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Indonesia merupakan daerah dengan hiperendemisitas tinggi untuk infeksi virus dengue dan tempat bersirkulasinya keempat varian genotype virus dengue. Saat ini salah satu cara untuk pencegahan infeksi virus dengue adalah dengan vaksin dengue yang baru tersedia tahun 2016. Vaksin dengue ini menstimulasi terbentuknya antibodi yang akan mengenali membrane dan selubung dari keempat genotipe virus dengue. Efektivitas dari vaksin ini tergantung dari kesesuaian antara antibodi yang terbentuk dengan varian yang beredar di Indonesia. Mengingat virus dengue merupakan virus RNA yang umumnya memiliki laju mutasi yang tinggi, mutasi yang terjadi dapat mengakibatkan terbentuknya escape mutant yang mampu menghindari antibodi yang terbentuk oleh vaksin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui evolusi dan laju mutasi dari virus dengue yang beredar di Indonesia. Sebanyak 116 data genom lengkap dari virus dengue yang telah dilaporkan di Indonesia digunakan dalam penelitian ini. Genotipe virus dengue dianalisa dengan menggunakan software MEGA-X. Evolusi dan laju mutasi dari gen penyandi selubung (E) dan membran (M) virus dengue dianalisa dengan menggunakan software BEAST versi 1.8.3. Hasil dari penelitian ini menunjukkan gen E dan M virus dengue telah berevolusi semenjak pertama kali dilaporkan pada tahun 1975 dan memiliki laju mutasi yang tinggi. Gen E mencapai  9.26 x 10-4 subsitusi/basa/tahun (95% HPD 7.81 X 10 10-4 – 1.07 X 10-3) maupun gen M yang mencapai 8.5 x 10-4 subsitusi/basa/tahun (95% HPD 6.03 X 10 10-4 – 1.09 X 10-3). Tingginya laju mutasi ini membutuhkan perhatian bagi pengembang vaksin untuk pengawasan dan evaluasi yang berkesinambungan.
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PENDAHULUAN
Dengue merupakan penyakit yang disebabkan oleh infeksi dari virus dengue yang merupakan keluarga Flavivirus. Penyakit ini merupakan salah satu masalah kesehatan utama yang  disebarkan dengan bantuan nyamuk Aedes Aegypti dan Aedes albopictus.(World Health Organization, n.d.) Infeksi dengue dilaporkan mencapai 390 juta kasus infeksi setiap tahunnya.(Bhatt et al., 2013) Hal ini merupakan masalah kesehatan yang besar bagi penduduk yang tinggal di daerah tropis dan subtropis, seperti Indonesia, mengingat daerah tersebut adalah daerah endemis infeksi virus dengue. Di Asia dan Amerika Latin, infeksi dengue yang parah merupakan salah satu penyebab kematian tertinggi pada anak-anak.(World Health Organization, n.d.)
Saat ini, satu-satunya vaksin yang telah disetujui untuk pencegahan infeksi dengue adalah vaksin rekombinan tetravalent yang terbuat dari gabungan antara virus dengue dengan demam kuning yang dikenal sebagai CYD-TDV (dikenal dengan nama dagang Dengvaxia). Vaksin tersebut merupakan virus chimera antara demam kuning dengan dengue yang telah dilemahkan dan mengekspresikan gen struktural yang mengkodekan protein membrane (M) dan selubung (E) dari empat serotipe dengue.(Agarwal, Wahid, Yausep, Angel, & Lokeswara, 2017) Di Indonesia sendiri, sekalipun penggunaanya belum meluas dan memiliki harga yang cukup tinggi, vaksin ini telah tersedia sejak bulan September tahun 2016 dan telah diakui oleh BPOM.(“Sekilas tentang Vaksin Dengue,” n.d.)
Tingkat efektifitas dari suatu vaksin ditentukan oleh kemampuan vaksin tersebut dalam menginduksi respon imun dari tubuh manusia, yang disebut juga sebagai tingkat antigenisitas dan kemampuannya dalam menetralisir patogen yang spesifik.(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2014) 

Kegagalan vaksinasi dapat terjadi apabila ada ketidakcocokan antara antibodi yang terbentuk oleh vaksin dengan antigen dari patogen. Salah satu hal yang dapat menyebabkan hal ini adalah mutasi antigen yang berperan dalam pengenalan oleh antibodi. Hal ini nampak pada vaksinasi influenza yang mengalami pergantian setiap tahunnya. Virus dengue sendiri merupakan virus RNA yang umumnya memiliki laju mutasi yang tinggi. Penelitian oleh Allicock et al menunjukkan bahwa laju mutasi virus dengue di Amerika mencapai 7.7 – 9.7 x 10-4 subsitusi/basa/tahun.(Allicock et al., 2012)
Varian dari keempat serotipe virus dengue telah banyak dilaporkan di Indonesia.(Fahri et al., 2013; Haryanto et al., 2016; Megawati et al., 2017; Nusa et al., 2014; Sasmono et al., 2015) akan tetapi laju mutasi dari varian yang bersirkulasi di Indonesia secara keseluruhan belum pernah dilaporkan. Penelitian ini bertujuan untuk melihat evolusi dan laju mutasi dari virus dengue yang ada di Indonesia. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan masukan terhadap kebijakan vaksinasi dengue dan pengembangan vaksin dengue di Indonesia.
METODE PENELITIAN

Subjek penelitian

Subjek penelitian merupakan data nukleotida sebanyak 116 virus dengue yang telah dilaporkan di Indonesia. Data tersebut diambil dari bank data NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov.) dengan kriteria inklusi; sampel berasal dari Indonesia, sampel merupakan data populasi yang diambil dari manusia. Data tersebut berada di bank data dan diambil sampai bulan Agustus 2018, serta memiliki tahun dan lokasi pengambilan.

Penentuan genotipe virus

Analisa genotipe virus dengue dilakukan dengan analisa filogenetik dengan menggunakan software MEGA-X. Pohon filogenetik dibuat dengan menggunakan metode Maximum Likelihood dengan bootstrap sebanyak 1000 perulangan.(Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018)
Penentuan parameter evolusi

Parameter untuk evolusi ditentukan dengan menggunakan software Jmodeltest versi 2.1.10. Parameter hasil analisa digunakan untuk analisa evolusi.(Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012)
Analisa Evolusi dan laju Mutasi gen E dan M virus dengue

Analisa evolusi dan laju mutasi dilakukan dengan menggunakan software BEAST versi 1.8. Model subsitusi menggunakan model GTR (General Time Reversible) dengan Invariant dan Gamma sesuai dari perhitungan Jmodeltest versi 2.1.10. Perhitungan jam molekuler (Molecular Clock) menggunakan tipe Uncorrelated Relaxed Clock. Analisa dilakukan sebanyak 30 juta perulangan dengan sampling setiap 3000 perulangan. Hasil akhir dilakukan burn-in sebanyak 1000 sampel dan pembacaan laju mutasi dilakukan dengan software Tracer versi 1.6 dan visualisasi hasil analisis dengan menggunakan software FigTree versi 1.4.2.(“BEAST 2: A Software Platform for Bayesian Evolutionary Analysis,” n.d.)
HASIL DAN PEMBAHASAN

Indonesia merupakan daerah hiperendemik virus dengue dan keberadaan keempat genotipe virus dengue telah dilaporkan bersirkulasi disetiap daerah di Indonesia. Data virus yan digunakan untuk penelitian ini diketahui sebanyak 69% berasal dari Makassar, 12% berasal dari Jakarta, 8% berasal dari Sumatra dan sebanyak 11% tidak diketahui asal daerahnya. Keempat genotipe dari virus dengue dapat ditemukan dari data virus dengue yang digunakan untuk penelitian ini. Dari 116 data virus dengue yang digunakan, peneliti menemukan genotipe yang paling dominan adalah genotipe 2 diikuti dengan genotipe 1, 3, dan 4. Dominasi genotype 2 ini sesuai dengan yang telah dilaporkan oleh Roy Nusa et al. 2014 untuk penelitian yang dilakukan di Sukami, Jawa Barat.(Nusa et al., 2014) Distribusi keempat genotipe dilihat pada tabel 1.
Tabel 1. Distribusi genotipe dari data virus dengue (n=116)

	Genotipe
	%

	1
	32

	2
	35.3

	3
	26.7

	4
	6


Laju mutasi merupakan parameter yang penting untuk dipahami karena memiliki implikasi dalam perkembangan pencegahan dan pengobatan. Sebagai contoh, estimasi laju mutasi dari virus HIV yang dapat terjadi secara spontan sangat berperan dalam timbulnya resistensi obat sehingga pengobatan lanjutan dengan menggunakan beberapa variasi obat sekaligus sangat dibutuhkan. Contoh lainnya adalah pada manajemen vaksinasi influenza yang selalu diperbaharui setiap tahunnya.(Sanjuán, Nebot, Chirico, Mansky, & Belshaw, 2010)
Gen E dan gen M dari virus dengue memiliki pola evolusi yang berbeda sekalipun berasal dari genom virus yang sama (gambar 1 dan 2). Hal ini dapat disebabkan oleh lokasi kedua protein yang terbentuk dari gen tersebut berbeda. Gen E akan menyandikan protein selubung yang berada paling luar dari virus tersebut. Hal ini akan mengakibatkan protein tersebut akan lebih sering terekspos dengan antibodi yang bersirkulasi di dalam tubuh manusia dan dapat mengakibatkan proses seleksi virion tertentu.(Doud, Hensley, & Bloom, 2017) Proses seleksi ini terlihat dari gambar 2 dan 3 dimana tidak ditemukannya sub-genotipe virus dengue 2 yang dilaporkan pada tahun 1975 -1977 setelah tahun 1998.

Pada hasil penelitian ini ditemukan laju mutasi yang tinggi baik dari gen E yang mencapai 9.26 x 10-4 subsitusi/basa/tahun (95% HPD 7.81 X 10 10-4 – 1.07 X 10-3) maupun gen M yang mencapai 8.5 x 10-4 subsitusi/basa/tahun (95% HPD 6.03 X 10 10-4 – 1.09 X 10-3). Angka ini lebih rendah daripada laju mutasi virus influenza H1N1yang mencapai 3.03 x 10-3 subsitusi/basa/tahun, akan tapi masih harus menjadi perhatian bagi pengembangan vaksin.(Sanjuán et al., 2010) Salah satu yang yang perlu diperhatikan dalam laju mutasi virus dengue adalah pengenalan vaksin itu sendiri. Vaksin dapat menjadi pemicu perubahan laju mutasi virus. Seperti pada vaksin hepatitis B yang memicu terbentuknya escape variant yang dapat menghindari antibodi yang terbentuk oleh vaksin tersebut.(Ye, Shang, & Li, 2015)
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Gambar 1. Filogeni evolusi gen E dari virus dengue dengan metode Bayesian inference
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Gambar 2. Filogeni evolusi gen M dari virus dengue dengan metode Bayesian inference
KESIMPULAN

Pada penelitian ini ditemukan empat genotype virus dengue yang beredar di Indonesia dengan predominasi adalah genotipe 2. Gen E dan M dari virus dengue yang berada di Indonesia telah berevolusi semenjak dilaporkan pertama kali tahun 1975 dan analisa menunjukkan memiliki laju mutasi yang tinggi dari gen E mencapai 9.26 x 10-4 subsitusi/basa/tahun sementara gen M mencapai 8.5 x 10-4 subsitusi/basa/tahun. Tingginya laju mutasi ini memberikan suatu masukan untuk pengawasan dan evaluasi yang berkesinambungan terhadap efektivitas vaksin dengue yang beredar di Indonesia.
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