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ABSTRACT

Identification of dengue hemorrhagic fever (DHF) vector species is important for vector control
programs. Internal Transcribed Spacer (ITS) of DNA markers is one of the DNA markers that is generally
used to identify a species. This study was aimed to obtain potential primers with specific results for dedes
aegypti mosquito species based on DNA sequences ITS-1, 5.8S Ribosomal RNA and ITS-2. This research
was an in silico descriptive study using Primer3 and Primer-BLAST, as well as an in vitro confirmation
stage was used the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. The sequence of DNA data was obtained
from NCBI with accession numbers GU980956.1 and ON652374.1. The results of in silico primer design
obtained two pairs of potential primers, namely primer 1) Left 5’-CATTTGCTAGTCCCTCGGG-3’ Right
5’-CACCACACCACGTCTGAC-3’, and primer 2) Left 5-CATTTGCTAGTCCCTCGGG-3" Right
5’-CATCAACCGCGG TGTGTC- 3’. Visualization of PCR results was detected using a 1.5% agarose gel
with a product size of aroind 800 bp. The conclusion of this study was that two pairs of ITS primers were
obtained which had the potential to identify 4. aegypti mosquitoes.

Keywords: Aedes aegypti,; primer design; ITS;, PCR
ABSTRAK

Identifikasi spesies vektor demam berdarah dengue (DBD) penting dilakukan untuk program
pengontrolan vektor. Penanda DNA Internal Transcribed Spacer (ITS) adalah salah satu penanda DNA
yang umumnya digunakan untuk mengidentifikasi satu spesies. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
primer yang potensial dengan hasil spesifik terhadap spesies nyamuk Aedes aegypti berdasarkan sekuen
DNA ITS-1, 5.8S ribosomal RNA dan ITS-2. Penelitian ini adalah penelitian deskripsif secara in silico
menggunakan Primer3 dan Primer-BLAST serta tahap konfirmasi secara in vitro dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR). Data sekuen DNA diperoleh dari NCBI dengan nomor aksesi GU980956.1 dan
ON652374.1. Hasil desain primer secara in silico diperoleh sebanyak dua pasang primer potensial yaitu
primer 1) Left 5’-CATTTGCTAGTCCCTCGGG-3’ Right 5’-CACCACACCACGTCTGAC-3’, dan primer 2)
Left 5’-CATTTG CTAGTCCCTCGGG-3" Right 5’-CATCAACCGCGGTGTGTC-3". Visualisasi hasil PCR
dideteksi menggunakan gel agarosa 1,5% dengan ukuran produk sekitar 800 bp. Simpulan penelitian ini
adalah diperoleh dua pasang primer ITS yang potensial untuk mengidentifikasi nyamuk 4. aegypti.

Kata-kata kunci: Aedes aegypti; desain primer; ITS; PCR
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PENDAHULUAN

Virus dengue merupakan virus yang
dapat menyebabkan terjadinya infeksi Demam
Berdarah Dengue (DBD). Empat serotipe virus
dengue yang berbeda adalah DEN-1, DEN-2,
DEN-3 dan DEN-4, yang semuanya merupakan
anggota famili Flaviridae dan genus Flavivirus
(Aryati dan Wardhani, 2010). Virus dengue
dapat menular melalui vektor nyamuk Aedes
aegypti (Chandra, 2019). Sekitar 2,5 miliar
orang dari populasi penduduk yang ada di dunia
terjangkit DBD. Di Kota Malang telah terjadi
360 kasus DBD pada bulan Januari hingga
Juni 2022 (Ratri et al., 2017). Penanganan
DBD di Kota Malang khususnya, masih belum
memberikan hasil yang maksimal (Lang et
al., 2021). Hal ini mungkin karena kurangnya
efisiensi pengendalian vektor. Populasi vektor
A. aegypti yang berasal dari daerah berbeda
memiliki kerentanan terhadap virus dengue yang
berbeda pula (Siagian et al., 2017). Diperkirakan
adanya perbedaan genetik pada vektor DBD
dapat memengaruhi keberhasilan pengendalian
nyamuk (Aseptianova et al., 2017).

Screening spesies untuk efektivitas
insektisida merupakan salah satu pengendalian
nyamuk menggunakan pendekatan biologi
molekuler. Teknik analisis identifikasi spesies
dapat dilakukan dengan Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Astarietal.,2021). Proses PCR
membutuhkan penanda spesifik, salah satunya
yakni penanda [Internal Transcribed Spacer
(ITS). Senyawa DNA penanda ITS ini umumnya
digunakan untuk mengetahui keragaman genetik
pada makhluk hidup eukariotik (Mulyatni et al.,
2011; Yen et al., 2013). Daerah DNA pengkode
ITS dibagi menjadi ITS-1 yang berada di
ribosom sub unit kecil dan 5.8S rRNA, dan ITS-
2 yang berada di ribosom sub unit besar dan
5.8S rRNA (Norris dan Norris, 2015). Region
ITS memiliki ciri yang unggul yakni panjang
kurang lebih 700 pasang basa dan memiliki
genom inti dengan salinan yang banyak
(Hariri, 2021). Mubhsinin et a/ (2019) dengan
penelitiannya menggunakan penanda ITS-1 dan
ITS-2 menunjukkan bahwa nyamuk A4. aegypti
memiliki keragaman genetik yang cukup tinggi.
Menurut Senjarini ef al (2021) bahwa penanda
DNA yang banyak digunakan untuk identifikasi
nyamuk yakni ITS-1, 5.8S Ribosomal RNA, dan
ITS-2. Penanda ini memiliki kemampuan untuk
membedakan spesies yang berkerabat dekat dan
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termasuk sekuen memadai (Rambe et al., 2014).

Penelitian ini berfokus pada eksplorasi
kandidat primer spesifik untuk A.aegypti
berdasarkan DNA pengkode ITS-1, 5.8S
ribosomal RNA dan ITS-2. Sekuen DNA ITS di
Indonesia memiliki panjang nukleotida kurang
dari 400 bp Wijirahayu dan Sukesi (2019),
sehingga dibutuhkan primer spesifik dengan
sekuen yang lebih panjang. Lebih lanjut lagi,
masih sedikit informasi terkait penelitian sejenis
yang membahas desain primer DNAITS terhadap
A. aegypti di Indonesia. Desain primer dapat
dilakukan dengan cara in silico dan dikonfirmasi
secara in vitro menggunakan PCR (Messe et al.,
2020). Hasil penelitian ini dapat menjadi dasar
untuk penelitian selanjutnya tentang eksplorasi
keragaman genetik berdasarkan DNA penanda
ITS untuk spesies 4. aegypti di Indonesia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian
deskriptif observasional dengan pendekatan
secara kualitatif. Penelitian ini dilaksanakan
di  Laboratorium  Kimia, Laboratorium
Bioteknologi  Universitas ~ Muhammadiyah
Malang. Waktu penelitian dilaksanakan dari
bulan Juli hingga Oktober 2022. Sampel yang
digunakan adalah DNA nyamuk dewasa A.
aegypti yang berumur 3-5 hari dari Kota Malang.
Metode yang dilakukan pada penelitian ini yakni
secara in silico dan in vitro menggunakan teknik
PCR.

Persetujuan Etik

Penelitian ini  telah memperoleh
pembebasan persetujuan etik dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Malang pada surat
keterangan layak etik nomor E.5.a/262/KEPK-
UMM/XI11/2021.

Penentuan Template DNA

Template DNA sebagai acuan untuk
desain primer yakni sekuen ITS-1, 5.8S
ribosomal RNA dan ITS-2 diperoleh dari
database NCBI. Urutan yang digunakan dalam
penelitian ini masing-masing memiliki nomor
aksesi ON652374.1 Indonesia 337 bp yang di
alignments dengan GU980956.1 Saudi Arabia
949 bp. Lebih lanjut dalam proses desain primer
in silico, urutan yang diperoleh disimpan dalam
format FASTA.
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Desain Primer

Kandidat pasangan primer yang
digunakan dalam penelitian ini yakni untuk
mengamplifikasi didesain melalui Primer-
BLAST dengan menggunakan parameter
tertentu (Tabel 1). Dua pasangan primer
diperoleh dengan mengunggah urutan DNA
dalam format FASTA yang berisi sekuen ITS-
1, 5.8S ribosomal RNA dan ITS-2 ke Primer-
BLAST.

Identifikasi Morfologi A. aegypti

Identifikasi nyamuk dilakukan untuk
memastikan secara morfologi adalah spesies A.
aegypti. Identifikasi morfologi ini menggunakan
mikroskop digital 3.6 MP. Pengamatan lebih
lanjut dilakukan dengan melihat ciri khusus
morfologi pada nyamuk A.s aegypti yang terdiri
atas caput, thorax, abdomen, ventral brush, tuft,
dan comb.

Isolasi DNA

Metode untuk mengisolasi DNA nyamuk
A. aegypti adalah metode Salt-out Extraction.
Sampel sebanyak lima nyamuk dituangkan
pada mikropistil dan diekstraksi dengan
menambahkan 100 pL larutan homogenizing
buffer kemudian menambahkan ulang hingga
400 pL. Sampel tersebut dimasukkan dalam
tube untuk ditambahkan sebanyak 40 pL
SDS konsentrasi 20% dan 8 uL proteinase-K.
Inkubasi overnight,dilakukan dengan suhu 65°C,
kemudian ditambahkan dengan 300 pL NaCl
6M, dan dilakukan sentrifugasi. Supernatan
diambil dengan ditambahkan isopropanol equal
volume dalam kondisi dingin serta inkubasi pada
suhu -20°C, dan supernatan dibuang. Pellet
yang mengandung DNA tersebut dicuci dengan
300 pL ethanol 70%. Sentrifugasi dengan suhu
4°C dan pellet DNA dikeringkan untuk dapat
dilanjutkan untuk tahap PCR.

Polymerase ChainRreaction (PCR)
Amplifikasi  DNA 4. aegypti
menggunakan dua pasangan primer ITS-1,
5.8S ribosomal RNA, dan ITS-2. Amplifikasi
PCR dalam larutan DNA hasil isolasi sehingga
didapatkan konsentrasi 10 pL. dengan larutan
PCR yang terdiri 3 pL template DNA (10 pL),
12,5 pL PCR mix, 4 uL masing-masing primer,
dan 3 pL dH,0O. Setting PCR dengan temperatur
yang digunakan pre-denaturasi 95°C, denaturasi
95°C, annealing 50°C, elongasi 72°C, dan post-
elongasi 72°C dilakukan sebanyak 30 siklus.
Produk PCR sebanyak 10 pL running pada 1,5%
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gel agarose yang telah ditambahkan Etidium
Bromide (EtBr). Elektroforesis dilakukan dengan
tegangan 50 volt selama 50 menit. Elektroforesis
dapat dilihat dengan menggunakan instrument
gal documentation di bawah sinar UV. Hasil
elektroforesis terlihat pada layar PC berupa pita
atau hand DNA.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi nyamuk dilakukan untuk
memastikan secara morfologi adalah spesies
A. aegypti. Nyamuk A. aegypti diidentifikasi
secara morfologi dengan mikroskop digital 3.6
MP. Hasil identifikasi nyamuk yang diujikan
memiliki morfologi yang sesuai dengan A.
aegypti. Morfologi dari nyamuk A. aegypti

pada bagian tubuh dan tungkainya terlihat sisik
dengan warna garis-garis putih keperakan.

Gambar 1. Identifikasi morfologi bagian dorsal
A: Dokumen pribadi, 2022 dan
B: Mu’azah er al. (2021)
Keterangan:Sc = scutum terdapat pada bagian
dorsal berwarna putih transparan
diantara dua garis lengkung

Tars

Gambar 2. Identifikasi morfologi bagian
tungkai
C: Dokumen pribadi, 2022 dan
D: Mu’azah et al., (2021)
Keterangan:Tb= tibia; Tars= tarsus ditandai
dengan berbentuk pita atau garis
putih keperakan dengan dasar
hitam
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Tabel 1. Parameter yang digunakan pada

Primer-BLAST

Parameter Pengaturan
Product size Min: 746
Max: 949

Primer melting Min: 55.0
temperatures(Tm) Max: 60.0
Primer GC% Min: 56.0
Max: 80.0

Tabel 2. Data sekuen DNA ITS spesies Aedes
aegypti

No  Nomor genbank Panjang basa

nukleotida
U sudimba 0%
2 M%S;iﬁl 948 bp
sy
4 K[Ii(iitw 746 bp
s ey

Ciri khusus pada A. aegypti terlihat
dari scutum yang terdapat pada bagian dorsal
(Gambar 1) (Setiyaningsih dan Alfiah, 2014).
Scutum A. aegypti memiliki warna putih di
antara dua garis lengkung (Qibtiyah et al., 2022;
Pombo et al., 2021). Bagian kaki A. aegypti
(Gambear 2) terlihat berbentuk pita dengan garis
putih keperakan serta dasar hitam (Berri et al,
2020).

Studi in  silico desain  primer
menggunakan website Primer-BLAST.
Penelitian ini secara spesifik menggunakan
sekuen DNA ITS-1, 5.8S ribosomal RNA, dan
ITS-2. Data hasil penulusuran sekuen DNA
diperoleh sebanyak lima kandidat (Tabel 2).
Data yang diperoleh dari spesies 4. aegypti
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Gambar 3. Hasil Elektroforesis PCR

Keterangan: M = Marka 1 kb, A dan B =
Amplikon ITS-1, 5.8S Ribosomal
RNA, dan ITS-2 pada suhu
annealing 50°C

dengan panjang basa nukleotida yang beragam
ditunjukkan pada Tabel 2. Data tersebut hanya
diambil dua data dengan panjang base pair
tertinggi dengan daerah sekuen ITS-1, 5.8S
ribosomal RNA, dan ITS-2, sehingga diperoleh
pada nomor GU980956.1 Saudi Arabia sebesar
949 bp dan ON652374.1 Indonesia sebesar
337 bp. Hal ini sejalan dengan penelitian oleh
Saraswati et al (2019) bahwa semakin panjang
ukuran base pair yang digunakan maka semakin
spesifik daerah yang teramplifikasi.

Peneliti berfokus pada sekuen it’s a.
aegypti di Indonesia, namun sekuen DNA
Indonesia <400 bp sehingga perlu dilakukan
penyuntingan dengan aplikasi MEGA versi 11.
Sekuen DNA dianalisis menggunakan Primer3
yang diperoleh sebanyak dua pasang primer
(Tabel 3). Penelitian yang dilakukan oleh
Nuryady et al. (2020) menyatakan bahwa desain
primer dapat dilakukan dengan menggunakan
Primer3. Hasil desain primer kemudian dianalisis
secara deskriptif menggunakan Primer-BLAST.
Menurut (Muhsinin et al. (2019) bahwa Primer-
BLAST dapat untuk memastikan bahwa suatu
spesies spesifik.

Tabel 3. Data desain primer ITS-1, 5.8S Ribosomal RNA, dan ITS-2

No Pasang primer Tm %GC Product size
LEFT
. CATTTGCTAGTCCCTCGGG 37,61 37,89
Primer 1 806
RIGHT 57,97 61,11
CACCACACCACGTCTGAC ’ ’
LEFT
. CATTTGCTAGTCCCTCGGG 37,61 37,89
Primer 2 823
RIGHT 59,14 61,11
CATCAACCGCGGTGTGTC ’ ’
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Kedua kandidat primer yang diperoleh
digunakan sebagai hasil desain primer yang
sesuai dan memenuhi standar kelayakan primer
dengan memperhatikan panjang basa nukleotida
dan parameter lain seperti nilai Tm dan %GC
yang dapat memberikan pengaruh pada primer.
Kandidat primer yang diperoleh telah memenuhi
kriteria kelayakan primer berdasarkan panjang
basa pada primer yakni 19-20 bp. Hal ini sejalan
dengan penelitian Abdullah et al. (2019) bahwa
primer umumnya memiliki panjang basa 15-
25 bp dengan tidak memiliki selisih yang tinggi
dengan suhu leleh. Primer Melting Temperature
(Tm) sebagai suhu yang digunakan ketika primer
dupleks mengalami lepas ikatan dan nilai %GC
merupakan jumlah basa G dan C yang ada dalam
primer. Menurut Yustinadewi et al. (2018) bahwa
nilai %GC disarankan dengan rentang 50-60%,
namun hasil penelitian menunjukkan nilai %GC
antara 57-61%. Nilai %GC dapat memberikan
pengaruh pada ikatan antar untai DNA. Hasil
nilai %GC yang tinggi dapat mengakibatkan
ikatan antar untai DNA menjadi kuat karena GC
memiliki lebih banyak ikatan antar nukleotida
daripada AT schingga berpengaruh pada nilai
Tm (Maitriani et al., 2015; Alfitri et al., 2022)).
Kedua kandidat primer menunjukkan bahwa nilai
Tm telah memenuhi standar kriteria primer yang
baik. Primer dengan nilai Tm pada kisaran antara
52-60°C ideal, namun jika nilai Tm melebihi
65°C dapat mengurangi efektivitas annealing dan
menyebabkan proses amplifikasi DNA kurang
berjalan baik (Yustinadewi et al., 2018).

Kedua pasang primer memiliki nilai Tm
yang termasuk ideal yakni antara 57-59°C. Proses
amplifikasi PCR secara umum dilakukan dengan
tahapan denaturasi, annealing, dan elongasi
(Aminah et al., 2019). Pada penelitian ini suhu
yang diujikan yakni suhu annealing yakni sebesar
48°C, 50°C, dan 52°C. Suhu yang menunjukkan
pita DNA yang jelas terdapat pada suhu 50°C. Suhu
yang digunakan harus optimal karena jika suhu
terlalu panas/tinggi dapat menyebabkan gagalnya
amplifikasi DNA akibat tidak terjadi penempelan
primer. Menurut Hermansyah et al. (2018) bahwa
suhu annealing yang digunakan merupakan suhu
dengan selisih sebesar 5°C di bawah temperature
melting (Tm) yang dimiliki primer, sehingga suhu
annealing yang digunakan sebesar 50°C. Hasil
dari konfirmasi desain primer secara in vitro
(PCR) didapatkan pita DNA. Pita DNA yang
dikonfirmasi melalui ga/ documentation dengan
kedua primer berhasil mengamplifikasi DNA A.
aegypti berukuran sekitar 800 bp dibandingkan
dengan marker Qiagen 1 kb (Gambar 3).
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa dengan
mendesain primer secara in silico menggunakan
primer3 dapatdiperolehprimeryangpotensialdan
memenubhi kriteria primer yang spesifik terhadap
spesies. Dua pasang primer potensial yakni Left
(5’-CATTTGCTAGTCCCTCGGG-3’)  Right
(5’>-CACCACACCACGTCTGAC-3’) dan Left
(5’-CATTTGCTAGTCCCTCGGG-3’)  Right
(5’-CATCAACCGCGGTGTGTC-3). Dua
pasang primer tersebut menghasilkan amplicon
ukuran sekitar 800 bp pada suhu annealing yang
digunakan yakni 50°C.

SARAN

Penggunaan bahan isopropanol equal
volume harus dalam keadaan dingin agar dapat
menurunkan aktivitas molekul air sehingga
memudahkan dalam presipitasi DNA.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penulis mengucapkan terimakasih
kepada DPPM UMM dengan skema P2I yang
telah membiayai penelitian ini serta semua pihak
yang telah membantu baik secara langsung
maupun tidak langsung sehingga penelitian ini
dapat berjalan dengan baik.
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