteksi

Persentase Daya Proteksi (%)

Ulangan ke-
10% (P1) 20% (P2) 30%(P3)
1 33,3% 80,9% 90,4%
2 23,8% 52,3% 100%
3 42,8% 71,4% 80,9%
Rerata 33,3% 68,2% 90,4%

Pada Tabel 1 dapat dilihat terdapat peningkatan rerata persentase daya proteksi
terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti sesuai dengan peningkatan
konsentrasi ekstrak daun legundi pada konsentrasi 10%, 20%, dan 30% yang
tertinggi. Hubungan tersebut dapat dilihat pada Grafik 1.

[ Persentase Daya
B Proteksi

Kelompok

Rerata persentase (%)

0 2=
Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi perlakuan
10% 20% 30%

Grafik 1. Rerata Daya Proteksi Ekstrak Daun Legundi Terhadap Kontak Nyamuk Aedes
aegypti
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Hasil perhitungan persentase daya proteksi ekstrak daun legundi
konsentrasi 10%, 20%, dan 30% terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti
(Tabel 1) kemudian dilakukan analisis statistik dengan one-way ANOVA. Uji
one-way ANOVA dilakukan untuk mengetahui efek pemberian ekstrak daun
legundi terhadap persentase daya proteksi. Hasil yang didapatkan pada uji varians
p = 0,003 (p < 0,05) yang artinya terdapat perbedaan persentase daya proteksi
ekstrak daun legundi terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti yang
bermakna pada minimal dua kelompok konsentrasi perlakuan.

Analisis probit dilakukan untuk mengetahui estimasi besar konsentrasi
ekstrak daun legundi yang memiliki daya proteksi terhadap kontak dengan
nyamuk Aedes aegypti sebesar 50% dan 99% (effective doses 50 dan 99, EDs, dan
EDy9). Hasil analisis probit disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Analisis Probit EDsy dan EDgy untuk Ekstrak Daun Legundi Terhadap Kontak

Nyamuk Aedes aegypti

Estimate Lower Bound Upper Bound
EDs (%) 14,809 9,778 18,176
EDyy (%) 41,423 33,768 60,362

Hasil analisis probit, menyatakan estimasi besar konsentrasi yang
memiliki daya proteksi terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti sebesar
50% (EDso) adalah konsentrasi 14,809%, sedangkan konsentrasi yang memiliki
daya proteksi terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti sebesar 99% (EDyo)
adalah konsentrasi 41,423%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa eksttrak daun
legundi mengandung bahan aktif yang memiliki aktivitas sebagai repellent.

Sebagian besar tanaman mengandung senyawa aktif yang dapat digunakan
untuk mencegah serangan dari serangga pemakan tumbuhan (phytophagous
insects). Senyawa-senyawa aktif ini dibagi menjadi beberapa kategori, meliputi
repellents, feeding deterrents, toksin, dan pengatur perkembangan. Meskipun
fungsi utama dari senyawa-senyawa aktif ini adalah sebagai perlindungan
terhadap phytophagous insects, banyak juga dari senyawa tersebut yang efektif
melawan gigitan nyamuk dan Diptera lainnya, terutama komponen-komponen
volatile yang dilepaskan. Faktanya beberapa senyawa tersebut merupakan

repellent terhadap haematophagous insects (Pichersky et al., 2002).
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Serangga mendeteksi bebauan yang ditimbulkan ketika bau senyawa yang
mudah menguap berikatan dengan protein reseptor bau (odorant receptor
proteins) yang terdapat pada dendrit bersilia dari specialized odour receptor
neurons (ORNs) yang terpapar dengan lingkungan luar, seringkali terdapat pada
antena dan palpus maksilaris pada serangga, dan beberapa ORNs, seperti OR83b
yang penting dalam proses penghiduan dan dimana reseptor tersebut dihambat
oleh repellent sintetik standar DEET (N, N-diethyl-3-methylbenzamide).
Menariknya, odour receptors yang berespon terhadap DEET juga dapat berespon
terhadap eucalyptol dan linalool pada Culex quinquefasciatus. Pada Anopheles
gambiae, reseptor DEET ORS83b juga dapat distimulasi oleh citronellal.
Bagaimanapun, banyak tanaman mengandung senyawa volatile yang dapat
bertindak sebagai penolak atau repellent serangga (Maia et al., 2011).

Tanaman legundi (Vitex trifolia L.) memiliki banyak senyawa aktif yang
memiliki berbagai aktivitas biokimia. Daun legundi mengandung senyawa aktif
meliputi karbohidrat, flavonoid, proteins, aminoacids, camphene, pinene, tannin,
phytosterols, saponin, essential oils, halimane type diterpenes, vitetrifolins, dan
phenolic compounds. Pada beberapa penelitian sebelumnya daun legundi
menunjukkan aktivitas penolak serangga atau repellent. Aktivitas biologi dari
ekstrak daun legundi sebagai repellent berkaitan dengan keberadaan berbagai
macam zat aktif yang terkandung di dalamnya, diantaranya champene, pinene,
alkaloid, terpenoid, saponin, dan sineol (Widiani, 2011; Maia et al., 2011).

Pada hasil dapat terlihat bahwa konsentrasi tertinggi, yaitu konsentrasi
30% memperlihatkan daya proteksi tertinggi, hal tersebut dapat dijelaskan bahwa
semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun legundi, maka semakin meningkat
komponen volatile yang terkandung di dalamnya sehingga semakin banyak
komponen volatile yang berikatan dengan odorant receptor proteins pada
serangga. Hal tersebut menyebabkan gangguan pada proses penghiduan serangga
sehingga serangga menjauhi sampel (Gershenzon et al., 2007; Lee et al., 2001).

Data hasil penelitian didukung oleh beberapa penelitian sebelumnya.
Penelitian oleh Tawatsin et al. (2006) melaporkan bahwa minyak atsiri daun Vitex
trifolia memiliki aktivitas repellent terhadap beberapa spesies nyamuk yang

diujikan, yaitu Aedes albopictus, Anopheles dirus, dan Culex quinquefasciatus.
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Penelitian tersebut melaporkan bahwa minyak atsiri daun Vitex trifolia memiliki
kandungan eucalyptol, o-pinene, B-pinene, dan caryophylene yang berfungsi
sebagai repellent.

Penelitian oleh Widiani et al. (2011) melaporkan minyak atsiri daun
legundi efektif sebagai sediaan anti nyamuk. Hal ini ditunjukkan dengan sediaan
minyak atsiri daun legundi konsentrasi 17% yang disemprotkan pada kain hanya
dihinggapi lima ekor nyamuk dari 25 ekor nyamuk uji pada pengamatan selama
60 menit. Penelitian tersebut menyebutkan bahwa champene dan pinene yang
terkandung dalam daun legundi memiliki aroma khas dan menyengat sehingga
senyawa tersebut berperan dan efektif untuk mengusir nyamuk.

Maia et al. (2011) melaporkan bahwa senyawa aktif seperti a-pinene, -
pinene, eucalyptol, caryophylene, saponins, dan sineol seperti yang terkandung
dalam daun legundi merupakan komponen tanaman yang memiliki aktivitas
penolak serangga atau repellent karena dapat mempengaruhi odour receptor
proteins pada serangga. Penelitian oleh Mustanir et al. (2008) juga mendukung
hasil penelitian yang diperoleh. Penelitian Mustanir et al. (2008) mengenai
aktivitas repellent batang daun legundi melaporkan bahwa ekstrak aseton batang
legundi pada konsentrasi 10% memperlihatkan aktivitas yang baik dalam menolak
nyamuk dibandingkan dengan kontrol negatif. Penelitian tersebut menyatakan
bahwa alkaloid dan terpenoid yang terkandung dalam batang legundi mungkin
berfungsi sebagai repellent. Senyawa alkaloid dan terpenoid tersebut juga terkandung

dalam daun legundi.

IV. SIMPULAN

Ekstrak daun legundi mempunyai aktivitas sebagai repellent terhadap
nyamuk Aedes aegypti. Ekstrak daun legundi (Vitex trifolia L.) memiliki daya
proteksi terhadap kontak dengan nyamuk Aedes aegypti dengan EDsy pada
konsentrasi 14,809% dan EDgy pada konsentrasi 41,423%. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa ekstrak daun legundi berpotensi sebagai repellent yang

menjanjikan dalam pencegahan transmisi Dengue.
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