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ABSTRAK

Jawa Timur merupakan daerah yang memiliki kasus demam ber dar ah tertinggi di Indonesia. Salah satu
agen hayati pengendali vektor virus demam berdarah adalah Bacillus thuringiensis, namun penelitian
terkait B. thuringiensis isolat lokal asal Jawa Timur belum banyak diungkap. Penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan B. thuringiensisisolat lokal Jawa Timur yang berpotensi mengendalikan larva Aedes.
aegypti serta mengetahui karakter dan similaritas fenotip antar isolat tersebut dengan B. thuringiensis
acuan (Bti.HD567). Tahapan penelitian meliputi isolasi B. thuringiensis dari sedimen dan air dengan
menggunakan media selektif B. thuringiensis, karakterisas fenotip berdasarkan morfologi koloni dan
morfologi sel (pewarnaan Gram dan endospora), serta uji toksisitas dari masing-masing isolat B.
thuringiensis terhadap larva A. aegypti. Data hasil uji toksisitas selanjutnya diseleksi untuk mendapatkan
isolat-isolat yang berpotens tinggi dalam mengendalikan larva A. aegypti yang kemudian dianalisis
menggunakan analisis ragam (ANOVA). Isolat yang berpotens tinggi dalam mengendalikan larva A.
aegypti diidentifikas dengan APl 50 CHB, kemudian dibuat dendogram dengan menggunakan CLAD97.
Isolat-isolat yang memiliki potensi tinggi dalam membunuh larva A. aegypti yaitu Mdnl1.Tk2, SK.T,
Pb2.T, W.Swh.S.K2, K.K1.SK2, dan Jmbr1.T. Berdasarkan dendogram terdapat tiga kelompok yaitu
kelompok 1 (Mdn1.Tk2, K.K1.S.K2), 2 (SK.T, Pb2.T dan W.Swh.S.K2) dan 3 (Jmbr1.T).Isolat Mdn1.Tk2
dan K.K1.SK?2 identik dengan Bti.HD567 (100 %), sedangkan SK.T, Pb2.T, dan W.Swh.S.K2 merupakan
Genus Bacillus (98,3 %). Isolat Jmbr1.T tidak termasuk Genus Bacillus.

Kata Kunci:Aedes aegypti, analisis similaritasBacillus thuringiensis, isolat lokal Jawa Timur.

ABSTRACT

East Java is an area having the highest case of dengue fever in Indonesia. One of the biological control
agent vector of dengue virusis Bacillus thuringiensis. However, local isolates of B. thuringiensis from East
Java has not been explored. The objective of study was to obtain B. thuringiensis local isolates from East
Java potentially control A. aegypti larvae and to study the characters of those isolate and their phenotypic
similarities among the isolates obtained with B. thuringiensis reference (Bti.HD567). This research contain
some step: isolation of B. thuringiensis from sediment and water using selective media for B. thuringiensis,
phenotypic characterization based on colony morphology and cell morphology (Gram staining and
endospore), and toxicity assay of each isolate of B. thuringiensis against A. aegypti larvae. Toxicity assay
data then be selected to obtain high potency of isolate in controlling A. aegypti larvae and analyzed using
analysis of variance (ANOVA). Isolates having high potency to control A. aegypti larvae were identified
with the API 50 CHB and then dendogram was constructed using CLAD97. Isolates with high potency to
kill A. aegypti larvaewere Mdnl1.Tk2, SK.T, Pb2.T, W.Swh.S.K2, K.K1.S.K2, and Jmbr1.T. Based on the
dendogram resulted three groups of Bacillus: group 1 (Mdn1.Tk2, K.K1.S.K2), group 2 (SK.T, Pb2.T and
W.Swh.S.K2) and group 3 (Jmbrl.T). Mdnl.Tk2 and K.K1.SK?2 isolates 100 % identic to Bacillus
thuringiensis (Bti.HD567), isolates SK.T, Pb2.T, and W.Swh.S.K2 were in the Genus of Bacillus (98.3%).
However Jmbr 1.T isolate excluded from Genus of Bacillus.

Keyword: Aedes aegypti, similarity analysisBacillus thuringiensis, local isolates of East Java.

PENDAHULUAN salah satu penyakit menular yang sampai saat ini
masih menjadi masalah kesehatan masyarakat di
Penyakit demam berdarah dengue ataindonesia. Penyakit DBD disebabkan oleh virus
Dengue Haemorrhagic Fever (DHF) merupakamlengue yang ditularkan oleh nyamukedes
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aegypti. [1]. Aedes aegypti merupakan jenis tanah. Masing-masing  sampel  tersebut
nyamuk yang mempunyai distribusi dimasukkan ke dalam kantong plastik.
kosmotropikal dan pola penyebaran paling lua$edangkan sampel air diambil dari permukaan
di Indonesia serta sebagai vektor utama penyalkdtir dan dimasukkan ke dalam botol kultur. [5].
DBD. [2]. Berdasarkan data Kemenkes RI (2012)
Propinsi Jawa Timur merupakan daerah dengan Isolasi bakteri. Sampel tanah ditimbang
jumlah kasus DBD tertinggi di Indonesia yaitusebanyak 25 g (berat basah), sedangkan sampel
3.152 kasus. Adanya masalah tersebut, malar sebanyak 25 ml. Setiap sampel dimasukkan
perlu adanya suatu tindakan dalam pengendalidee dalam 225 ml larutan NaCl 0,85 %.
vektordengue. Dipanaskan pada suhu 8C selama 15 menit.
Pengendalian vektor virusengue dapat Dilakukan seri pengenceran “i0sampai 16
dilakukan secara kimiawi dengan penggunaadengan menggunakan larutan NaCl 0,85 %.
insektisida, namun penggunaan bahan kimi&uspensi dari masing-masing pengenceran
secara berlebihan dapat membunuh musuh alamiiambil  sebanyak 0,1 ml kemudian
dan organisme lain yang bukan sasaran, sehingdénokulasikan ke dalam cawan petri yang berisi
perlu adanya suatu perubahan strategi yang lebihedia selektiB. thuringiensis (3 g glukosa, 2 g
mengutamakan keamanan lingkungan [3]. SalafNH4),SQ,, 2 g yeast extract, 05 ¢
satu cara yang dapat dilakukan untukk,HPQ,.3H,O, 0,2 g MgSO04.74D, 0,08 g
memberantas nyamuk serta bersifat aman ba@iaCt.2H,O, 0,05 g MnSQ4H,0, 15 g Agar
lingkungan adalah dengan menggunakan muswdalam 1000 ml akuades) secapaur plate.
alamiA. aegypti, yaituBacillusthuringiensis[4].  Diinkubasi selama + 72 jam pada suhu 80
Bacillus thuringiensis diketahui efektif dalam Setiap isolat yang tumbuh dimurnikan dengan
mengendalikan pertumbuhaA. aegypti dan metodestreak plate secara kuadran. Setiap jenis
bersifat spesifik, artinya aman bagi manusia dakoloni (single colony) diambil sebanyak satu
organisme bukan sasaran [3]. oose kemudian diinokulasikan ke dalam media
Penelitian tentang toksisitasBacillus  selektif B.thuringiensis dan diinkubasi selama *
thuringiensis telah banyak dilakukan. Hasil dari 48-72 jam pada suh@0 °C. Isolat disimpan
beberapa penelitian menunjukkan bahwa terdapdalam medidNA miring pada suhu 4C. [6,7, 8,].
karakter fenotip yang berbeda pada setiap isolat
B. thuringiensis yang ditemukan. Penelitian ini Pengamatan morfologi. Morfologi yang
dilakukan untuk mendapatkan isolatB. diamati meliputi koloni tunggal dan sel. Koloni
thuringiensis isolat lokal Jawa Timur yang tunggal yang diamati meliputi  warna,
berpotensi tinggi dalam membunuh larva permukaan, struktur dalam, dan struktur tepi
aegypti, dan mengetahui similaritas fenotip koloni, sedangkan pengamatan morfologi sel
diantara isolat-isolat B. thuringiensis yang dilakukan dengan cara pewarnaan Gram dan
didapatkan, serta membandingkan isolBt endospora (metode Schaeffer-Fulton).
thuringienss yang didapatkan denganB.
thuringiensis acuan. Pemdiharaan larva nyamuk A.
Aegypti. Larva A. aegypti yang digunakan untuk
uji toksisitas merupakan keturunan F2, yang
sebelumnya telah diaklimatisasi pada lingkungan
baru (laboratorium). Telur yang diperoleh dari

sam aiPde;rfhgr?nlvllgli cgloalk; kig:u;?bﬂggl szgr:rhz qmas Kesehatan Provinsi Surabaya ditetaskan
P g ' 9 PHalam bak plastik yang telah diisi dengan air

dilaksanakan di beberapa lokasi di Jawa Timugumur sebanvak % tinaai bak. Selama. proses
yang terkena wabah DBD berdasarkan data y 4 ingg . p

Dinkes (2012). Analisis sampel dilaksanakan dPenetasan dilakukan pengamatan dan penyinaran

Laboratorium Mikrobiologi dan pemeliharaandengaln lampu - listrik (4Q watt). Larva diberi
larva A. aegypti dilaksanakan di Laboratorium pakan dog feed. Pupa dimasukkan ke dalam

: ) . : .Barraub box hingga menjadi nyamuk dewasa
Ekologi dan Diversitas Hewan, Jurusan Bmlog"r(]jan menghasilkan telur (F2). [9].

Fakultas Matematika dan Ilimu Pengetahua
Alam, Universitas Brawijaya, Malang.

METODE PENELITIAN

Uji toksisitas B. thuringiensis terhadap
larva A. aegypti. Isolat diinokulasikan dalam 50
ml NB. Inokulum diinkubasi dalam suhu 3G,
120 rpm selama 72 jam dan dilakukan sampling

Pengambilan sampel. Sampel tanah
diambil pada kedalaman 0-10 cm dari sedime
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pada inkubasi 2448, dan 72 jal. Inokulum dari
masingmasing sampling tersebut diam
sebanyak5 ml dan dimasukkan padmasing-
masingcawan petri yang berisi air sumur 45
Kemudian masingprasing  cawan pet
ditambahkan sebanyak 20 ekor larva nyarA.
aegypti instar Il. Larva diberi makanan vyait
dogfeed, sedangkan kontrol digunakan 20 la
nyamukA. aegypti instar Ill tanpa ditambahke
suspensiB. thurigiensis. Pengamatan dilakuke
dengan menghitung jumlah kematian larva de
24, 48, dan 72 jam. [9].

Uji biokimia. Isolat yang bepotensi
tinggi dalam mengendalikdarva Aedes aegypti
dilakukan uji biokimia. Yl biokimia pada
penelitian inimenggunakan API 50 CF dan uji
biokoimia tambahan (VP dan katale.

Klasifikasi ber dasarkan nilai
similaritas sifat-sifat fenotip. Data hasil
karakteristik fenotip dengan tanda plus (+)
tanda minus {; dikompilasi menggunaka
Microsoft Excel. Data yang memiliki nilai (-
diubah menjadi 1 dan nilai)(menjadi 0 (secat
numerik). Data yang telah diubah terse
kemudian ditah menggunakan CLAD97 unti
mengkonstruksikan dendogram ye
mencerminkan klasifikasi OTU (Operatiol
Taxonomical Unit) berdasarkan nilai inde
similaritas (Sjk). [10]Algoritma yang digunaka
yaitu UPGMA Unweight Pair Group Method
with Averages). Karakterfenotipyang digunakan
dalam analisis ini minimal50 karakter da
maksimal 200 karakter. [11].

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi bakteri dari sampel sedin
dan air dari beberapieota di Jawa Timur yan
terkena wabah demam berdarah diper 16
isolat. Isolat-isolat tersebuhemiliki kemiripan
fenotip denganB. thuringiensis berdasarkan
morfologi koloni dan sel.

Isolat bakteri yang berpotens tinggi
dalam mengendalikan pertumbuhan larva A.
aegypti. Berdasarkan hasil uji toksisitas ye
dilakukan, didapatkan dusolatyaitu Pb2.T, dan
Jmbrl. T dan empat isolat dari hasil peneli
Tripisila (2013) dan Pratiwi (2013) vyai
Mdn1.Tk2, SK.T, W.Swh.S.K2, dan K.K1.S.}
yang berpotensi tinggi atam mmngendalikan
larva Aedes aegypti (lebih dari 50 9). Semua

isolat  berpotensi  tinggi  mengendalik
pertumbuhan larvé. aegypti pada pendedahan
72 jam, namun setiapsolat memiliki waktu
inkubasi yang berbedaed: Waktu inkubasi
menunjukkan waktu untuk memproduksi tok
pada isolat-isolat tersebut.

Isolat SK.T dapat membunuh larva pi
waktu inkubasi24 jam vyaitu sekitar 68
(Gambar 1).Isolat Mdn1.Tk2, Jmbrl.T, de
K.K1.S.K2 dapat membunuh larva lebih dari
% pada waktu inkubasi 24 (Gambar 1) dan
jam (Gambar 2), namun isolat Jmbrl.T le
berpotensi membunuh larvA. aegypti pada
waktu inkubasi 24 jam vyaitu sekitar 76
sedangkan Mdnl.Tk2 dan K.K1.S.K2 lel
berpotensi membunuh larva pada waktu inku
48 jam yaitu 100 % (Mdnl.Tk2), dan 68
(K.K1.S.K2). Isolat Pb2.T dan W.Swh.S.I
memiliki potensi membunuh tertinggi pa
waktu inkubasi 48 jam yaitu 66% (Pb2.T)
51% (W.Swh.S.K2) (Gambar 3)lsolat Bti-
HD567 pada penelitian ini hanya dapat
membunuh larva palg banyak sekitar 6 % pa
waktu inkubasi 24 jam pada pendedahan 48
Berdasarkan penelitian ini, semua s
mengalami penurunan efektivitas toksisitas f
waktu inubasi 72 jam.

140

120 abc abc
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Gambar 1Persentase mortalitas larva nyarA.
aegypti oleh perlakuan isolat lok:
Jawa Timur dan Bti.HD567 pada
waktu inkubasi 24 jar
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Gambar 2Persentase mortalitas larva nyarA.
aegypti oleh perlakuan isolat lok:
Jawa Timur dan Bti.HD567 pada
waktu inkubasi 48 jan
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yang memiliki potensi dalam membunuh larva
nyamuk vyaitu Mdnl.Tk2 (Madiun), Sk.T
e (Lamongan), Jmbrl.T  (Jember), Pb2.T
wr (Probolinggo) W.Swh.S.K2, dan K.K1.S.K2
= Mdn.Tk2 (Nganjuk). Berdasarkan morfologi koloni dan
o sel, semua isolat tersebut memiliki karakter yang
B.HD567 hampir sama, sedangkan hasil identifikasi
2 48 7 dengan menggunakan uji biokimia, semua isolat
Periakuan Pendedahan (lam) tersebut memiliki karakter fenotip yang berbeda-
Gambar 3. Persentase mortalitas larva nyafuk beda. Data karakter dari semua isolat tersebut
aegypti oleh perlakuan isolat lokal dapat digunakan untuk analisis similaritas fenotip
Jawa Timur dan Bti. HD567 pada (fenetik).
waktu inkubasi 72 jam.

Mortalita Larva A. aegypti (%)

Perbedaan tingkat efektivitas antarisolat 100 o
dapat disebabkan oleh karakteristik genetik 4|M(m_n;:
bakteri. Bakteri yang kurang efektif dalam
membunuh larva dimungkinkan kristal toksin

100 %

yang dihasilkan kurang cocok dengan reseptot KE1sK2
dalam saluran pencernaan larva aegypti, TR0
sehingga kelarutan kristal rendah dan kematian SET

larva juga rendah. [12]. Nilai mortalitas larva
yang sangat rendah pada isolat Bti-HD567
(acuan) dapat disebabkan karena adanyg |-4z-.
penurunan efektivitas toksisitas dari isolat

100 29

PbL2.T

100 %%

tersebut. Penyimpanan dan subkultur dari isolaf TVswhS R
tersebut selama beberapa kali mengakibatkai
penurunan potensi dari bakteri tersebut. [7]. —_—

Setiap isolat membutuhkan waktu inkubasiGambar 2 Dendoaram _vana _menuniukkan
yang berbeda-beda dalam mengendalikan : gram yang )
hubungan similaritas antarisolat
pertumbuhan larva nyamuk. Isolat Jmbrl.T dan : )
: : : lokal Jawa Timur yang berpotensi
SK.T lebih berpotensi mengendalikan :
) . membunuh larva nyamuk. aegypti
pertumbuhan larva nyamuk pada waktu inkubasi dan Bti HD567
24 jam, sedangkan isolat Mdnl.Tk2, Pb2.T, ' )
W.Swh.S.K_Z, dan K.K1.S.K2 lebih berpotensi Berdasarkan dendogram  (Gambar  4)
mengendalikan pertumbuhan larva pada wakty

inkubasi 48 jam. Isolat yang berpotensi tinggimenunjukkan bahwa persentase similaritas

dalam menaendalikan pertumbuhan  larda fenotip isolat Mdn1.Tk2 dan K.K1.S.K2 dengan
_ meng pe ! ? Bti.HD567 sebesar 100 %. Isolat SK.T, Pb2.T
aegypti pada waktu inkubasi 24 jam

dimungkinkan  menggunakan B-eksotoksin dan W.Swh.S.K2 memiliki nilai similaritas
0 , ;
karenap-eksotoksin diproduksi dan dikeluarkan sebesar 100% yang menunjukkan bahwa isolat

selama pertumbuhan vegetatif, sedangkan isol%ﬁ;sebm satu strain. Ketiga isolat tersebut (SK.T,

yang memiliki potensi tinggi mengendalikan 2T dan W.Swh.S.K2) memiliki nilai
. similaritas dengan Bti.HD567 sebesar 98,3 %
pertumbuhan larvaA. aegypti pada waktu

inkubasi 48 jam menggunakafi-endotoksin yang menunjukkan bahwa isolat tersebut satu

karena toksin tersebut hanya diproduksi adGenus dengan Bti.HDS67 yaitu Geriacillus.
: ya dipro Paltolat Jmbrl.T dengan Bti.HD567 memiliki nilai
saat fase sporuladBacillus thuringiensis dapat

s 0 :
memproduksi toksin berueksotoksin dar- similaritas sebesar 74,2 % yang menunjukkan

: , : . bahwa isolat tersebut bukan Gemagillus.
endotoksin. Beta eksotoksinanya diproduksi : Lo .

: AR Matriks kesamaan similarity matrix)
oleh strain B. thuringiensis yang memiliki

. , i : merupakan suatu hal dimana bakteri dengan
plasmid coding untuka-endotoksin. [13]. tingkat kesamaan yang tinggi dikelompokkan

bersama dalam fenon (phenons), dan perbedaan
(significance) fenon tidak selalu jelas terlihat.
[14]. Metode pengklasifikasian dari ciri-ciri

Similaritas fenotip antara isolat B.
thuringiensis yang didapatkan dengan isolat
acuan. Hasil uji toksisitas diperoleh enam isolat
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morfologi yang sederhana belum dapaf5]
menggambarkaradanya hubungan kekerabatan
hingga tingkat genus. Penelitian ini hanya
menunjukkan adanya tingkatkeberagaman
karakter fenotip isolat. [15].

KESIMPULAN (6]

Didapatkan dua isolat lokal Jawa Timur 7
yang berpotensi tinggi dalam mengendalikar{]
larva nyamukA. aegypti lebih dari 50 % yaitu
Jmbrl. T dan Pb2.T, serta empat isolat dari
peneliti lain dalam tim yaitu Mdn1.Tk2, SK.T,
W.Swh.S.K2, dan K.K1.S.K2. Isolat Mdn1.Tk2 8]
dan K.K1.S.K2 merupakan satu strain denga|[1
Bti.HD567 (100 %), sedangkan SK.T, Pb2.T,
dan W.Swh.S.K2 merupakan Genacillus
(98,3 %). Isolat Jmbrl.T tidak temasuk genus
Bacillus. 9]
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