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ABSTRAK

Dalam upaya berkelanjutan untuk melawan penyakit yang ditularkan nyamuk,
World Mosquito Program (WMP) telah mengembangkan strategi baru yang
melibatkan pelepasan nyamuk yang terinfeksi bakteri Wolbachia. Studi ini
bertujuan untuk menentukan spesifitas primer wsp dalam mendeteksi Wolbachia
pada serangga yang dikumpulkan di Universitas Kristen Duta Wacana, Yogyakarta,
Indonesia. Dalam penelitian ditunjukkan bahwa primer wsp mampu mendeteksi
keberadaan Wolbachia di berbagai inang serangga tetapi juga menunjukkan
spesifisitas genus untuk wolbachia, secara efektif membedakannya dari bakteri
yang berkerabat dekat. Spesifitas primer wsp menjadikannya alat yang tak ternilai
harganya untuk memantau dan mengevaluasi efektivitas intervensi WMP,
memastikan keberlanjutan keberhasilan mereka dalam memerangi penyakit yang
ditularkan nyamuk.

Kata kunci: wolbachia, wsp primers, Aedes aegypti, Yogyakarta, Indonesia
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Molecular Identification of Wolbachia sp. in Insects Using Primer Wolbachia

Surface Protein (WSP) Gene Primer

Harold William Bonar Manihuruk
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ABSTRACT

To combat the transmission of mosquito-borne diseases, the World
Mosquito Program (WMP) has devised a novel strategy that entails the release of
mosquitoes infected with Wolbachia bacteria, one of this program are ongoing in
the Special Region of Yogyakarta. The objective of this study was to ascertain the
specificity of wsp primers in the detection of Wolbachia in insects collected at Duta
Wacana Christian University, Yogyakarta, Indonesia. The study demonstrated that
the Wolbachia-specific wsp primers were capable of detecting the presence of
Wolbachia in a range of insect hosts, while also exhibiting genus-specificity for
Wolbachia, effectively distinguishing it from closely related bacteria. This
remarkable specificity of the wsp primers makes them an invaluable tool for
monitoring and evaluating the effectiveness of WMP interventions, ensuring their
continued success in combating mosquito-borne diseases.

Keywords: wolbachia, wsp primers, Aedes aegypti, Y ogyakarta, Indonesia
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1.1

BAB I
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Upaya pengendalian demam berdarah dengue (DBD) seperti
penyemprotan, larvisida massal, dan pendidikan pengendalian penyakit
telah dilakukan, namun penyakit demam berdarah masih menjadi masalah
kesehatan masyarakat yang serius di Indonesia. Tujuh provinsi di Indonesia
diketahui memiliki tingkat prevalensi demam berdarah yang tinggi, yaitu
Bali, Kalimantan Timur, DKI Jakarta, DI Yogyakarta, Kalimantan Utara,
Sulawesi Tenggara, dan Kalimantan Selatan (Harapan et al., 2019;
Haryanto, 2018). Berdasarkan data laporan profil kesehatan yang
diterbitkan oleh Pemerintahan Daerah D.I Yogyakarta tahun 2016
melaporkan angka penderita kasus DBD dari tahun 2004 — 2015 sebanyak
8618 kasus dan pada tahun 2018 melaporkan 649 kasus kejadian DBD
dengan kasus tertinggi berada di daerah Bantul. Tingginya kasus kejadian
DBD di daerah Provinsi D.I Yogyakarta menjadikan pencegahan dan
pengendalian DBD sangat penting untuk dilakukan.

Salah satu pencegahan dan pengendalian DBD secara biologis yang
dapat dilakukan yakni dengan menggunakan nyamuk yang sudah diinfeksi
bakteri intraseluler dari genus Wolbachia yang dapat ditularkan secara
vertikal (Buchori et al., 2022). Bakteri ini memiliki kemampuan menekan
replikasi arbovirus pada nyamuk serta mampu berkembang biak secara baik
di dalam populasi nyamuk yang dinilai menjanjikan untuk daerah endemis
penularan demam berdarah (Dorigatti et al., 2018; O’Neill, 2018). Metode
penggunaan bakteri Wolbachia pada tahun 2014 — 2015 pernah dilakukan
dalam skala kecil di daerah Sleman dan Bantul yang berada di provinsi
Yogyakarta yang menunjukkan keberhasilan penggunaanya dan persistensi
keberadaan Wolbachia di dalam populasi nyamuk yang mendorong

penggunaan metode ini (Indriani et al., 2020).



Penggunaan nyamuk yang diinfeksi oleh bakteri Wolbachia
diprakarsai dan dikampanyekan oleh World Mosquito Program (WMP),
yang dikenal juga sebagai program Eliminate Dengue, yang merupakan
asosiasi riset nirlaba yang beroperasi di beberapa negara. WMP memiliki
tujuan untuk melakukan penanganan pengendalian penyakit menular yang
disebabkan oleh vektor nyamuk. Program tersebut dilakukan dengan cara
melepaskan nyamuk yang terinfeksi Wolbachia secara vertikal pada area
target yang kemudian menularkan Wolbachia ke dalam populasi nyamuk
Aedes sp. secara in-situ (O’Neill, 2018). Pelaksanaan program ini juga
dilakukan di Indonesia yang tepatnya dilaksanakan di provinsi Yogyakarta,
termasuk percobaan skala kecil yang dilakukan pada tahun 2014 — 2015
yang berada di provinsi sama, yang merupakan salah satu dari 10 daerah
dengan kasus dengue yang prevalen (Indriani et al., 2020; Kumalawati et
al., 2020).

Pengenalan bakteri Wolbachia (strain wMel) yang dilakukan pada
skala laboratorium ke dalam Aedes aegypti juga menunjukkan hasil yang
stabil dan dapat berpotensi digunakan dalam penurunan penularan arbovirus
pada Aedes sp. seperti dengue, chikungunya, zika, demam kuning, dan virus
mayaro (Pinto et al., 2021). Hasil pengamatan pada laboratorium serta
percobaan skala kecil yang dilakukan pada tahun 2014 — 2015 ini
meyakinkan untuk dilakukannya penyebaran nyamuk yang diinfeksi
wolbachia pada kota Yogyakarta. Pelaksanaan penyebaran nyamuk dengan
Wolbachia ini menunjukkan bahwa Wolbachia mampu menurunkan angka
kasus DBD hingga 73% dalam kurun waktu 2 tahun setelah penyebaran
nyamuk dengan Wolbachia dilakukan (Indriani et al., 2020). Penyebaran
nyamuk dengan Wolbachia ini juga menunjukkan penurunan angka rawat
inap pada kasus terkonfirmasi dengue sebesar 86% (Utarini ef al., 2021).

Penurunan kasus DBD yang dilaporkan oleh Indriani ef al., (2020)
dan Utarini ef al., (2021) menunjukkan keberhasilan penyebaran nyamuk
dengan Wolbachia yang dilakukan di Kota Yogyakarta, keberhasilan ini

membuka tantangan baru dalam memastikan terjaganya efektivitas


https://www.zotero.org/google-docs/?YOVidy

program. Keberhasilan ini terbukti perlu diperhatikan dan diamati
kemampuan efektivitas keberadaan Wolbachia di nyamuk, hal ini karena
karena terjadinya peningkatan angka kejadian DBD dari tahun 2021 ke 2022
setelah penurunan kasus yang signifikan berdasarkan laporan dalam Profile
Kesehatan Kota Yogyakarta pada tahun 2022 dan 2023 yang dirilis oleh
Dinas Kesehatan Pemerintah Kota Yogyakarta. Penurunan efektivitas ini
menurut Edenborough ef al., (2021) dapat terjadi karena genom wMel
(Wolbachia melanogaster), Aedes aegypti, dan/atau DENV itu sendiri yang
berevolusi.

Di Indonesia, keberadaan Wolbachia juga belum cukup memberikan
informasi yang menyeluruh. Penelitian dari Rovik et al, (2022)
menunjukkan adanya keberadaan Wolbachia pada serangga di daerah
Yogyakarta dan tidak ada perbedaan secara molekular pada Wolbachia yang
digunakan oleh WMP dengan Wolbachia yang berada natural pada serangga
lain di Yogyakarta. Di daerah Makassar, Saputra et al, (2020) pada
penelitiannya mendeteksi keberadaan Wolbachia di daerah kota Makassar
yang menunjukkan adanya hasil positif pada nyamuk Aedes aegypti dan
Aedes albopictus yang terdapat secara alami. Namun, kedua penelitian ini
dirasa belum memberikan gambaran yang rinci dari keberadaan Wolbachia
di Indonesia yang memiliki bentuk kepulauan dan memiliki garis Wallace-
Weber. Dikarenakan hal tersebut penting dilakukan pengawasan ekologis
nyamuk dan juga pemberian informasi yang lebih memadai mengenai
keberadaan Wolbachia juga perlu dilakukan sebagai bagian dari
pelaksanaan program nyamuk ber-Wolbachia ini di daerah lain (Buchori et
al., 2022).

Penurunan efektivitas yang dapat terjadi dan kurangnya informasi
keberadaan Wolbachia di Indonesia, menjadi perlu untuk diperhatikan
pemilihan primer sebagai alat identifikasi molekuler. Salah satu primer yang
sering digunakan dalam deteksi dan identifikasi Wolbachia adalah primer
dari gen wsp (wolbachia surface protein). Gen wsp adalah gen yang

mengkode protein membran permukaan utama bakteri wolbachia (Baldo et



al., 2005). Gen wsp diketahui memiliki daerah konservasi sekaligus variasi
yang cukup tinggi dan mampu menunjukkan perbedaan genetik yang
signifikan antara galur (Baldo et al., 2005; Rovik et al., 2022). Menurut
Zhou et al., (1998) keragaman pada gen wsp menjadikannya memungkinkan
untuk membuat perancangan primer PCR yang spesifik terhadap bakteri
dengan genus Wolbachia ini. Penelitian Lau ef al. (2021) juga berpendapat
bahwa primer wsp dapat digunakan sebagai primer universal yang juga
menargetkan amplifikasi pada gen protein permukaan luar Wolbachia.

Primer wsp pada amplifikasi PCR menarget pada gen wsp
(wolbachia surface protein) yang dapat dilihat dengan visualisasi
elektroforesis pada panjang basa antara 590-632 bp (Baldo et al., 2006;
Rovik et al., 2022). Informasi genetik dari gen wsp bukan menjadi satu-
satunya yang dapat digunakan dalam mengidentifikasi keberadaan bakteri
wolbachia, selain gen wsp terdapat juga gen fisZ, groE, 16s rRNA dan 23s
rDNA yang digunakan untuk deteksi dan identifikasi dari Wolbachia pada
serangga (Cordaux et al., 2001; Malloch & Fenton, 2005).

Gen wsp dipillih karena kapasitasnya untuk memberikan dukungan
filogenetik bahkan pada transmisi horizontal di berbagai tingkatan,
memiliki variabilitas nukleotidanya yang memungkinkan penetapan yang
cepat untuk strain dalam reaksi reaksi berantai polimerase (PCR), dan
memiliki gen konservasi yang memastikan hasil yang spesifik (Cordaux et
al., 2001; Vivero et al., 2017). Analisis spesifitas pada primer wsp dalam
deteksi Wolbachia dan keberadaan Wolbachia pada wilayah penyebaran
nyamuk dengan Wolbachia dirasa perlu dilakukan. Kota Yogyakarta
menjadi salah satu wilayah penyebaran nyamuk dengan Wolbachia yang

dilakukan pada program nyamuk wolbachia (Indriani et al., 2020).
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Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang diangkat pada penelitian ini berdasarkan

latar belakang adalah sebagai berikut:

. Bagaimana status keberadaan Wolbachia di Kota Yogyakarta yang menjadi

salah satu lokasi penyebaran nyamuk dengan wolbachia?

. Bagaimana spesifitas daripada primer gen wsp dalam mendeteksi

Wolbachia pada seranga?

Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah, tujuan dari pelaksanaan penelitian

ini adalah sebagai berikut:

. Melakukan deteksi keberadaan Wolbachia di Kota Yogyakarta melalui

pendekatan molekular menggunakan primer wsp.

. Analisis spesifitas dari primer gen wsp pada Wolbachia untuk serangga.

Manfaat Penelitian
Melalui penelitian ini, adapun manfaat yang dapat diperoleh bagi
pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi serta masyarakat adalah

sebagai berikut:

. Memberikan informasi mengenai keberadaan Wolbachia natural yang

terdapat pada serangga di Kota Yogyakarta.

. Informasi mengenai data molekuler ini diharapkan dapat memberikan

bantuan informasi molekuler mengenai kemampuan primer universal wsp

pada deteksi Wolbachia di serangga.



BABV
KESIMPULAN
Keberadaan Wolbachia di Universitas Kristen Duta Wacana, Yogyakarta
yang berada didalam administratif Kotabaru, Kota Yogyakarta terkonfirmasi positif
pada sampel Culex sp. dan Aedes sp. Berdasarkan pengamatan diketahui juga
bahwa wsp dapat digunakan sebagai alat deteksi yang spesifik untuk Wolbachia
pada berbagai macam serangga dikarenakan karakteristik dan sifat dari gen wsp
yang memiliki daerah gen konservasi serta area HVRs (hypervariable regions)

yang beragam sehingga mampu mendeteksi setiap strain dari Wolbachia.

29
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