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ABSTRAK

Demam Berdarah Dengue (DBD) masih menjadi masalah bagi kesehatan masyarakat dan merupakan penyakit
endemis yang menyebabkan angka kematiannya tinggi hampir di seluruh provins di Indonesia. Pada kurun
empat tahun terakhir Jawa Timur memiliki kasus DBD paling tinggi. Ketinggian tempat merupakan faktor
yang membatasi penyebaran Aedes aegypti sebagai vektor epidemik penyakit demam berdarah. Salah satu cara
yang aman untuk memberantas nyamuk tersebut adalah dengan Bacillus thuringiensis. Tujuan penelitian ini
untuk mendapatkan isolat dan menguji toksisitas Bacillus thuringiensis yang efektif dalam membunuh larva
Aedes aegypti dari beberapa ketinggian tempat di Jawa Timur. Sampel sedimen dan air diambil dari dataran
tinggi Blitar dan Bondowoso, dataran sedang di Bangkalan, Ponorogo, Madiun dan Tulungagung serta dataran
rendah di Lamongan dan Surabaya. Bacillus thuringiensis diisolas dengan media selektif. Isolat yang
didapatkan diamati karakteristik fenotip (Profil Matching Method), kemudian dilakukan pengujian toksisitas
pada larva nyamuk Aedes aegypti instar I11. Persentase mortalitas larva dianalisis probit (LC50), ragam
(ANOVA) dan uji t (t-test). Dua dari 28 isolat Bacillus thuringiensis yang didapatkan yaitu SK.T dan Mdn | TK2
mampu membunuh larva Aedes aegypti lebih dari 50 % . Isolat Mdn | TK2 pada umur biakan 48 jam dan isolat
SK.T pada umur biakan 24 jam pada waktu pendedahan 72 jam secara berturut-turut mampu membunuh
larva Aedes aegypti sebesar 100 % dan 68,3 %. Isolat Mdn | TK2 lebih efektif membunuh larva Aedes aegypti
dibandingkan isolat SK.T dengan nilai L Csp.75am SEbesar 2,17x10" sdl/ml.

Kata Kunci : Aedes aegypti, Bacillus thuringiensis, isolat lokal Jawa Timur, uji toksisitas
ABSTRACT

Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) is still a public health problem and an endemic disease that causes high
mortality in almost all provinces in Indonesia, including East Java. In the past four years, East Java has the
highest dengue cases. Altitude is an important factor that limits in the spread of Aedes aegypti as a vector of
dengue fever epidemic disease. The mosquito Aedes aegypti can be prevented using Bacillus thuringiensis. The
purpose of this research was to determine the potential toxicity of B. thuringiensis local isolates from several
areas in East Java based differencesin place that is effective in killing the larvae of Aedes aegypti. Soil samples,
sediment and water taken from the high altitude of Blitar and Bondowoso, middle altitudes in Bangkalan,
Ponorogo, Madiun and Tulungagung and low altitude Lamongan and Surabaya. Samples was isolated bacteria
with selective media B. thuringiensis. Phenotypic characteristic as result of selection was observed by (Simple
matching Method) and toxicity assay in the third instar larvae (A. aegypti) were conducted in laboratory. Larvae
mortality (%) was analyzed by using probit, ANOVA, and t-test. Two of 28 isolates of B. thuringiensis were
bacteria with code of SK.T and Mdn | TK2 toxic to the larvae of Aedes aegypti more than 50 %. Isolate Mdn |
TK2 at 48 hours of incubation and isolate SK.T at 24 hours of incubation respectively toxic to the larvae of Aedes
aegypti were 100 % and 68,3%. Isolate Mdn | TK2 more effectivity to control A. aegypti larvae than isolate SK.T
based on L C50 density of viable cell was 2,17 x10” cell/ml.

Keyword : Aedes aegypti, B. thuringiensis, indigenous East Java, toxicity

PENDAHULUAN sering menimbulkan Kejadian Luar Biasa (KLB)

Demam Berdarah Dengue (DBD) mash 11
menjadi masadah bagi kesehatan masyarakat dan
merupakan penyakit endemis yang menyebabkan
angka kematiann tinggi hampir di seluruh provins
di Indonesa. Dalam kurun waktu empat tahun
terakhir jumlah kasus DBD terus meningkat dan

Berdasarkan analiss kasus DBD Dinas
Kesehatan Jawa Timur periode Triwulan | (Januari-
Maret 2012) terdapat kabupaten/kota di Jawa Timur
pada dataran tinggi, dataran sedang maupun dataran
rendah yang mengdami KLB DBD yaitu
Lamongan, dan Kota Madiun.
Selain itu juga terdapat daerah yang mengalami
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kasus DBD meningkat namun tidak memasuki KLB
yakni Kabupaten Ponorogo, Bangkaan, Blitar,
madiun dan kota Blitar, Tulungagung. Terdapat pula
kabupaten/kota mengalami  peningkatan jumlah
penderita dan kabupaten/kota yang mengaami
peningkatan angka kematian (CFR) vyaitu Kota
Surabaya, Lamongan, Bondowoso, Kota Madiun,
Kabupaten dan Kota Blitar.

Penyakit DBD ditularkan oleh nyamuk Aedes
aegypti (Linn.) Ketinggian tempat merupakan faktor
penting yang membatasi penyebaran Aedes aegypti
dari ketinggian O hingga 100 meter di atas
permukaan laut. Pada dataran rendah (kurang dari
500 m) tingkat populasi nyamuk dari sedang hingga
tinggi, sementara di daerah pegunungan (lebih dari
500 m) populasinya rendah[14].

Sdlah satu pengendalian vektor virus dengue
(A. aegypti) adaah dengan penggunaan insektisida
kimiawi, namun penggunaannya dapat
menyebabkan resistens vektor virus dengue,
pencemaran lingkungan, serta terbunuhnya musuh
alami dan organisme lain yang bukan sasaran. Salah
satu cara yang aman untuk memberantas nyamuk
menggunakan musuh alaminya[2].

Bakteri Bacillus thuringiensis diketahui efektif
dan bersifat sangat spesifik yaitu toksik terhadap
nyamuk A. aegypti. Bakteri ini juga aman bagi
manusia dan organisme bukan sasaran (non-target)
[3]. Hal ini sangat diperlukan untuk menanggulangi
wabah penyakit DBD yang terdapat di Jawa Timur
tanpa menimbulkan dampak negatif pada
pencemaran lingkungan. Tujuan dalam penelitian ini
adadah untuk mengetahui pengaruh ketinggian
tempat pada distribusi B. thuringiensis pengendali
larva Aedes aegypti dan mengetahui B. thuringiensis
isolat loka Jawa Timur yang efektif daam
membunuh larva Aedes aegypti serta mengetahui
toksisitas (LCs) B. thuringiensis isolat lokal Jawa
Timur terhadap larva A. aegypti.

METODE PENELITIAN

Isolas dan
thuringiensis

Pemurnian Bakteri Bacillus

Rancangan penentuan lokas pengambilan
sampel sedimen dan ar menggunakan search
sampling yaitu dilakukan dengan studi pendahuluan
berdasarkan data lokasi kasus DBD yang dominan
dari Dinas Kesehatan Jawa Timur berdasarkan
ketinggian tempat yaitu daerah dataran tinggi (Blitar
dan Bondowoso), dataran sedang (Bangkalan,
Ponorogo, Madiun dan Tulung Agung) dan dataran
rendah (Lamongan dan Surabaya).

Isolas dan pemurnian Bakteri Bacillus
thuringiensis diisolasi  menurut Chatterje  dkk
[4];[5]. Sampel sedimen tanah ditimbang sebanyak
25 g dan sampd air sebanyak 25 ml masing-masing

dimasukkan ke daam 225 ml larutan garam
fisiologis steril (NaCl 0,85 %) dan dipanaskan pada
suhu 80° C selama 15 menit. Suspens sampel
kemudian dibuat seri pengenceran 10-10°.
Suspens dari tingkat pengenceran 102-10° diambil
sebanyak 0,1 ml kemudian diinokulasikan ke dalam
cawan petri dan dituang dengan komposiss media
selektif B. thuringiensis (glukosa 3 g, (NH,4),S04 2
0, yeast exract 2 g, K;HPO,.3H,O 05 g,
MgSO,.7H,O 0,2 g, CaCl,.2H,O0 0,08 g,
MnS0,.4H,0 0,05 g, Agar 15 g dalam 1000 ml
akuades) secara pour plate. Biakan diinkubasikan
selama + 48-96 jam dalam inkubator pada suhu 30°
C. Koloni bakteri yang diisolas berbentuk bulat,
tepian berkerut, memiliki diameter 5 — 10 mm,
berwarna putih, eevas  timbul (raised) dan
permukaan koloni kasar [6], serta sel gram Positif,
berbentuk batang, dengan ukuran lebar 1,0 - 1,2 um
dan panjang 3 - 5 um [7] endospora berbentuk
oval, letaknya subterminal dan berukuran 1,0-1,3
pm.

Isolat yang tumbuh dimurnikan dengan metode
streak plate secara kuadran. Koloni pada permukaan
agar media selektif B. thuringiensis diinkubasikan
sdama + 48-72 jam pada suhu ruang. Isolat
dismpan dalam media Nutrient Agar (NA) dan
media selektif B. thuringiensis pada suhu 4°C.

Klasifikas berdasarkan nilai similaritas sifat-
sifat fenotip

Isolat bakteri diambil untuk mengkonfirmasi
bakteri gram positif seperti Bacillus thuringiensis
[8]. Uji biokimia yang dilakukan yaitu katalase, VP
(Voges-Proskauer), hidrolisis pati, dan diuji dengan
APl 50CHB APl sistem (bioMerieux, Marcyle
Etoile, France) sesuai dengan petunjuk produsen [9].
Karakteristik fenotip seperti ciri-ciri koloni dan se
serta biokimiawi dijadikan dalam satu data. Data
diolah menggunakan program CLAD97 [10] untuk
mengkonstruksikan dendogram dengan indeks
similaritas  antarstrain  menggunakan agoritma
pengklasteran average linkage (UPGMA: Unweight
Pair Group Methode with Arithmatic Average).
Nilai similaritas ditentukan dengan metode Simple
matching Method (SSM) menurut rumus 1[11].

Uji toksisitas B. thuringiensis terhadap larva
nyamuk A. aegypti

Isolat bakteri dinokulaskan dalam 50 ml
medium Nutrient Broth (NB) yang diinkubasi pada
suhu 30° C selama 72 jam. Dalam inkubasi tersebut
setiap 24 jam, suspensi biakan bakteri sebanyak lima
mililiter ~ diinokulaskan pada masing-masing
mangkuk plastik yang beris air sumur steril 45 ml.
Setiap mangkuk plastik ditambahkan larva nyamuk
A. aegypti instar 111 sebanyak 20 ekor [12] dan diberi
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pakan dogfeed, sedangkan kontrol berupa air sumur
digunakan 20 larva nyamuk A.aegypti instar |ll
tanpa diberi perlakuan suspensi B. thurigiensis.
Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah
kematian larva dalam pendedahan 24, 48, dan 72
jam[13].

Isolat bakteri terpilih  yang berpotens
membunuh larva A. aegypti instar 111 lebih dari 50 %
dilakukan seri dilus dengan perbandingan air sumur
dan tingkat konsentrasi suspens sel bakteri yang
berbeda-beda yaitu 0:50, 5:45, 10:40, 15:35, 20:30,
dan 25:25. Isolat Bt. pada umur biskan 24-48 jam
diinokulasikan dalam 50 ml media NB (Nutrient
Broth) dan diinkubasi pada suhu 30° C. Kemudian
ditambahkan 20 larva nyamuk instar 111, sedangkan
kontrol digunakan 20 larva tanpa diberi perlakuan
suspensi B. thuringiensis. Larva yang mati dihitung
pada pendedahan 24, 48, dan 72 jam [13]. Nilai LCs
dihitung berdasarkan anaisis Probit SPSS for
Windows release 16.0 pada setiap waktu
pengamatan dan konsentrass B. thuringiensis
dilakukan menggunakan uji Independent Sample T
Test (o =0,05).

ANALISISDATA

Toksisitas B. thuringiensis terhadap larva
nyamuk A. aegypti diuji menurut Rancangan Acak
Kelompok (RAK). Perlakuan pada percobaan ini
yaitu lama waktu pendedahan dan jenis isolat pada
masing-masing Uji. Percobaan tersebut dilakukan
sebanyak tiga kali dengan parameter uji persentase
kematian larva nyamuk A. aegypti

HASIL DAN PEMBAHASAN

Jumlah dan Karakteristik Fenotip Isolat Bakteri
yang Mirip dengan B. thuringiensis Pengendali
Larva A. aegypti berdasarkan ketinggian tempat

Sebanyak 28 isolat bakteri dengan karakter
fenotip mirip B. thuringiensis diperoleh dari
beberapa daerah di Jawa Timur berdasarkan
ketinggian tempat (Tabel 1). Jumlah isolat yang
diperoleh bervariasi dari tiap-tiap lokasi, di dataran
tinggi (Blitar dan Bondowoso) didapatkan enam
isolat B. thuringiensis dan 14 isolat Bacillus spp.,
dataran sedang (Ponorogo, Tulungagung, dan
Madiun) didapatkan 10 isolat B. thuringiensis dan
33 isolat Bacillus spp., sedangkan dataran rendah
(Lamongan) didapatkan 10 isolat B. thuringeinsis
dan 39 isolat Bacillus spp. Isolat Bangkalan dan
RSBY didapatkan dari koleksi laboratorium hasil
studi pendahuluan yang memiliki tingkat toksisitas
yang tinggi.

Lokasi-lokasi dengan ketinggian tempat yang
berbeda di Jawa Timur diperoleh Bt. index yang
berbeda. Nilai Bt index merupakan perbandingan

antara total isolat Bt. dengan total isolat Bacillus
spp. [15]. Nila Bt. index pada dataran tinggi sebesar
0,42, dataran sedang sebesar 0,30, dan dataran
rendah sebesar 0,25. Berdasarkan nilai Bt. index
tersebut dataran tinggi menunjukkan nilai yang lebih
tinggi dibandingkan dataran sedang dan dataran
rendah. Nilai Bt. index yang tinggi menyatakan
kelimpahan B. thuringiensis yang tinggi pula, namun
secara keseluruhan Bt. index yang diperoleh dari
masing-masing ketinggian tempat masih rendah
(<0,5), sehingga dapat dikatakan kelimpahan B.
thuringiensis di Jawa Timur masih rendah.

Tabel 1. Isolat bakteri yang mirip dengan B.
thuringiensis
Dataran Kota/Kab. Kode Isolat
Dataran  Blitar Bltr TI k6 Bltr TIl K1b
tinggi
Bltr TIl Kla
Bondowoso Bdws T2 K14 BdwsT2 K6
Bdws T2 K3
Dataran  Ponorogo Pono Tl Kla Pono Tl K2
Sedang
Pono TIl Kla Pono TIIK2
Tulungagung TA.TI Kéb TA.A.K6b
Madiun Mdn | TK2 Mdn JT K6b
Mdn JT Kla  Mdn JT K6b
Bangkalan Bgklan.T
Dataran  Surabaya RSBY. T
Rendah
Lamongan SK. T Solokuro TK5
Kltgah TK1  Sekaran Akl
Kltgah TK2  Sekaran TK1
Solokuro TK2 Kedung TK1
Solokuro TK1 Kedung A 13

Berdasarkan karakter fenotip pewarnaan gram
positif, endospora subterminal, hasil uji kataase,
hidrolisis pati, dan VP (Voges-Proskauer) isolat
yang menunjukkan reaks positif yaitu sebanyak
limaisolat (Bltr TI k6, Mdn | TK2, SK. T, Solokuro
TK1, dan Sekaran TK1) yang identik dengan B.
thuringiensis var. isradenss HD-567. Bentuk
pengelompokkan kelima isolat dan isolat Bti. HD-
567 berdasarkan similaritas karakter fenotip
disgjikan pada Gambar 1.

Kelimaisolat B. thuringiensis lokal Jawa Timur
dibagi menjadi tiga kelompok. Kelompok pertama
dengan nilai similaritas 100 % terdiri atas Bti. HD-
567 dan Mdn | TK2, kelompok kedua similaritasnya
89 % terdiri atas isolat SK.T, Solokuro TK1, dan
Sekaran TK1, sedangkan kelompok ketiga yaitu Bltr
TI K6 memiliki nilai similaritas terendah (75 %)
dengan kelima isolat lainnya. Karakter yang
membedakan antara kelompok pertama (Bti. HD-
567 dan Mdn | TK2) dengan kelompok kedua
(SK.T, Solokuro TK1, dan Sekaran TK1) vyaitu
morfologi koloni dengan tepian round with raised
margin sedangkan kelompok kedua dengan tepian
round dan kelompok ketiga dengan tepian beralun.
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Berdasarkan indeks similaritasisolat SK.T, Solokuro
TK1, dan Sekaran TK1 dikatakan dalam satu genus
karena menunjukkan nilai  similaritas 89 %
sedangkan isolat Solokuro TK1 dengan Sekaran
TK1 menunjukkan nilai smilaritas 100 % antara
keduanya sehingga dapat dikatakan satu strain
demikian jugaisolat Bti. HD-567 dengan Mdn | TK2
dengan nilai similaritas 100%.

—— Bri HD-567
{Bakteri Acuan)
1.00
Mdn ITK2
0.82
SKE.T

U8y

0.73 ’7 Solokure TK1
1.00
I— Sekaran 1K1

Bltr TI K6

Gambar 1. Dendogram hubungan similaritas antara
kelima isolat bakteri lokal Jawa Timur
pengendali A. aegypti dengan Bti. HD-567.

Toksisitas Isolat Bakteri terhadap Larva A.
aegypti

Berdasarkan hasil seleks, dua isolat bakteri
Mdn | TK2 berasal dari Madiun dab SK.T dari
Lamongan menyebabkan mortditas larva Aedes
aegypti lebih dari 50 % pada pendedahan 72 jam
Kedua isolat tersebut masing-masing berasal dari
dataran sedang dan dataran rendah. Berdasarkan
persentase mortalitas larva A. aegypti instar |11 oleh
perlakuan isolat SK.T, Mdn | TK2, dan Bti. HD-567
(Gambar 2) menunjukkan bahwa ketiganya memiki
potensi toksisitas yang berbeda-beda. Hal ini dapat
terjadi disebabkan oleh perbedaan potensi toksisitas
dari masing-masing isolat. Potens toksisitas dari
kristal toksin B. thuringiensis tertentu dipengaruhi
oleh kearutan, afinitas tehadap reseptor serta
pemecahan proteolitik ke dalam toksin [16].

Potens larvasidal Bti tertinggi pada perlakuan
SK.T terjadi pada umur biakan 24 jam yang masing-
masing pendedahan 24, 48, dan 72 jam secara
berturut-turut 51,7 %, 65 %, dan 68,3 %. pada
perlakuan Mdn | TK2 pada umur biakan 24 jam
waktu pendedahan 24, 48, dan 72 jam secara
berturut-turut 61,67 %, 70 %, dan 73 %, sedangkan
pada umur biakan 48 jam 95 %, 100 %, dan 100 %.
Potens larvasidal Mdn | TK2 pada umur biakan 48
tertinggi dibandingkan isolat SK.T dan bakteri acuan
Bti. HD-567. B. thuringiensis var. isradensis

memiliki daya bunuh yang sudah lebih berkurang
dan kecil toksisitasnya jika dibandingkan dengan
daya bunuh Bacillus thuringiensis isolat lokal [17].
Larva A. aegypti dapat mengalami peningkatan
resistens terhadap B. thuringeinsis hingga mencapai
tiga kali lipat dalam 20 generas B. thuringeinsis
yang dimurnikan dalam skala laboratorium [18].
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Gambar 2. Persentase mortalitas larva A. aegypti Instar
Il oleh isolat SK.T, Mdn | TK2, dan Bti.
HD-567 pada umur biakan 24, 48, dan 72
jam.

Berdasarkan umur biakan, isolat SK.T
menyebabkan mortalitas larva A. aegypti instar 111
yang tertinggi pada umur biakan 24 jam sedangkan
Mdn | TK2 pada umur biakan 24 jam dan 48 jam,
hal ini berhubungan dengan produks toksin.
Mortalitas larva A. aegypti oleh perlakuan SK.T
pada umur biakan 24 jam kemungkinan besar
disebabkan oleh senyawa [-eksotoksin, sedangkan
pada perlakuan Mdn | TK2 kemungkinan
discbabkan oleh senyawa [-eksotoksin dan ©o-
endotoksin.

Berdasarkan toksisitasnya, kedua isolat yaitu
SK.T dan Mdn | TK2 mampu membunuh larva A.
aegypti lebih dari 50 %. Uji toksisitas LCs
dilakukan untuk mengetahui efektivitas toksin
masing-masing isolat. Berdasarkan andisis uji t (t-
test), perbedaan isolat bakteri dan waktu pendedahan
berpengaruh signifikan (p<0,05) terhadap LCs, larva
A. aegypti.

Nilai LCs pada perlakuan isolat SK.T pada
waktu pendedahan 24, 48, dan 72 jam menunjukkan
persentase mortalitas larva A. aegypti tidak berbeda
secara signifikan (p>0.05) yaitu antara 2,42 — 2,69 x
10" sel/ml. Nilai LCs, perlakuan isolat Mdn | TK2
lebih rendah dibandingkan isolat SK.T, dan pada
waktu pendedahan 24 lebih tinggi dibandingkan
pada pendedahan 48 dan 72 jam (p<0.05) tetapi
antara waktu pendedahan 24, 48 jam dan 72 jam
tidek berbeda secara dignifikan  (p>0,05).
Berdasarkan nila LCs, antarisolat, menunjukkan
bahwaisolat Mdn | TK2 relatif paling toksik (2,17 x
10" sel/ml) kemudian isolat SK.T dan yang paling
rendah toksisitasnya terhadap larva A. Aegypti instar
Il adalah Bti. HD567.

Jurnal Biotropika | Edisi 1 No. 3 | 2013

93



Tabel 2. Nilai LCsy isolat bakteri B. thuringiensis
terhadap larva Aedes aegypti instar 111

Isolat Densitas Sdl (x 10) sel/ml
L CSO 24jam L C50 48jam LCSO 72jam

SK.T 2,49 2,69 2,42

(a (a (a
Mdn | 2,37 2,21 2,17
TK2 (@ (a (@
Bti. HD- 47,08 46,66 19,49
567 (b) (ab) (ab)

Toksisitas isolat Mdn | TK2 ini juga lebih baik
jika dibandingkan isolat PWR4 32 yang berasa dari
Madang hasil isolas Gama dkk (2013) dengan
LC5075am Sebesar  22,79x107  sd/ml.  Waktu
pendedahan 72 jam lebih efektif daripada 24 jam
dan 48 jam, ha ini disebabkan adanya penumpukan
atau akumulasi toksin yang berdampak negatif
dalam saluran pencernaan inang.

KESIMPULAN

Bacillus thuringiensis berdasarkan ketinggian
tempat tidak terdapat hubungan terhadap mortalitas
larva A. aegypti meskipun ditemukan di dataran
tinggi lebih banyak daripada di dataran rendah. Dua
isolat yaitu Mdn | TK2 asal madiun dan isolat SK.T
asd Lamongan yang efektif membunuh larva A.
Aegypti. Isolat Mdn | TK2 paing tinggi
toksisitasnya terhadap larva A. Aegypti instar 11
dengan L C507an sebesar 2,17x10" sel/ml.
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