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MOTTO
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Malaria merupakan penyakit yang menjadi perhatian global dan sering
menimbulkan Kejadian Luar Biasa (KLB). Tercatat 200 sampai 500 juta kasus
klinis malaria dan 1.5-2.7 juta jiwa mengalami kematian akibat malaria, 75%
terjadi pada anak-anak di Afrika yang berumur kurang dari 5 tahun (Shetty et al.,
2006; WHO, 2005). Berdasarkan data Riset Kesehatan Dasar tahun 2013
menunjukkan bahwa insiden malaria di Indonesia tahun 2013 adalah 1.9%
menurun dibanding tahun 2007 yaitu 2.9%. Prevalensi malaria yang terjadi pada
tahun 2013 yaitu 6.0% (Riskesdas, 2013). Malaria dikategorikan sebagai salah
satu penyakit yang berbahaya di dunia. Malaria disebabkan oleh infeksi parasit
yaitu suatu protozoa obligat intraseluler yang berada dalam darah. Protozoa
tersebut berasal dari filum Apicomplexa, kelas Sporozoa, sub kelas Coccidida,
ordo Eucoccidides, sub ordo Haemosporidiidea, family Plasmodiidae, genus
Plasmodium (Wijayanti, 2012). Infeksi Plasmodium ditransmisikan ke manusia
melalui nyamuk Anopheles betina (Shetty et al., 2006).

Anopheles dapat dikatakan sebagai vektor malaria di suatu daerah apabila
terbukti positif mengandung sporozoit dan atau oocyt (Elyazar et al., 2013; WHO,
2003). Setiap daerah endemik malaria, biasanya ditemukan satu atau paling
banyak tiga spesies Anopheles yang berperan penting dalam transmisi patogen
(Wijayanti, 2012). Terdapat sekitar 400 spesies Anopheles tetapi hanya 67 spesies
yang bertindak sebagai vektor dan 24 diantaranya ditemukan di Indonesia.
Anopheles vagus dilaporkan mendominasi di desa Bangsring kabupaten
Banyuwangi pada tahun 2017 dan diduga menjadi vektor malaria di Bangladesh,
Sri Lanka (Verhaeghen et al., 2010; Wibisono, 2017). Diantara sekian banyak
spesies Anopheles, terdapat beberapa spesies yang menunjukkan kesamaan
morfologi namun secara genetik memiliki perbedaan. Spesies yang demikian
disebut sebagai sibling species (Harwin et al., 1969; Sukowati et al., 2005).
Sibling species menunjukkan perilaku yang berbeda seperti kebiasaan menggigit,
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distribusi, dan kapasitas vektorial yang berbeda. Oleh karena itu identifikasi
secara morfologi saja tidak cukup. Metode yang dapat digunakan untuk
mendapatkan informasi yang akurat mengenai identitas vektor yaitu identifikasi
molekuler (Weeraratne et al., 2017).

Identifikasi molekuler mengacu pada konsep bahwa setiap spesies
memiliki identitas genetik yang unik. ldentifikasi molekuler dapat dilakukan
dengan metode DNA barcoding. DNA barcoding merupakan pendekatan
molekuler untuk mengidentifikasi spesies dengan menggunakan urutan DNA
pendek yang memiliki sedikit variasi intra spesies (Batovska et al., 2016). Urutan
DNA pendek yang telah distandarisasi dan dapat digunakan sebagai penanda
genetik untuk identifikasi spesies disebut DNA barcode. Studi awal DNA
barcode menggunakan Internal Transcribe Spacer 2, Cytochrome b Oxidase, 12s
rRNA sebagai gen target. Saat ini gen Cythochrome ¢ Oxidase Subunit 1 (COI)
banyak digunakan untuk identifikasi spesies hewan (Chan et al., 2014). Sekuen
600-710 basepair (bp) gen COI merupakan sekuen yang dapat digunakan sebagai
DNA barcode untuk identifikasi spesies hewan termasuk nyamuk (Hebert et al.,
2004; Chan et al., 2014; Vrijenhoek et al., 1994).

DNA hasil amplifikasi sekuen COI di sekuensing untuk mengetahui urutan
basa nukleotida. Namun urutan basa nukleotida di awal dan di akhir sering kali
tidak terbaca dengan jelas, sehingga urutan basa bagian awal dan akhir
dihilangkan kurang lebih 50 bp untuk mendapatkan piktogram yang akurat. Hal
tersebut dapat mengurangi basa nukleotida sehingga hasil yang diperoleh bukan
merupakan full length DNA barcoding target. Oleh karena itu perlu dilakukan
kloning agar diperoleh full length DNA barcoding target. Kloning DNA adalah
penyisipan potongan DNA dari sumber lain ke dalam plasmid yang telah di isolasi
dari sel bakteri (Campbell et al., 2008). pTA2 merupakan plasmid linear yang
memiliki 3’ terminal thymidine tunggal pada bagian ujung yang disebut T-
overhang (Toyobo, 2009). Adanya T-overhang memudahkan kloning hasil
amplifikasi DNA. Proses ligasi hasil amplifikasi sekuen COI dengan ujung basa
adenin dan pTA2 pada daerah T-overhang menggunakan enzim ligase

membentuk plasmid rekombinan (Sanjaya, 2016).
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1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana karakteristik molekuler Anopheles vagus berdasarkan DNA
pengkode COI vyang dikonstruksikan pada plasmid pTA2 serta hubungan

filogenetik dengan vektor potensial malaria lainnya?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah mengidentifikasi karakteristik molekuler
Anopheles vagus berdasarkan DNA pengkode COI yang dikonstruksikan pada
plasmid pTA2 serta mengetahui hubungan filogenetik dengan vektor potensial

malaria lainnya.

1.4 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah identifikasi molekuler vektor
potensial malaria dari Desa Bangsring Kabupaten Banyuwangi berdasarkan DNA
pengkode COI.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
profil genetik vektor potensial malaria Anopheles vagus berdasarkan DNA
pengkode COI dan hubungan filogenetik dengan vektor potensial malaria lainnya

sehingga dapat memaksimalkan pengendalian vektor malaria.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Epidemiologi Malaria

Malaria merupakan suatu masalah kesehatan di dunia yang dominan di
daerah tropis dan sub tropis. Malaria memiliki area persebaran yang luas yaitu
antara garis lintang 60° lintang utara dan 40° lintang selatan yang mencangkup
lebih 100 negara beriklim tropis dan sub tropis (Tulangow et al., 2018). Secara
global setiap tahunnya diperkirakan terdapat 200-500 kasus malaria dan
mengakibatkan 1.5-2.7 juta kematian. Tercatat 75% kematian pada anak dibawah
umur 5 tahun di Sub-Saharan Afrika. Sedangkan di Amerika Selatan dan wilayah
Eropa terjadi sekitar 1000 dan 7000 kasus malaria setiap tahunnya. Sebagian besar
kasus malaria di Amerika Selatan dan Eropa dibawa oleh orang yang sering
bepergian ke negara endemik malaria tanpa menggunakan kemoprofilaksis.
Malaria juga menjadi penyebab utama anemia pada anak-anak dan ibu hamil,
berat badan lahir rendah, kelahiran prematur dan kematian bayi (Fisher dan
Bialek, 2002; Shetty et al., 2006; WHO, 2005). Insiden malaria pada penduduk
Indonesia pada tahun 2007 adalah 2.9% dan terjadi penurunan pada tahun 2013
yaitu 1.9%. Lima provinsi yang memiliki nilai insiden dan prevalansi tertinggi
yaitu Papua, Nusa Tenggara Timur, Papua Barat, Sulawesi tengah, dan Maluku.
Sedangkan provinsi Jawa-Bali memiliki nilai prevalensi yang rendah
dibandingkan dengan provinsi lain (Riskesdas, 2013).

Malaria disebabkan karena infeksi oleh satu atau lebih dari spesies
Plasmodium. Terdapat lima spesies utama plasmodium yang menyebabkan
malaria yaitu P. falciparum (plasmodium falciparum), P. malariae, P. ovale dan
P. vivax. P. knowlesi. P. falciparum merupakan parasit yang paling banyak
menyebabkan kematian di daerah tropis (Lubis et al., 2017; WHO, 2003).
P. falciparum juga merupakan Plasmodium yang paling umum di Indonesia.
Keberadaan P. falciparum di Indonesia pertama kali dilaporkan oleh Robert Koch
pada tahun 1900 di Ambarawa, Ungaran, dan Tanjung Priok. Setelah

P. falciparum, P. vivax juga banyak ditemukan di beberapa wilayah seperti Asia,
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dan Afrika. P. ovale banyak ditemukan di Afrika khusunya di Afrika barat,
sedangkan di Indonesia P. ovale ini banyak dtemukan di wilayah timur Indonesia.
P. malariae ditemukan di berbagai negara dan merupakan jenis parasit malaria
yang hanya menginfeksi manusia (Elyazar et al., 2011). P. knowlesi ada pada
monyet ekor panjang (Macaca fascicularis), namun ditemukan pula menginfeksi
manusia (Lubis et al., 2017). Infeksi Plasmodium ditransmisikan ke manusia
melalui nyamuk Anopheles betina (Shetty et al., 2006).

Anopheles betina memiliki lumen midgut yang menjadi tempat
pembentukan zigot Plasmodium dan perkembangan ookinete, oocyst dan
sporogeni disisi basal midgut. Sporozoit bermigrasi melalui haemocoel dan
menginvasi kelenjar ludah. Proses tersebut dinamakan dengan sporogeni. Proses
sporogeni sangat penting karena dari satu oocyst akan menghasilkan ribuan
sporozit. Sporozoit selanjutnya masuk ke dalam peredaran darah manusia saat
blood feeding (Hillyer et al, 2007). Sporozoit bermigrasi ke hati membentuk
tropozoit hati, lalu berkembang menjadi skizon hati yang terdiri dari 10.000-
30.000 merozoit hati. Merozoit dari skizon hati yang pecah akan masuk ke
peredaran darah kemudian menginfeksi sel darah merah normal. Parasit akan
berkembang di dalam sel darah merah normal dari stadium tropozoit sampai
skizon yang disebut dengan siklus skizogeni (Depkes RI, 2005).
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Gambar 2.1 Siklus Hidup Plasmodium
(http://wanenoor.blogspot.com/2014/11/penyakit-malaria-dan-siklus-hidup.html)
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2.2 Vektor Potensial Malaria

Spesies Anopheles yang dikategorikan sebagai vektor potensial malaria
yaitu spesies yang selalu melakukan kontak dengan manusia, tingginya dominasi
spesies, umur spesies panjang, dan dikonfirmasi sebagai vektor di daerah lain
(Kazwaini et al.,, 2014). Berdasarkan biting preference populasi nyamuk
dibedakan menjadi zoofilik, anthropofilik, dan anthropozoofilik. Anopheles yang
bersifat zoofilik lebih tertarik melakukan blood feed pada hewan, sedangkan
Anopheles yang bersifat anthropofilik dapat bertindak sebagai vektor (Sukowati et
al., 2005). Beberapa spesies yang dinyatakan sebagai vektor di Indonesia yaitu
An. aconitus (Anopheles aconitus), An. balabacensis, An. bancroftii, An.
barbirostris, An. farauti, An. flavirostris, An. koliensis, An. leucosphyrus, An.
maculatus, An. nigerrimus, An. sundaicus, An. sinensis, An. subpictus (Permadi et
al., 2014). An. barbirostris, An. sundaicus, An. subpictus, An. minimus dilaporkan
menjadi vektor malaria di provinsi NTT (Kazwaini dan Mading, 2014). An.
subpictus dan An. barbirostris diketahui berperan sebagai vektor malaria dan
filiaris di Sulawesi, Timor, dan Flores, tetapi di daerah lain seperti Jawa dan
Sumatra tidak berperan sebagai vektor (Marwoto et al., 1992; Sukowati et al.,
2005), An. maculatus dilaporkan sebagai vektor malaria di Jawa dan Sumatra
(Marwoto et al., 1992). Sedangkan di daerah pantai Banyuwangi Jawa Timur
ditemukan An. sundaicus, An. vagus, An, subpictus, An. flavirostris, An. anularis,
An. barbirostris, An. definitus (Shinta et al., 2003).

Kingdom : Animalia

Phylum . Arthropoda

Class . Insecta

Order : Diptera

Sub Order : Nematocera

Family : Culicidae (mosquitoes)
Sub family : Anophelinae

Genus : Anopheles

Sub genus : Anopheles

Cellia (Reid, 1968).
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An. vagus dan An. annularis diduga sebagai vektor malaria yang
penyebarannya di seluruh pulau Sumba. An. vagus banyak ditemukan di Flores
baik di daerah pantai maupun pedalaman dan dilaporkan cenderung bersifat
anthrofilik (Marwoto et al., 1992). Sedangkan di Sukabumi Jawa barat dan
kecamatan Kokap Jawa Tengah, An. vagus dilaporkan sebagai vektor malaria di
karena ditemukan sporozoit P. falciparum. Selain itu, An. vagus ditemukan
dengan kepadatan tinggi dan endemik di beberapa daerah. Terdapat penelitian
bahwa An. vagus di Vietnam memiliki habitat di air payau dan dilaporkan bahwa
P. falciparum tidak dapat berkembang. Penelitian lain yang dilakukan di Thailand
menunjukkan bahwa P. falciparum dan P. vivax dapat berkembang pada An.
vagus dengan habitat air tawar. Kemungkinan kejadian ini dikarenakan adanya
perbedaan strain atau sibling species akibat perbedaan ekologi dan distribusi
geografi. Pengaruh perbedaan habitat juga terjadi pada An. subpictus ternyata
menunjukkan adanya perbedaan genetik. Spesies yang memiliki genetik berbeda
namun memiliki morfologi yang sangat mirip merupakan sibling species (Alfiah
dan Mujiyono, 2014).

Sibling species sulit untuk dibedakan karena morfologi yang sangat mirip
sehingga sering terjadi kesalahan dalam identifikasi. Sibling species sering
menunjukkan perilaku makan yang berbeda, kebiasaan menggigit, kompetensi
vektor, distribusi, dan kapasitas vektorial yang berbeda. Oleh karena itu,
pengamatan secara morfologi saja tidak cukup akurat. Identifikasi molekuler
merupakan cara yang akurat karena berbasis genetik yang dimiliki suatu spesies
(Weeraratne et al., 2017).

2.3 Identifikasi Molekuler

Identifikasi spesies menjadi sangat penting dalam studi biologi. Terdapat
dua pendekatan utama yang digunakan dalam identifikasi spesies yaitu karakter
morfologi dan DNA barcoding. Sistem taksonomi modern telah mengembangkan
DNA barcoding yang didasarkan pada teknik molekuler yang berpotensi
memberikan hasil dengan ketepatan dan akurasi tinggi dalam waktu yang singkat.

Sehingga banyak digunakan dalam mengkonservasi keanekaragaman hayati
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palpus, dan sayap. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop stereo
dan pengambilan gambar dilakukan dengan menggunakan optilab.

3.3.4 Isolasi DNA Genom

Isolasi DNA genom An. vagus menggunakan metode Salting Out
Extraction. Sampel An. vagus. DNA genom di ektraksi dari whole body nyamuk
An. vagus yang dimasukan ke dalam tube 1.5 ml. Kemudian ditambahkan 400 pl
homogenizing buffer lalu dihomogenkan menggunakan mikropistil. Langkah
selanjutnya adalah menambahkan 40 pl 20% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)dan 8
pl proteinase K. Sampel di resuspensi sebelum diinkubasi. Inkubasi dilakukan
menggunakan thermo shaker pada suhu 65 °C selama dua jam. Setelah di
inkubasi, suspensi ditambah 300 ul NaCl (Natrium Chloride) jenuh 6 M lalu di
swirling secara perlahan dan di sentrifugasi dengan suhu 4 °C kecepatan 10000
rpm (rotation per minute) selama 30 menit. Setelah itu diambil supernatan
sebanyak 300 pl dan dipindahkan ke dalam tube baru. Supernatan ditambahkan
isopropanol equal volume lalu di inkubasi pada suhu -20 °C selama satu jam.
Setelah inkubasi, sampel disentrifugasi suhu 4 °C kecepatan 10000 rpm selama
20 menit. Pelet yang diperoleh di cuci menggunakan etanol 70% kemudian di
sentrifugasi dengan suhu 4 °C kecepatan 10000 rpm selama 5 menit. Pelet yang
mengandung DNA dikeringkan menggunakan vacum dry dan direhidrasi dengan
50 pl ddH,0 steril. Selanjutnya sampel dapat dianalisis atau dapat di simpan pada
suhu -20 °C.

3.3.5 Elektroforesis DNA Genom

Elektroforesis DNA merupakan cara untuk melihat pita DNA yang di
visualisasikan menggunakan UV transluminator. Proses ini memerlukan agarose
untuk pembuatan gel agarose dan buffer TAE 1x (Tris Acetate EDTA) untuk
melarutkan agarose sekaligus untuk running elektroforesis. Konsentrasi agarose
yang digunakan yaitu 0.8% dan ditambahkan EtBr (Ethidium Bromide) sebanyak
1 pl. Genom yang diperoleh saat isolasi di ambil sebanyak 5 ul dan dicampur

dengan loading dye 1 pl. Sampel kemudian dimasukan ke dalam sumuran pada
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