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VARIABILITAS GENETIK Aedes aegypti DI DAERAH ENDEMIK DEMAM
BERDARAH DENGUE (DBD) KOTA PADANG BERDASARKAN PRIMER
SITOKROM OKSIDASI I (COI) MITOKONDRIA DNA.

Hasmiwati', Dahelmi’ dan Djong Hon Tjong®
'Bagian Parasitologi, Fakultas Kedokteran Universitas Andalas, Padang
. T e-mail: hasmiwati6 5@gmail.com
“Jurusan Biologi, FMIPA Universitas Andalas, Padang

Abstrak

Variasi genetik nyamuk Aedes aegypti(L) dari daerah geografi berbeda menunjukan kerentanan yang
berbeda terhadap infeksi virus dengue dan berhubungan dengan kompetensi vektorialnya. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui keragaman/variabilitas genetik Aedes aegypti yang berperan sebagai
vektor didaerah Endemik DBD kota Padang dengan berdasarkan primer gen sitokrom oksidase |
(COI) mitokhondria DNA. Metode yang digunakan adalah Polimerase Chain Reaction (PCR)
menggunakan primer COl. CI-J-195MTD10 (SOTTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT30) dan 12-
N-3014 MTD-12 (5' TCCAATGCAATAATCTGCCATATTA 3)'. Pengambilan sampel dilakukan
pada 4 lokasi daerah endemik DBD di kota Padang. Di laboratorium dilanjutkan dengan pemeliharaan
nyamuk, isolasi DNA, amplifikasi dan sekuensing kemudian dianalisis dengan program Clustal X
untuk OOaligment00 dan dilanjutkan analisis [ Umaximum parsimony(l [}, (}Umaximum
likehoodO O dan O Odistance tree00 dengan program Phylip versi 3,68. Hasil UUaligment0) 4
sekuen sampel Aedes aegypti dari kota Padang dibandingkan dengan 17 sekuen Aedes aegypti dari
genBank dan 1 out group memperlihatkan dari jumlah 527 OsitedJ dengan 433 monomorfik Csitel
dan 94 polimorfik Ositel}, variabel tunggal 37 dan parsimony informatif 37 C[isiteli. Hasil pohon
filogenetik memperlihatkan 3 haploptip dengan 2 cluster dengan 3 subcluster. Hal ini menunjukan
bahwa Aedes aegypti yang ada di kota Padang terdiri dari 2 strain yaitu Aedes aegypti aegypti dan
Aedes aegypti fermosus dan berhubungan dengan tingginya kasus DBD di kota Padang.

Kata Kunci : Variabilitas, Aedes aegypti, Sitokrom Oksidasi I, PCR

Abstract

Genetic variation of Adedes aegypti (L) from geographical different regions showed different
susceptibility to dengue virus infection and is associated with vectorial competence. The aim of this
study was to determine the genetic diversity / variability of dedes aegypti which acts as vector in
endemic regions of DHF in Padang based on cytochrome oxidation 1 (COl) gene primer, DNA
mitochondria. We used Polymerase Chain Reaction (PCR) methode with COI as a primer. Cl-J-
195SMTD10 = (STTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT3) and  12-N-3014 MTD-12 (5
'TCCAATGCAATAATCTGCCATATTA 3) in this study. Samples were collected from four
locations DHF endemic regions in Padang. Futhermore, mosquitoes were reared in laboratory,
continued with DNA extraction of mosquitoes, amplifying and sequencing of DNA. Data were
analyzed by using Clustal X and reationship within samples were analized using Maximum
parsimony, Maximum likelihood and Distance tree using Phylip version 3,68. Alignment results of 4
samples of Aedes aegypti from Padang were compared with 17 sequences of dedes aegypti  from
GenBank. One out group showed, from total of the 527 sites , 433 with monomorphic site and 94
with polymorphic site. We found 37 single variable and 37 parsimony informative site. Phylogenetic
tree results exhibited that there were 3 haploptipes with two clusters and 3 subcluster. It concluded
that Aedes aegypti in Padang consisted of two strains of Aedes aegypti aegypti and Aedes aegypti
fermosus, these findings are related to high prevalence of DHF cases in Padang.

Keywords: Variability, Aedes aegypti, Cytochrome Oxidation I, PCR

PENDAHULUAN

Kasus DBD di Sumatera Barat terutama di Kota Padang terus meningkat setiap tahunnya,
peningkatan tersebut tidak saja berkaitan dengan angka morbiditas maupun mortalitas, namun juga
dalam hal perluasan distribusi geografis epidemik DBD, hal ini disebabkan oleh aktivitas manusia
yang berhubungan juga dengan diferensiasi populasi yang rendah dengan aliran gen yang tinggi
dalam suatu populasi nyamuk dan juga disebabkan terjadinya pemanasan Global (Global warming)
yang berpengaruh terhadap kompetensi vektorial nyamuk Aedes aegypti.

Variabilitas genetik dapat membentuk strain baru dari nyamuk karena variabilitas genetik
berkorelasi dengan adaptasi untuk lulus hidup serta kompetensi vektorial dalam penularan virus
dengue. Populasi nyamuk Ae. aegypti yang berasal daerah geografis yang berbeda dapat berbeda di
dalam perilaku menggigit, kapasitas vektorial dan ciri-ciri kepentingan epidemiologi serta
kerentanannya terhadap infeksi virus dengue (Tabachnick, 1991)

[—————— S S
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Tekhnologi molekuler yang memiliki sensitifitas dan spesifitas yang tinggi seperti PCR yang
telah dikembangkan, dapat digunakan untuk melipat gandakan fragmen DNA secara in vitro.
Untuk mengetahui variabilitas genetik nyamuk, perlu dilakukan sekuensing dari hasil penggandaan
fragmen DNA tersebut. Dari fragmen—fragmen spesifik DNA yang diamplifikasi dengan
menggunakan marker genetik berdasarkan atas gen Sitokrom Oksidasi I (COI) mtDNA
(mithochondrial DNA) dapat berguna untuk mengetahui variabilitas variasi genetik populasi
intraspesifik dan pemetaan genetik serta identifikasi strain nyamuk Ae. aegypti, hubungan populasi
geografis dan arah penyebaran vektor serta membantu menganalisa resiko penularan peyakit.
Beebe et al. (1995) menggunakan marker ini untuk mengetahui variabilitas genetik nyamuk vektor
dengue Adedes aegypti di Australia dan implikasi  untuk surveilens serta pemantauan
penyebarannya. Bracco et al. (2007) menggunakan marker gen mtDNA ini untuk mengetahui
variabilitas genetik de. aegypti di Amerika.

Berdasarkan hal tersebut telah dilakukan penelitian tentang fenomena genetik yang
menyangkut variabilitas genetik nyamuk vektor DBD Ae. aegypti didaerah endemik DBD kota
Padang.Hasilnya akan berguna sebagai alat surveilens, penentuan strategi pengendalian dan
pengontrolan nyamuk vektor penyakit virus dan studi epidemiologi DBD terutama dalam rangka
menurunkan angka morbiditas dan mortalitas penyakit DBD yang ditularkan oleh nyamuk Ae.

aegypti.

BAHAN DAN METODE
Sampel Nyamuk Aedes aegypti
Sampel dari penelitian ini adalah telur nyamuk Ae .aegypti. Telur didapatkan dengan memasang
perangkap telur (ovitrap). Lokasinya yaitu : Komplek Perumahan Belimbing Kelurahan Kuranji,
Komplek SD Islam Budi Mulia Simpang Haru dan Komplek Perumahan Unand Gadut Kelurahan
Bandar Buat Padang serta kampus Kedokteran Unand Jati Padang.
Isolasi DNA nyamuk Ae. aegypti
Telur nyamuk yang ditangkap dengan ovitrap dipelihara dilaboratorium sampai dewasa.
DNA nyamuk diisolasi menurut prosedur (Hoelzel,1994) yang telah dimodifikasi cleh Anggraini,
1998).
Amplifikasi DNA.
Amplifikasi DNA dilakukan dengan mesin PCR perkin Elmer. Primer yang digunakan CI-
J-2195 MTD-10 (50 TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT30) dan 12-N-3014 MTD-12(5'
TCCAATGCAATAATCTGCCATATTA 3)' dengan kit RTG-PCR bead (Ready to Go- PCR
bead). Kondisi PCR yang digunakan adalah : denaturasi awal dengan suhu 94°C selama | menit,
denaturasi dengan suhu 94°C selamal menit, annealing dengan suhu 55°C selama 2 menit, ektensi
dengan suhu 72°C selama 2 menit dilakukan 30 siklus dan ektensi akhir dengan suhu 72°C selama
10 menit. Hasil amplifikasi DNA dengan dapat didentifikasi dengan menggunakan gel
elektroforesis 1,5 % pada larutan TAE 1x (Sambrook ef al., 1989).
Sekuensing DNA
Sekuensing dilakukan menggunakan metode PCR (Sanger, et.al., 1985). Kegiatan ini dilakukan di
Yayasan Genneka Eikjman Jakarta. Sekuensing dilakukan secara one read direction menggunakan
primer COI Fw atau primer COI Ryv.
Analisis Data
Alignment data sekuen dilakukan dengan program Clustal X. Hasil aligment kemudian diedit
dengan program Bioedit. Selanjutnya dibuat Pohon Filogenetik. Pohon filogenetik dibuat
berdasarkan sekuen DNA dengan menggunakan beberapa software yaitu: distance method, Z
parsimony method dan likehood method. Jarak evolusinya dihitung untuk semua pasangan taxa dan
pohon filogenetik dibuat berdasarkan hubungan diantara nilai nilai jarak tersebut. Software yng
digunakan adalah Philip versi 3.68 (Felsenstein, 1985) dan PAU*Ver.4.10b (Swofford, 2002)
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Fragmen DNA hasil amplifikasi (Gambar l) yang didapatkan adalah 800 bp dari 4 populasi
nyamuk Ae.aegypti di kota Padang .

800bp

Gambar 1 : Elektoforegram fragmen DNA dengan primer COI . M : Marker,
1. Sampel Belimbing, 2.sampel Simpang Haru, 3. sampel Gadut
dan 4. sampel Jati.

Sekuen dari hasil sekuensing setelah dilakukan analisa dengan membandingkan dengan data
GenBank didpatkan hasil berupa pohon flogenetik (Gambar 2).

Pacang 1
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Gambear 2 : Pohon filogenetik nyamuk Ae.aegypti kota Padang yang dibandingkan
dengan data pada Gen Bank. Didasarkan analisis maximum parsimony
(MP), Maximum likehood (ML) dan neighbor joining (NJ).
Padang1(Belimbing),Padang 2 (Smpg.Haru), Padang 3 (Gadut) dan
Padang 4 (Jati).

MA
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Hasil aligment 4 sekuen sampel nyamuk Ae. aegypti yang berasal dari 4 lokasi kota Padang
dan 17 sekuen yang ada pada Genbank. Panjang sekuen sekuen yang dianalisis adalah 527 bp
terdiri dari 433 monomorfik site dan 94 polimorfik site, variabel tunggal 37, parsimoni informatif
57. Ke 4 sampel yang berasal dari kota Padang terbagi menjadi 3 haploptip, haploptip 1 sampel
Padang 1 dan Padang 2 Ae. aegypri (Belimbing dan Simpang Haru), haploptip 2 sampel Padang 4
Ae. aegypti (Jati) dan haploptip 3 sampel Padang 3 Ae.albopictus (Gadut). Perbandingan haploptip
1dan 2 dan haploptip 3 nilai sekuen divergennya adalah 0,76% ini memperlihatkan differensiasi
intrapopulasi. Nilai genetik distance dibandingkan dengan outgrup adalah 0-0,3%; genetik distance
tertinggi yaitu 10,4 — 11,73%. Jarak distance Ae. albopictus dan Ae. aegypti adalah 11,1%, ini
memperlihatkan diferensiasi yang tinggi, menurut Kartavtsev and Lee (2006) jarak distance dengan
nilai 9,66 % merupakan differensiasi tingkat spesies.

Dari hasil dapat dihat bahwa nyamuk Ae. aegypti yang berperan sebagai vektor DBD di
Kota Padang sudah terjadi variasi/diversitas genetik. Dari ke 4 lokasi pengambilan sampel di kota
Padang ini, pertukaran populasi secara alami nyamuk Aedes aegypti tidak akan terjadi karena jarak
terbang nyamuk Aedes sp tidak melebihi 500 meter, fenomena yang terjadi ini mungkin sudah
terjadi spesiasi antar spesies nyamuk Ae.aegypti secara simpatrik diantara nyamuk Ae. aegypti yang
ada di kota Padang. Menurut teori simpatrik, proses divergensi terjadi tanpa pemisahan geografis
dari populasi. Tahap pertama adalah karena seleksi alam menyukai evolusi dua bentuk didalam
kawasan kontiniu suatu spesies. Jika kekuatan seleksi alam cukup besar, dua bentuk berevolusi
dalam kontek inbreeding (Ridley (,1991). untuk membuktikannya penelitian dengan jumlah
sampel yang besar perlu dilakukan.

Berdasarkan pohon filogenetik (Gambar 2) de. aegypti yang terdapat pada 4 lokasi di kota
Padang terdapat 2 cluster Aedes sp yaitu : claster Padang] (Belimbing), Padang 2 (Simpang Haru)
dan Padang 4 (Jati) Aedes aegypti dan cluster sampel Padang 3 (Gadut) de. albopictus. Cluster Ae.
aegypti terbagi atas 3 sub cluster yaitu : subcluster M132, subcluster Ae. aegypti Liverpool dan sub
cluster de. aegypti isolat Timur Indonesia dan Ae. aegypti formosus. Angka yang terdapat pada
setiap cabang pohon memperlihatkan nilai boostrap untuk analisis neighbor joining (NJ), maximum
likehood (ML) dan maximum parsymoni (MP). Semua pengelompokan ini dengan nilai
100/100/100. Nyamuk Ae.aegypti dari Belimbing dan Simpang Haru mengelompok dengan
nyamuk Ade.aegypti yang berasal dari daerah Indonesia Timur , de. aegypti yang berasal dari Jati
mengelompok denangan Ae. aegypti dari Liverpool sedangkan Ae.aegypti yang berasal dari Gadut
mengelompok dengan nyamuk Ae. albopictus. Hasil ini jika dihubungkan dengan kasus DBD dan
tingkat endemisitas DBD, endemisitas yang tinggi dan bahkan menyebabkan KLB DBD setiap
tahun yang terjadi di daerah Belimbing maka kemungkinan yang terjadi adalah sudah terbentuknya
strain baru dari nyamuk Ae. aegypti yaitu strain Ade. aegypti aegypti yang terdapat didaerah
Belimbing dan strain Ae. aegypti fermosus yang terdapat di daerah Jati dan juga disebabkan karena
telah terjadinya penularan virus secara transovarial dari induk nyamuk ke telurnya (Hasmiwat,
2009; Akbar, 2003 ; Ahmad 1997 and Khin dan Tan ,1983). Sedangkan Aedes aegypti yang berasal
dari Gadut yang masih mengelompok dengan Ae. albopictus. Menurut MacClelland (1974),
Tabachnick & Powel (1979) and Failloux et al. (1979) terdapat 2 bentuk Ae.aegypti yaitu
Ae.aegypti aegypti dan Ae.aegypti fermosus yang berbeda dalam ekologinya, perilaku, variasi
genetik dan kerentananya terhadap virus dengue. Ae.aegypti aegypti jauh lebih rentan terhadap
infeksi dengue dilaboratorium dari pada Ae. aegypti fermosus dilaboratorium (Failloux et al.,2002),
mungkin hal ini yang menyebabkan daerah Belimbing merupakan daerah endemik tinggi DBD di
Kota Padang. de. albopictus berasal dari kawasan hutan Asia Tenggara umumnya ditemukan
didaerah periurban, rural dan dan kawasan hutan, dan Ae. albopictus unumnya menyebabkan
kasus-kasus DBD sporadis (Ibanez-Bernal et.al. 1997). Jadi Ae. aegypti yang diambil sebagai
sampel yang berasal dari lokasi Gadut mungkin Aedes sp yang sedang berdeferrensiasi, yang
disebabkan oleh beberapa faktor seperti : tekanan selektif akibat pemberantasan nyamuk dengan
insektisida, ekologi vektor, perilaku makan dll, namun hal ini perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut.
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KESIMPULAN
Dari hasil penelitian ini dapat diambil kesimpulan :

1. Berdasarkan urutan DNA gen Cytokhrom Oksidase I (COI) mitokhondria DNA, Ae. aegypti
dari 4 lokasi kota Padang telah terjadi diversitas genetik dengan membentuk 3 haploptip
dengan 2 cluster.

2. Sudah terjadi variabilitas genetik dengan terbentuknya 2 strain Ae. aegypti yaitu de. aegypti

aegypti dan Ae. aegypti fermosus.
Strain de. aegypti yang berbeda menyebabkan kasus DBD yang berbeda. Strain Ae. aegypti
aegypti lebih rentan terhadap infeksi virus dengu dan menyebabkan endemisitas yang tinggi.

(98]
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