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Abstract

Bacillus thuringiensis israelensis (H-14) has been known as toxin-forming biolarvacide (4-endotoxin)
which effectively kills the larvae of Aedes aegypti, Anopheles aconitus and Culex quinquefasciatus. The crystal
of 6-endotoxin is target specific and has high toxicity to the organism of target. The objective of the study was to
obtain the crystal of 8-endotoxin by extracting it from B¢ (H-14) which is able to kill the larvae of Ae. aegypti, An.
aconitus and Cx. quinquefasciatus. The research was conducted in the Laboratory of Microbiology Research
Center for Disease Vector and Reservoir Salatiga for nine months in 2010. The lethal concentration (LC) value of
d-endotoxin against the larvae of Ae. aegypti, An. aconitus and Cx. quinquefasciatus respectively were 0.06
(LCy); 0.17 ppm (LC,,); 0.21(LC,,); 0.49 ppm (LC,,);3.58 (LC,,) and 9.19 ppm (LC,,).

Key words: Bacillus thuringiensis israelensis (H-14), -endotoxin, mosquito larvae, biolarvacide, LC50 and
LC90

Abstrak

Bacillus thuringiensis israelensis (H-14) telah dikenal sebagai biolarvasida pembentukkristal protein toksin (o-
endotoksin)yang efektif membunuh jentikAedes aegypti, Anopheles aconitus, dan Culex quinquefasciatus.
Kristal toksin ini memiliki keunggulan dibandingkan larvasida sintetik karena bersifat target spesifik dan
memiliki toksisitas yang tinggi terhadap organisme sasaran. Tujuan umum penelitian ini untuk
memperolehekstrakkristald-endotoksinB. thuringiensisisraelensis(H-14) yang mampumembunuhjentik4e.
aegypti, An. aconitus, dan Cx. quinquefasciatus.Tujuan khususnya adalah menentukan LC,, dan LC,, serta
menentukan efek residu dari LC,, kristal endotoksin terhadap larva Ade. aegypti, An. aconitus, dan Cx.
quinquefasciatus. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Balai Besar Litbang Vektor dan
Reservoir Penyakit Salatiga pada bulan April-Desember 2010. Nilai LC kristal endotoksin berturut-turut
terhadap jentikAdedes aegypti, Cx. quinquefasciatus, dan Anopheles aconitusadalah 0,06 (LC,)) dan 0,17 ppm
(LCy,); 3,58 (LC,,)dan 9,19 ppm (LC,,); serta 0,21 (LC,,) dan 0,49 ppm (LC,,).

Katakunci: Bacillus thuringiensis israelensis (H-14)H-14, endotoksin, jentik nyamuk, biolarvasida, LC50
dan LC90.
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Pendahuluan

Bermacam penyakit yang dibawa oleh nyamuk
dapat ditemukan di Indonesia, antara lain demam
berdarah dengue, malaria, dan filariasis. Nyamuk
Aedes, Anopheles, dan Culex adalah nyamuk yang
berperan sebagai vektor dalam penularan penyakit
tersebut. Pengendalian vektor penyakit tersebut
dapat dilakukan secara biologis yaitu dengan
menggunakan Bacillus thuringiensis israelensis (H-
14) atau Bt (H-14). Penggunaan endotoksin B.
thuringiensis telah direkomendasikan oleh WHO
pada tahun 1978 untuk mengendalikan jentik
Anopheles, Aedes dan Culex(Blondine et al.,
1998/1999).

Penggunaan bioinsektisida B. thuringiensis di
Amerika Serikat berkembang dengan pesat. Bacillus
thuringiensis dikomersialkan dalam bentuk spora
yang membentuk inklusi bodi. Inklusi bodi ini
mengandung kristal protein yang dikeluarkan pada
saat bakteri lisis pada fase stasioner. Produk
bioinsektisida granul ini digunakan sebanyak 10-50
g per hektaratau 1020 molekul per hektar. Potensi
toksisitasnya lebih besar dibanding pestisida
sintetik, yakni 300 kali lebih besar dibanding
pyrethroid sintetis (Feitelson et al., 1992). .Bacillus
thuringiensis memiliki toksisitas yang lebih rendah
daripada larvasida sintetik seperti temephos,
fenoxycarb, diflubenzuron, danmethoprene terhadap
organisme non-sasaran di perairan (Lee and Scott,
1992).

Balai Besar Peneclitian dan Pengembangan
Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga
mulai melakukan eksplorasi B. thuringiensis dari
berbagai habitat tanah termasuk tanah yang berada di

lokasi endemik malaria dan telah diperoleh isolat Bt
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(H-14) galur lokal yang menghasilkan endotoksin.
Melalui uji bioassay diketahui bahwa isolat hasil
seleksi toksisitas sangat toksik terhadap nyamuk
Anopheles, Ae. aegypti dan Culex(Blondineet al.,
1998/1999).

Bakteri tersebut membunuh jentik melalui
kristal toksin (3-endotoksin)yang dihasilkan sebagai
biolarvasida dan menjadi aktif pada kondisi basa di
dalam perut jentik. Toksin ini menyebabkan
terbentuknya pori-pori pada membran sel di saluran
pencernaan sehingga mengganggu keseimbangan
osmotik dari sel-sel tersebut. Karena keseimbangan
osmotik terganggu, maka sel membengkak dan
pecah dan mengakibatkan jentik mati. Sifat
toksisitasBt (H-14) sangat spesifik, masing-masing
subspesies memiliki target yang spesifik. Bacillus
thuringiensis(H-14) diketahui toksik terhadap
nyamuk dan lalat. Selain memiliki daya bunuh
tinggi, bakteri ini tidak berbahaya bagi lingkungan
(Schnepf et al.,1998; Anonymous, 1997, WHO,
1982).

Ekstraksi kristal 6-endotoksin B¢ (H-14)
dilakukan dengan cara memisahkan kristalnya dari
sel dan spora pada saat produksi kristal telah terjadi,
yaitu pada saat sporulasi (fase stasioner). Kristal
murni yang diperoleh diharapkan memiliki
efektivitas yang lebih tinggi karena sel dan spora
tidak membutuhkan waktu yang lama untuk tumbuh
dan menghasilkan kristal -endotoksin.

Penelitian dilakukan dengan mengekstraksi
kristal &-endotoksin dari kultur B. thuringiensis
israelensis (H-14) dengan menggunakan metode
gradien sukrosa untuk mengetahui daya bunuhnya
(LC,, dan LC,)). Kristal yang diperoleh diujikan
terhadap jentik Ae. aegypti, An. aconitus, dan Cx.

quinquefasciatus. Tujuannya adalah untuk
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memperoleh ekstrak kristal 6-endotoksin kultur B.
thuringiensis israelensis (H-14) yang ditentukan
dalam nilai LC,dan LC,, kristal ¢-endotoksin
terhadap jentik Ae. aegypti, An. aconitus, dan Cx.

quinquefasciatus.

Materi dan Metode

Isolasi dan purifikasi Br (H-14) dilakukan
berdasarkan metode Lisansky et al. (1993)dengan
modifikasi media menggunakan Nutrien Agar (NA).
Koloni bakteri yang tumbuh diidentifikasi dengan
metode Chilcot & Wigley (1988). Koloni yang
mengandung sel batang pembentuk spora dan kristal
diinokulasikan pada 30°C selama 2 hari untuk
memperoleh kultur murni.

Produksi kristal dilakukan dengan cara
inokulasikan isolat bakteri sesuai metode Lisansky
et al. (1993) dengan modifikasi medium (TPB) dan
digoyang padal75 rpm selama 5-7 hari. Ekstraksi
kristal dilakukan dengan metode Takebe et al.
(2005). Kristal dapat diperiksa dengan pewarnaan
kristal menggunakan Metode Chilcott dan Wigley
(1988). Uji efektivitas kristal endotoksin dilakukan
dengan metode WHO (2005). Kematian jentik
diamati selama 24 jam pengujian. Untuk
mendapatkan LC,, dan LC,, kristal endotoksin
dilakukan analisis probit. Pengukuran temperatur
dan kelembaban udara ruangan dilakukan selama
pengujian. Data primer yang diperoleh dari hasil uji
laboratorium, meliputi LC,, dan LC,, dianalisis

menggunakan analisis Probit.

Hasil dan Pembahasan

Isolat murni Bt (H-14) yang diperoleh dari hasil
isolasi dan purifikasi memiliki kenampakan seperti

pada Gambar 1.
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Gambar 1. Isolat B¢ (H-14) dengan kristal (K) dan

spora (S)

Uji hayati yang dilakukan terhadap tiga spesies
jentik nyamuk vektor Ae. aegypti, An. aconitus, dan
Cx quinquefasciatus menunjukkan hubungan linier
antara kematian dengan peningkatan konsentrasi
kristal endotoksin. Hubungan antara kematian jentik
Ae. aegypti dengan konsentrasi kristal endotoksin
ditampilkan pada Gambar 2. Enam konsentrasi
kristal endotoksin (0,03; 0,05; 0,07;0,09; 0,1 dan 0,3
ppm) telah diujikan terhadap jentik Ae. aegypti.
Persentase kematian terendah (17,5%) dihasilkan
oleh konsentrasi 0,03 ppm dan persentase kematian

tertinggi (100%)dihasilkan oleh konsentrasi 0,3
ppm.
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Gambar 2. Kematian jentik Ae. aegypti (%) dengan aplikasi kristal endotoksin pada berbagai konsentrasi (ppm)

Hubungan antara kematian jentik An.

aconitus dengan konsentrasi kristal endotoksin

ditampilkan pada Gambar 3. Sepuluh konsentrasi

kristal endotoksin yang diujikan terhadap jentik An.
aconitus (0,7; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 5; 7, 9 dan 10

ppm) menunjukkan bahwa konsentrasi 0,7 ppm
menghasilkan persentase kematian terendah (5%)
dan konsentrasi 10 ppm menghasilkan persentase

kematian tertinggi (92,5%).
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Gambar 3. Kematian jentik An. aconitus (%) dengan aplikasi kristal endotoksin pada berbagai konsentrasi (ppm)
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Hubungan antara kematian jentik Cx.
quinquefasciatus dengan konsentrasi kristal
endotoksin ditampilkan pada Gambar 4. Delapan
konsentrasi kristal endotoksin (0,05; 0,07; 0,1; 0,3;
0,5; 0,7; 0,9 dan 1 ppm) telah diujikan terhadap
jentik Cx. Quinquefasciatus. Konsentrasi 0,05 ppm
menghasilkan persentase kematian terendah (0%)
dankonsentrasi 1 ppm menghasilkan persentase
kematian tertinggi 100%.

Pengujian kristal endotoksin B. thuringiensis H-
14 selama 24 jam terhadap jentik Ae. aegypti
menunjukkan bahwa dibutuhkan konsentrasisebesar
0,06 ppm (LC,,) dan 0,17 ppm (LC,,). Konsentrasi
yang dibutuhkan untuk membunuh jentik An.
aconitus berturut-turut sebesar 3,58 ppm (LC,,)dan
9,19 ppm (LC,,). Sedangkan pada Cx.
quinquefasciatus dibutuhkan konsentrasi 21 ppm
(LC,) dan 0,49 ppm (LC,,).

Kemampuan kristal endotoksin dalam
membunuh jentik ditunjukkan dengan nilai Lethal
Concentration (LC), yakni semakin rendah nilai LC,
semakin tinggi daya bunuhnya.

Nilai LC,, dan LC,, kristal endotoksin B.
thuringiensis H-14 terhadap masing-masing
nyamuk vektor lebih rendah daripada nilai LC,,dan
LC,, Bt H-14 yang belum diekstraksi (Maharani,
2005; Blondine, 2004; Bahagiawati, 2002). Hal ini
menunjukkan bahwa kristal endotoksin Bt H-14
memiliki daya bunuh yang lebih tinggi daripada Bt
H-14 yang belum diekstraksi terhadap jentik ketiga
jenis nyamuk vektor. Dalam kondisi murni, daya
bunuh terhadap jentik akan lebih tinggi daripada
dalam bentuk campuran (sel bakteri dan spora)
(BlondinedanYuniarti, 2001).
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Gambar4. Kematian jentik Cx. quinquefasciatus (%) dengan aplikasi kristal endotoksin pada berbagai

konsentrasi (ppm)
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Tabel 1. Nilai LC,, dan LC,, kristal endotoksin terhadap jentik Ae. aegypti, An. aconitus, dan Cx.

quinquefasciatus
LC (ppm) Level of Confidence Range
Ae. aegypti
LC 5 0.06 0.95 005 < LC < 0.08
LC o 0.17 0.95 0.12 < LC < 0.31
An. Aconitus
LC 5 3.58 0.95 305 < LC < 4.23
LC g 9.19 0.95 727 < LC < 1297
Cx. Quinquefasciatus
LC 5 0.21 0.95 0.17 < LC < 0.26
LC g 0.49 0.95 038 < LC < 0.67

Jentik Ae. aegypti mati pada konsentrasi kristal
endotoksin B¢ H-14 paling rendah dibanding jentik
Cx. quinquefasciatus dan An. aconitus. Becker
(1991) dan Aly (1993) menyatakan bahwa
berdasarkan faktor zona makan jentik (larval feeding
zone) dan tingkat sedimentasi/pengendapan, diduga
bahwa toksin Bt H-14 lebih cepat mengendap di
dasar yang merupakan daerah makan jentik Ae.
aegypti daripada di bawah permukaan air
(suspension feeders) yang merupakan daerah makan
bagi jentik Cx. quinquefasciatus maupun didaerah
permukaan (lebih kurang 1-2 mm) yang merupakan
daerah makan bagi jentik Anopheles.Oleh sebab itu
Jentik Ae. aegypti tampak paling peka terhadap
kristal endotoksin Bt H-14 daripada kedua spesies
Jentik lainnya.

Perbedaan kepekaan di antara beberapa spesies
jentik nyamuk selain dipengaruhi oleh perbedaan
zona makan, juga disebabkan oleh kemampuan
mengaktifkan protoksin, dan mengikat toksin pada

reseptor sel pada rongga pencernaan jentik. Jentik
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Cx. quinquefasciatus 2-4 kali kurang peka terhadap
Bt H-14 daripada jentik Ae. aegypti pada instar yang
sama (Weyai, 2004).

Telah diperoleh ekstrak kristal endotoksin dari
kultur Bt H-14 yang mampu membunuh jentik Ae.
aegypti, An. aconitus, dan Cx. quinquefasciatus.
Nilai LC kristal endotoksin Bt H-14 berturut-turut
dari yang terendah (menunjukkan daya bunuh
tertinggi) diperoleh terhadap jentik Ae. aegypti, Cx.
quinquefasciatus, dan An. aconitus. Perlu dilakukan
penelitian lanjutan mengenai penentuan berbagai
macam formulasi biolavasida kristal endotoksin Bt

H-14 sesuai dengan spesies jentik sasaran.
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