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ABSTRACT

Sugeng Juwono Mardihusodo, Sogsanto, Donny Widianto, Sid Rahmah Umniyati and Siti Sumarmi
— Toxicity testings of isolated Bacillus spp. against mosquito larvae in the laboratory

Studies on the spectrum of insecticidal activities of any entomopathogens indigenously. ob-
tained from any mosquito larval habitats should be accomplished to realize its recpective degree
of potency and specificity as a biological control agent.

. These studies aimed at testing of comparative toxicities of four bacilli isolates: B. sphaericus |
{23A), B. sphaericus1l (51C), B. pumilus (25C) and B. cereus (142A) against Culex quinguefasciatus, Aedes
aegypti and Anopheles aconitus larvae in laboratery conditions.

Pathogenicity and toxicity testings were undertaken after the four bacilli isolates and their
controls (B. thuringiensis H-14 and B. sphaericus 1593) being cultured in slant media or produced
through fermentations with a defined medium (Prof. Sam Singer) as final whole cultures (FWCs) and
primary powders. Titrations of all primary powders produced were carried out against standard
powders of B. t. H-14 (IPS 82) and B. sphaericus 1593 (RB 80).

The results of the testings showed that:

1. the four bacilli isolates were respectively pathogenic for Cx. quinquefasciatus, Ae. asgypti and
An. aconitus larvae;

2. the degree of sensitivities of the three species of mosquito larvae against the four bacilli isolates
from higher to lower levels were Cx. quinguefasciatus, Ae. eegypti and An. aconitus;

3. toxicides of the four bacilli isolates were still much lower than that of either B. & ﬁ-14 or
B. sphaericus 1593, and

4. results of the attempts of primary powder production with a Sam Singer’s medium for the four
isolates, B. &. H-14 and B. sphaericus 1593 were considered satisfactory.

Key Words:  entomopathogens—bacilliisolates— B. thuringiensisH-14 ~ B. sphaericus 1593 — biological
control
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PENGANTAR

Pengendalian hama penyakit tetumbuhan dan vektor penyakit yang
merupakan masalah kesehatan masyarakat dengan wawasan terhadap pelestarian
mutu baik lingkungan hidup manusia kian menarik perhatian para pakar,
sehubungan dengan dampak negatif yang timbuli akibat pemakaian insektisida
kimiawi dengan efek residual yang lama (Burges, 1981; WHO, 1984). Diantara
banyak jenis entomopatogen yang pernah ditemukan dari berbagai macam
sumber ada beberapa jenis dan galur basili pembentuk spora yang sangat po-
tensial sebagai larvisida, yaitu dari jenis B. thuringiensis dan B. sphaericus (WHO,
1984). Bioinsektisida yang dibuat dari kedua jenis bakteria tersebut terbukti
sangatspesifik, efektif dan aman terhadap lingkungan (WHO, 1985). Penggunaan
galur-galurlokal, yang terbukti potensial sebagai insektisida dan dapat diproduksi
di tempat (daerah endemik) di mana produk bioinsektisida akan dipakai, akan
mengoptimalkan dayaguna dan hasilgunanya (WHO, 1985).

Sehubungan dengan telah adanya masalah resistensi beberapa nyamuk
vektor malariadilndonesia (Kirnowardoyo, 1985), maka telah kami (Mardihusodo
et al., 1988a} lakukan percobaan isolasi bakteria yang patogenik terhadap larva
nyamuk di Yogyakarta dan sekitarnya. Dari penelitian pendahuluan tersebut
didapat B. pumilus yang sangat patogenik terhadap larva Culex quinquefasciatus
dan Crx. tritaeniorrhynchus. Penelitian semacam itu diteruskan di wilayah Propinsi
Daeral Istimewa Yogyakarta, Jawa Tengah dan Jawa Timur. Basili pembentuk
sporadiisolasi darilarva nyamuk, tanah dan air dari berbagai macam habitatlarva
nyamuk. Dari 203 sampel yang terkumpulkan diperoleh 549 isolat, yang empat
di antaranya, yaitu B. pumilus, B. cereus dan dua galur baru B. sphaericus (Mardi-
husodo et al., 1988b).

Efektivitas mikrobia sebagai insektisida terbuktiberagam tergantung kepada
banyak faktor, antaralain macam spesies, serotipe dan cara kerja faktor pembunuh
{toksin) bakteria, juga keadaan faali, perilaku dan kebiasaan istirahat larva nya-
muk (Foo & Yap, 1982). Karena itu isolat-isolat baru yang ternyata positif pada uji
patogenisitas, untuk pengembangannya lebih lanjut sebagai kandidat bio-
insektisida harus melewati tahap-tahap (I s/d IV) yang sistematis sebagaimana
yang digariskan oleh Komite Ahli WHO (1984; 1985). Apa vang telah dikerjakan
oleh tim Mardihusodo et af. (1988ab) masih dalam tahap I, dan masih termasuk
tahap ini adalah penetapan spektrum aktivitas larvisidal terhadap serangga sa-
saran (larva nyamuk), dan juga uji toksisitas terhacdap organisma bukan sasaran.
Langkah ini merupakan prasarat yang harus ditempuh dalam pengembangan
suatu entomopatogen sebagai bioinsektisida terpilih, yang diharapkan dapat
dipakai dalam pengendalian vektor penyakit di kemudian hari.

Berikut ini disajikan hasil penetapan toksisitas relatif keempat basili hasil

isolasi sebelumnya (Mardihusodo et «l, 1988b)} terhadap larva nyamuk vektor
penyakit-penyakit penting di Jawa, dalam kondisi laboratorium.

BAHAN DAN CARA

Bahan uji entomotoksisitas yang digunakan adalah 4 basili hasil isolasi,
yaitu: B. sphaericus 1 (23A), B. sphaericus I1 (51C), B. pumilus (25C) dan B. cereus
(142A}. Percobaan fermentast dengan bahan medium basal dan pembuatan
puder primer dilakukan untuk keermpat isolat tersebut ditambah dengan dua
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galur B. thuringiensisH-14 (1897) dan B. sphaericus 1593 yang diperoleh dari Prof.
Sam Singer (USA).

Pekerjaan penelitian terdiri atas empat kegiatan, yaitu:

pembuatan koloni nyamuk uji,

uji patogenisitas basili isolat lokal terhadap larva nyamuk uji,
pengerjaan fermentasi basili entomopatogen, dan
pembuatan puder primer basili dari hasil fermentasi.

Ll NS

1. Kolonisasi Nyamuk Ufi

Untuk keperluan kolonisasi nyamuk uji dikerjakan koleksi nyamuk Aedes
aegypti, Cx. quinguefasciatus, dan Anopheles aconitus di Kotamadya Yogyakarta dan
sekitamya. Pemeliharaan nyamuk dan larva Ae. aegypéi dikerjakan menurut
Gerberg (1970), Cx. quinguefasciatusmenurut De Meillon & Thomas {1966}, dan
An. aconitus menurut Barodji et al. (1985).

2. Uji Toksisitas

Uji spektrum toksisitas empat basili hasil isolasi dilakukan terhadap larva
instar Il dari Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti dan An. aconitus dalam kondisi
laboratorium (temperatur kamar biasa) dengan mengadakan reinfeksi basili
isolat kepada larva nyamuk uji hasil kolonisasi (Mardihusodo et al, 1988b).
Untuk tiap uji dibuat tiga replikat. Pendedahan berlangsung selama 24 jam dan
48 jam, dengan larva tidak diberi makan. Ditetapkan besarnya LG, setelah angka
kematian dikoreksi dengan formula Abbottsecara grafikal dan hasilnya dinyatakan
dalam log dosis.

3. Fermentasi

Fermentasi basili hasil isolast dan dari Prof. Sam Singer bertujuan untuk
memperbanyak sel dan spora basili tersebut sebelum dibuat puder primer.
Untuk fermentasi tap basili dipakai medium basal dengan komposisi sebagai
berikut (Sam Singer, komunikasi pribadi): skim milk, 1 g; yeast extract, 0,2 g; CaCl,,
0,1g; MgSO,. 7H,0, 0,03 g; FeSO,. 7H,0, 0,002 g; ZnSO 'TH,0, 0,002 g per 100
ml, dengan pH 7 00.

Urutan langkah kerja fermentasi tiap isolat Bacilles sp. diatur menurut
- jadwal waktu sebagai berikut:

Hari ke-1. Kegiatan meliputi:

a. penyiapan medium miring,
b. sterilisasi alat gelas dan fermentor,
c. inokulasi isolat ke dalam medium miring.

Hari ke-2.Penyiapan dan sterilisasi medium basal untuk fermentasi.

Hari ke-3. Mulai pukul 6.00 WIB dilakukan:

a. inokulasi isolat dari medium miring ke tabung Erlenmeyer,
b. pengecatan sediaan Bacilfus sp. untuk pemantauan kemurnian kultur.
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Pukul 11.00 WIB dilakukan:

a. inokulasi isolat dari Erlenmeyer ke dalam fermentor kecil (1 liter),

b. diamati pH dan Total Viable Couni (TVC) untuk memantau pertumbuhan
sel bakteria, dan

c. pengecatan sediaan Bacillussp. Pukul 16.00 d1keljakan inokulasi dari fer-
mentor kecil ke fermentor besar (5 1), dan (b) diamati pH, TVC dan
pengecatan sediaan isolat.

Hari ke-4. Pukul 7.00 WIB dilakukan pengecatan pertama sedian isolat. Pukul
8.00 dilaksanakan (a) pengecatan kedua, (b} pengamatan TVC dan
TVSC (Total Viable Spore Count) dan pH.

Hasil akhir fermentasi ini adalah suatu Final Whole Culture (FWC). Uji tok-
sisitas atau bioassay terhadap hasil FWC dilakukan dengan menggunakan kondisi
atau parameter sebagai berikut:

a. pH medium tetap sama dengan 7.00;

b. jumlah TVC=3x 108 CFU/ml dan TVSC=5x 10° CFU/ml (CFU = Colony
Forming Unit), pada penjadwalan waktu fermentasi 26 jam. Medium dan
hasil proses fermentasi yang memenuhi ketentuan parameter tersebut
dianggap baik (optimal), selanjutnya FWC diteruskan untuk pembuatan
puder primer.

Uji toksisitas (bioassay) terhadap FWC dikerjakan menurut petunjuk Sam
Singer (komunikasi pribadi) sebagai berikut: Diambil 0,5 ml FWC yang telah
dihomogenkan dengan pipet, lalu dipindahkan ke dalam cawan Petriyang telah
diisi 49,5 m! air ewaion, sehingga didapat suspensi isolat (FWC) berkonsentrasi
10 Selanjutnya dari suspensi itu dibuat rangkaian pengenceran kelipatan 10?
dengan memindahkan b ml suspensi secara berurutan ke dalam Petri berikutnya
yang telah diisi air awaion 45 ml, sehingga akhirnya diadakan suspensi dengan
konsentrasi 1079, Ke dalam tiap Petri yang berisi suspensi isolat ditambahkan 25
ekor larva uji, demikian juga ke dalam Petri yang hanya diisi 50 ml air (sebagai
kontrol). Untuk tiap ioassay dibuat dua replikat. Pendedahan berlangsung se-
lama 24 dan 48 jam, dengan larva tidak diberi makanan. Dihitung jumlah kema-
tian larva ujisecara kumulatif dalam tiap jangkawaktu pendedahan dan ditetdpkan
besarnya LC,, setelah dikoreksi dengan formula Abbott dengan cara grafikal
dan dlnyatakan dalam log dosis.

4, Pembuatan Puder Primer

Puder primer dibuat dari FWC tiap isolat yang telah memenuhi parameter
yang telah ditetapkan. Cara kerja menurut apa yang disarankan Sam Singer
(komunikasi pribadi) sebagai berikut: FWC (500 mi) dipusing selama 30 menit
pada 7 200 RPM dalam centrifuge refrigerator. Supernatan dibuang. Kepada pellet
isolat yang diperoleh ditambahkan '/, bagian volume mula-mula (5 ml) ascorbic
acid 1%, yang disuspensikan dalam Erlenmeyer steril. Suspensi ini dipindahkan
ke dalam tabung freeze drieruntuk kemudian dilakukan proses liofilisasi, dengan
hasil akhir suatu puder primer yang kering. Puder primer tiap basili ditimbang,
dipindahkan dalam botol untuk disimpan dalam tempat sejuk dan kering.

Dari tiap puder primer yang diperoleh ditetapkan besarnya TVC dan TVSC,
dan dilakukan bicassay. Larva uji untuk B. sphaericus adalah Cx. quinquefasciatus,
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sedangkan untuk B. pumilus, B. cereus dan B. £. H-14 adalah Ae. asgypti. Sebagai
pembanding titrasi puder primer buatan lokal ini adalah puder primer baku dari
Institut Pasteur Paris (atas bantuan Prof. H. de Barjac), yaitu IPS 82 (mengan-
dung B. t. H-14) dan RB 80 {mengandung B. sphaericus 1593).

Bioassay puder primer dikerjakan menurut langkah kerja yang telah dila-
kukan oleh WHO (1988a, b). Analisis hasil bioassay tiap isolat dikerjakan setelah
angka kematian kumulatif pada 24 dan 48 jam pendedahan dikoreksi dengan
formula Abbott, dan besarnya LC_; dihitung dengan analisis probit (Finney,
1971). Tingkat toksisitas suatu isolat Bacillus sp. dinyatakan berbeda bermakna
dari yang lain, jika ada perbedaan nyata (tidak saling tumpang-tindih) antara
tiap-tiap tingkat kepercayaan (CL) 95%.

Didasarkan atas LC, puder primer baku (IPS 82 atau RB 80) dan puder
primer yang dibuat, maka titer puder primer yang dibuat ditetapkan dengan
formula sebagai berikut:

15 000 ITU x LC,, puder baku (IPS 82)
LG, puder primer yang dibuat

Titer puder primer yang dibuat =

atau

1000 ITU x LC,, puder baku (RB 80)

Titer puder primer dibuat =
Herp P yang LC,, puder primer yang dibuat

HASIL

Hasil uji toksisitas keempat basili hasil isolasi (234, 51¢, 25C dan 142A) ter-
hadap 3 jenis nyamuk: Cx. quinquefasciatus, Ae. aegyptidan An. aconitusdirangkum
dan disajikan dalam TABEL 1. Dari hasil uji itu tampak bahwa B. sphaericus 1
{23A) telah menunjukkan aktvitas larvisidal yang nyata terhadap Cx quingue-
Jasciatus pada 24 jam pendedahan (LC,, = -4,43) dan belum nyata terhadap Ae.
asgypti dan An. aconitus (jumlah kematian larva untuk semua konsentrasi kurang
dari 50%). Pada pendedahan selama 48 jam basilus itu lebih nyata potensinya
sebagai larvisida terhadap ketiga jenis nyamuk uji, dan basilus uji lebih toksik 100
kali terhadap Cx. quinquefasciatus (LC = -5,44) daripada terhadap Ae. aegypti
(LC,;=-3,56) dan An. aconitus (LC, =-3.41). Kesimpulan: B. sphaericus I (23A)
paling toksik terhadap larva Cx. quinquefasciatus di antara 3 jenis nyamuk uji.

Isolat B. sphaericusIl (51C) ternyatajuga bersifatlarvisidal terhadap yang se-
rupa dengan B. sphaericus] (23A) pada 24 jam pendedahan, khususnya terhadap
Cx. quinquefasciatus (LC,,=-4,14). Pada pendedahan 48 jam aktivitas larvisidal itu
semakin nyata terhadap ketiga jenis larva nyamuk uji. Toksisitas B. sphaericus
(51C) masih lebih nyata terhadap Cx. quinquefasciatus (1.C, = -5,59), baru ke-
mudian terhadap Ae. aggypts (LC_ =-5,31) dan An. aconitus (LG, =-3,03). Terlihat
toksisitas basilus uji sekitar 100 Kali terhadap Cx. qumqueﬁzsaatus dan Ae. aegypti
daripada terhadap An. aconitus.

Isolat B. pumilus {25C) terbuku Jjuga memberikan hasil yang mirip dengan
penampilan insektisidal kedua isolat terdahulu (25A dan 51C) terhadap 3 jenis
larva nyamuk uji. Pada pendedahan selama 24 jam B. pumilustelah menunjukkan
potensinya sebagai larvisida terhadap Cx. quinquefasciatus (LC,, = 5,59) dan juga
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terhadap Ae. aegypts (LC,, = -4,23) dan belum nyata terhadap An. aconitus. Ini
berarti bahwa toksisitas B. pumilus (25C) terhadap larva Cx. quinquefasciatus
masing-masing sekitar 10-100 kali terhadap larva Ae. aegypti dan An.” aconitus.
Tetapi pada pendedahan selama 48 jam toksisitas basilus uji hampir sama
terhadap Cx. quinguefasciatus (LC,, =-5,91) dan Ae. aggypti (LC.;=-5,78), tetapi
rendah terhadap An. aconitus (LC =-3,39).

Berbeda dari kenga basili uji terdahulu B. cereus (142A) pada pendedahan
24 jam menunjukkan toksisitas 1eb1h baik terhadap larva Ae. aegypti (LG, =-5,35)
daripada Cx. quinquefasciatus (LC, = -4,24), apa lagi terhadap Axn. aconitus
(jumlah kematian kurang dari 50%) Namun demikian, pada pendedahan 48
jam toksisitas B. cereus (142A) kurang lebih sama terhadap larva Cx. quinquefascia-
tus (LC,,=-6,13) dan Ae. aegypti (LC,;=-6,08), tetapi juga masih jauh lebih tinggi
terhadap An. aconitus (LG, = -3,39).

TABEL 1. — Toksisitas relatif Baclius spp. hasil isolasi terhadap larva nyamuk di laboratorium:
Suhu 25 + 2°C dan kelembaban nisbi 80 + 5%. Rata-rata 3 replikat

LC,, (Log Dosis}

Isolat & Spesies Nyamuk Uji

24 JAM 48 JAM

B. sphaericus 1 (23A) Cx. quingquefascialus —4.43 -5,44
Ae. aggypli - -3,65

An. aconilus - -3,41

B. sphaericus I (651G} Cx. quinquefasciatus —4,14 -5,69
Ae. asgypli - -5,31

An. aconitus - -3,03

B. pumilus (25C) Cx. quinquefasdalus 5,59 -5,91
Ae. aegypli —4.23 -5,78

An. aconitus - -3,10

B. cereus (142A) Cx. quinquefascialus —4,24 —6,13
Ae. aegyply -5,35 6,08

An. aconitus - -3,39

" Jumlah kematian larva untuk semua konsentrasi < 50%

Kesimpulan dari uji toksisitas relatif keempat basili hasil isolasi terhadap
tiga jenis larva nyamuk wji tersebut adalah:

1. keempatbasili 23A,51C, 25C dan (142A) bersifat toksik terhadap ketiga jenis
nyamuk: Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti dan An. aconitus;

2. keempat jenis basili terutama aktif terhadap larva Culex (dengan B. pumilus
yang tertinggi), selanjutnya terhadap Aedes dan kurang terhadap Anopheles.

Hasil percobaan fermentasi empat basili isolat lokal dan dua isolat dari Sam
Singer dan pemantauannyaselama proses pengerjzannya dirangkum dan disajikan
dalam TABEL 2. Dari pengalaman ini didapat kesan bahwa fermentasi dengan
menggunakan medium basal memberikan pertumbuhan yang memuaskan
terhadap basili hasil isolat dan B. ¢. H-14 (1897). Pada pemantauan FWC hasil
fermentasi selama 26 jam didapat bahwa medium basal yang dipakai sangat baik
(optimal) untuk pertumbuhan B. sphaericus 1 (23A), B. sphaericus II (51C),
B. pumitus (25C), B. cereus (142A) dan B. & H-14 (1897) (TVC masing-masing
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" adalah 6,95 x 108, 6,80 x 108, 1,34 x 10, 1,03 x 10® dan 1,00 x 10® CFU/ml) dan
cukup baik untuk B. sphaericus 1593 (TVC=2,55 x 107 CFU/ml). Dari pengalaman
fermentasi dengan medium basal ini juga didapat bahwa medium memberikan
kondisi optimal untuk sporulasi B. sphaericus I dan II (23A dan 51C) (TVC
masing-masing adalah 6,60 x 10® dan 6,65 x 10° CFU/m!) dan cukup baik untuk
B. cereus (142A), B. t. H-14 (1897) dan B. sphaericus 15693 (TVSC masing-masing
adalah 6,65 x 107, 9,95 x 107 dan 6,35 x 107 CFU/ml), tetapi tidak baik untuk
B. pumilus (25C) (TVSC = 0 CFU/ml).

Dari hasil-hasil #ioassay FWC dengan menggunakan larva uji Cx. quinguefas-
cigtus untuk B. sphaericus 1 (23A), B. sphaericus 11 (51C) dan B. sphaericus 1593
terbukd bahwa aktivitas larvisidal kedua basili isolat baru masih lebih rendah
daripadaisolat B. sphaericus 1593 (LC, berturut-turut selama 48 jam pendedahan
adalah-4,52, 4,22 dan -7,68) . Dari hasil-hasil bioassayFWCitu pula didapat bahwa
toksisitas terhadap larva uji Ae. aggypti dari B. pumilus (25C) dan B. cereus (142A)
ternyata juga masih lebih rendah daripada B. . H-14 (1897) (LC,, berturut-turut
adalah -4,99, -5,36 dan -7,68) . Kesimpulan umum dari hasil bioassay keseluruhan
isolat menunjukkan bahwa potensi larvisidal keempat basili isolat baru masih
lebih rendah daripada B. t. H-14 dan B. sphaericus 1593.

TABEL 2.~ Perturnbuhan Bacillusspp. hasil isolasi, B. thuringiensisH-14dan B. sphaenmslfigﬁ dalam
medlurn basal, dan hasil fermentasi 26 jam

TVC - TVSC 1C
Isolat 50
! (CFU/ml) . . (CFU/ml) (Log Dosis)
B. sphaericus] (23A) 6,95 x 10° 6,60 x 10° 4,590
B. sphaericus 11 (51C) 6,80 x 10° 6,65x 10° 4,200
B. pumilus (25C) 134 x 10* 0 4,99
B. cereus (1424) 1.03 x 10° 6,65 x 107 5,360
B. 1 H-14 (1897) 1,00 x 10° 9,95 x 107 -6,72

B. sphaericus (1593) 2,55 x 107 6,35 x 107 -7,68%

a} CFU = Colony Forming Unit
b) Larva Uji : Cx. quinquefasciatus
¢} Larva Uji : Ae. aggypti

Pembuatan puder primer hanya dapat dilaksanakan untuk dua isolat dari
Prof. Sam Singer (B. {. H-14 dan B. sphaericus 1593), karena setelah pembuatan
puder primer B. {. H-14 alat freeze drier untuk liofilisasi tidak lagi vakum. Karena
itu Bicassay puder primer hanya dapat dilaksanakan terhadap kedua bioinsek-
tisidaituyangdibandingkan aktivitasnya dengan puder baku dari Institut Pasteur

(Paris). Hasil-hasilnya dirangkum dan disajikan dalam TABEL 3.

Dari hasil-hasil yang disajikan itu terbukt tidak ada perbedaan nyata dalam
hal tingkat toksisitas antara B. £, H-14 (1897} dari Sam Singer dan B. t. H-14 (IPS
82) dari Institut Pasteur (Paris) terhadap larva uji Ae. aggypti di Yogyakarta, LC,,
(CL 95%) berturut-turut adalah 6,43 (4,31 - 10,56) ITU dan 7,19 (5,14 -10 05)
ITU, demikian pula hainya antara B. sphaericus 1593 dari Sam Singer dan
B. sphaericus 1593 (RB 80) dari Institut Pasteur (Paris) terhadap larva uji
Cx. quinquefasciatus di Yogyakarta LC_, (CL 95%) berturut-turut adalah 13,87
(7.65-19,90) ITU dan 15,53 (9,93 - 24 .38} ITU. :
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TABEL 3. — Hasil produksi dan foassay puder primer B. thuringiensis H-14 (1897) dan B. sphaericus
1593 dibandingkan dengan puder primer baku B. thuringiensis H-14 (IPS 82) dan
B. sphaericus 1593 (RB B0)

LC, (CL95%) ITU® Titer

Patogen TvVC/
8 , ® 24 Jam 48 Jam (IT0)

B. 1. H-14 (1897) 1,39 x 10 : 6,43 : - 16 7332
{4,31-10,56) .

B. sphaericus (1593) 4,63 x 107 13,87 6,45 1120
{7,65-19,90) (4,22-9,98)

B. 1. H-14 (IPS 82) - 7,19 - - 15 0002
(5,14-10,05) -

B. sphaericus (RB 80) - 15,53 8,20 1 000*
(9,93-24,38) (5,67-11,86)

a) TVC = Total Viable Count

b) ITU = Intemalional Toxic Unil
¢) Larva Uji: Ae. aegypti

d) Larva Uji : Cx. quinquefasciatus

Titer puder primer hasil produksi fermentasi dengan medium basal yang
digunakan terhadap kedua jenis basili dari Sam Singer tampak relatif lebih baik
daripada titer puder primer baku dari Institut Pasteur (Paris), yaitu berturut-
turut 16 773 dan 1 120 ITU untuk B. t. H-14 (1897) dan B. sphaericus 1593, se-
dangkan untuk B. {. H-14 (IPS 82) dan B. sphaericus 1593 (RB 8() berturut-turut
adalah 15 000 dan 1 000 ITU. Medium basal yang digunakan kiranya dapat digu-
nakan sebagai medium baku untuk produksi puder primer basili entomopatogen.

PEMBAHASAN

Keempat isolat uji (234, 51C, 25C dan 142A) berturut-turut dildentifikasi
sebapai B. sphaericusn. str. (new strain), B. sphaericusn. str., B. pumihus dan B. cereus
dengan bantuan dari Prof. H. de Barjac (Institut Pasteur, Paris) dan telah ter-

bukti patogenik terhadap larva nyamuk Cx. quinquefasciaius (Mardihusodo et al.,
1988h).

Hasil uji ulang keempat basili isolat baru tersebut terhadap larva Cx. quin-
quefasciatus, yang diperluas terhadap larva Ae. aggypti dan An. acoritus, tampak
mempertegas patogenisitas dan potensinya sebagai bioinsektisida harapan se-
bagaimana hasil penelitian sebelumnya (Mardihusodo ezal., 1988ab). Ujispektrum
aktivitas larvisidal keempatbasili isolatitu sekaligus juga memperlihatkan tingkat
potensi relatif tiap-tiap bakterium sebagal bioinsektsida khususnya terhadap
Culex, Aedes dan Anopheles. Dalam penelitian ini memang disengaja memakai
jenis nyamuk yang diketahui mampu menularkan penyakit, yaitu berturut-turut
adalah filariasis bancrofti tipe perkotaan, Demam Berdarah Dengue (DBD) dan
malaria (WHO, 1972).

Dari data yang diperoleh pada pengkajian patogenisitas (TABEL 1) dan
toksisitas dalam bentuk FWC (TABEL 2) terlihat nyata aktivitas larvisidal
B. sphaericus (23A, 51C dan 1593) terbukti paling kuat khususnya terhadap larva
Cx. quinguefasciatus, yaitu sekitar 10-100 kali terhadap larva Ae. aegypti dan
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An. aconitus. Kenyataanini menimbulkan kesan, bahwa B. sphaericuspada dasarnya
cenderung aktif terhadaplarva Culex, khususnya Cx. fipens dan Cx. quinquefasciatus,
sehingga larva kedua jenis nyamuk tersebut dianjurkan sebagai larva nyamuk wji
pembanding untuk Foassay insektisida yang mengandung B. sphaericus (WHO,
1985).

Juga dari rangkuman data hasil penelitian ini (TABEL 1} didapat bahwa
isolat B. pumilus (25C) terutama efektf terhadap Cx. quinguefasciatus, kurang
terhadap larva Ae. aegypti, dan semakin kurang lagi terhadap larva An. aconitus.
Dari hasil penelitian ini kiranya dapat disarankan pemilihan Cx. quinguefasciatus
sebagai serangga uji untuk B. pumilus hasil isolasi dalam pencarian entomopato-
gen dengan alternatif larva Ae. aegypti. Hasil isclasi beberapa waktu yang lalu
{(Mardihusodo e al., 1988a) menyokong pendapat ini, karena B. pumilus yang
entomopatogenik pernah diisolasi dari larva Cix. éritaeniorhynchus.

Dari pihak larva nyamuk tampak perbedaan dalam tanggapan masing-
masing terhadap stimulan yang berupa isolat basili. Sebab-sebab yang me-
nerangkan adanya keragaman efek larvisidal it belum dapat terungkapkan de-
ngan hasil penelitian ini, karena memang tujuan penelitian tidak mengarah ke
pemecahan masalah-masalah demikian. Untuk yang berminat dapat berkonsul-
tasi dengan banyak pakar patclogi serangga antara lain Burges (1981). Dari
pengamatan ini larvae Ae. aggypti dan An. aconitus tampak bereaksi lebih lambat
terhadap kerja larvisidal B. sphasricus hasil isolasi {23A dan 51C), hal yang sama
Jjuga diternui dalam percobaan uji larva nyamuk tersebut terhadap B. sphaericus
1593 (Mardihusodo, 1989). Fenomenon yang sama juga tampak pada uji isolat
B. pumilus (256C) dan B. cereus (142A) terhadap ketiga jenis larva nyamuk uji.
Larva Ae. aegyptidan An. aconitusjugabereaksilebih lambat terhadap keduaisolat
itu daripada larva Cx. quinquefasciatus, sedangkan Ae. aegypti terlihat lebih peka
daripada Arn. aconitus terhadap kedua basili isolat. Perbedaan itu mungkin ka-
rena perbedaan kecepatan larva nyamuk dalam hal memakan bakteria sampai
jumlah tertentu yang letal terhadapnya, sebagaimana yang didapat pada An.
albimanus yang lebihk lambat memakan bakteria daripada Cx. guinguefasciatus
oleh Ramoska dan Pacey (1979).

Pengkajian patogenisitas dan toksisitas keempat basili isolat baru (234,
51C, 25C dan 142A) menunjukkan kesan bahwa keempat isolat uji memper-
lihatkan aktivitas larvisidal terhadap ketiga jenis nyamuk Culex, Aedesdan Anophe-
les, meskipun dalam tingkatan yang berbeda dan masih jauh lebih rendah
daripada aktivitas B. &. H-14 dan B. sphaericus 1593. Di samping itu dari hasil
pengkajian toksisitas keempat isolatitu juga timbul dugaan kuat, bahwa keempat-
jenis basili itu daldm beberapa tingkatan dan kondisi yang optimal dan sesuai
mungkin juga berperan dalam pengendalian alami ketiga jenis larva nyamuk uji
itu. Karena itu penelitian lebih lanjut ke arah itu perlu dilakukan, di samping
juga pencarian dan penelitian isolat-isolat baru dari alam di Indonesia, yang
tidak diragukan lagi, pasti kaya dengan mikrobia yang dapat didayagunakan
untuk pengendalian nyamuk vektor penyakit di Indonesia sendiri.

KESIMPULAN

Dari pengalaman uji toksisitas basili isolat dan percobaan pembuatan
puder primer basili isolat ditarik kesimpulan sebagai berikut:
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1. Keempatbasiliisolat (23A, 51C, 25C dan 142A) bersifat toksik terhadap larva
Cx. quinquefasciatus, Ae. aggypli dan An. aconitus.

2. Tingkat sensitivitas keempat spesies nyamuk terhadap isolat basili dari tinggi
ke rendah adalah: Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti, An. aconilus.

3. Toksisitas -keempat basili isolat baru masih jauh lebih rendah daripada
toksisitas B. ¢ H-14 (1897) dan B. sphaericus 1593.

4. Hasil fermentasi dan pembuatan puder primer B. t H-14 (1897) dan
B. sphaericus 1593 memuaskan.
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