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ABSTRAK

TOKSISITAS METABOLIT SEKUNDER ISOLAT STREPTOMYCES SP.
STRAIN AB8 DAN SERRATIA MARCESCENS STRAIN MBC1
TERHADAP KEMATIAN LARVA ANOPHELES SP.

Oleh

Mesy Miranda AR

Malaria merupakan penyakit yang disebabkan oleh parasit Plasmodium melalui
perantara vektor nyamuk Anopheles sp. betina. Upaya dalam mengurangi kasus
malaria ialah dengan cara pengendalian vektor menggunakan mikroorganisme.
Streptomyces sp. dan Serratia marcescens adalah kandidat mikroorganisme yang
memiliki potensi dijadikan sebagai larvasida. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain AB8 dan
S. marcescens strain MBC1 pada berbagai konsentrasi (125, 250, 500, 1000 ppm)
dan nilai toksisitas ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain AB8 dan S.
marcescens strain MBC1 sebagai larvasida Anopheles sp.. Penelitian dilakukan
secara eksperimental dengan rancangan penelitian Faktorial Blok (2x6) terdiri dari
dua faktor yaitu 2 jenis bakteri dan 6 perlakuan. Konsentrasi yang digunakan yaitu
125, 250, 500, dan 1.000 ppm ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain
ABS8 dan S. marcescens strain MBC1 dengan kontrol positif menggunakan 1 %
Temefos (Abate) serta kontrol negatif menggunakan air yang diperoleh dari
tempat perindukan. Setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali dan setiap unit
percobaan membutuhkan 20 ekor larva Anopheles sp. instar Ill. Pengamatan
terhadap jumlah kematian larva selama 3-72 jam. Data dikoreksi menggunakan
rumus Abbot, kemudian dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA)
dengan uji lanjut BNT, a = 5% serta analisis probit untuk mengetahui nilai LCs
dan LC90. Hasil analisis ANOVA menunjukan Ekstrak metabolit sekunder S.
marcescens strain MBC1 pada konsentrasi 250 dan 500 ppm dan Streptomyces sp.
strain AB8 pada konsentrasi 1.000 ppm memiliki pengaruh yang sama, sehingga
lebih baik digunakan Ekstrak S. marcescens strain MBC1 dengan konsentrasi 250
ppm. Hasil analisis probit diketahui ekstrak S. marcescens strain MBC1 memiliki
daya toksik yang lebih tinggi pada nilai LCsy (1,304 ppm) dan LCg (138,147
ppm) dibandingkan Streptomyces sp. strain AB8 dengan nilai LCs (327,806 ppm)
dan LCy (654,328 ppm), sehingga pada penelitian ini ekstrak S. marcescens strain
MBC1 lebih efektif dijadikan sebagai larvasida Anopheles sp. instar I11.

Kata Kunci: Larvasida, Larva Anopheles sp., Malaria, Serratia marcescens,
Streptomyces sp.



ABSTRACT

TOXICITY OF SECONDARY METABOLITES OF STREPTOMYCES SP.
STRAIN AB8 AND SERRATIA MARCESCENS STRAIN MBC1
AGAINST ANOPHELES SP.

By

Mesy Miranda AR

Malaria is a disease caused by the Plasmodium parasite through the Anopheles sp.
female. Efforts to reduce malaria cases are vector control using microorganisms.
Streptomyces sp. and Serratia marcescens are candidate microorganisms that have
the potential to be used as larvicides. The purpose of this study was to determine
the effect of the secondary metabolite extract of Streptomyces sp. strains AB8 and
S. marcescens strain MBCL1 at various concentrations (125, 250, 500, 1000 ppm)
and the toxicity value of the secondary metabolite extract of Streptomyces sp.
strain AB8 and S. marcescens strain MBCL1 as larvicides of Anopheles sp. The
concentrations used were 125, 250, 500, and 1,000 ppm secondary metabolite
extract of Streptomyces sp. strain AB8 and S. marcescens strain MBC1 with
positive control using 1% Temefos (Abate) and negative control using water
obtained from the broodstock. Each treatment was repeated 4 times and each
experimental unit required 20 larvae of Anopheles sp. instar 1ll. Observation of
the number of larval deaths for 3-72 hours. The data were corrected using Abbot's
formula, then analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) with further test of
BNT, = 5% and probit analysis to determine the values of LCsy and LCg. The
results of ANOVA analysis showed that the secondary metabolite extract of S.
marcescens strain MBC1 at concentrations of 250 and 500 ppm and Streptomyces
sp. strain AB8 at a concentration of 1,000 ppm had the same effect, so it is better
to use the extract of S. marcescens strain MBC1 with a concentration of 250 ppm.
The results of probit analysis showed that the extract of S. marcescens strain
MBC1 had a higher toxicity at the values of LCsq (1,304 ppm) and LCgy (138,147
ppm) than Streptomyces sp. strain AB8 with values of LCsy (327.806 ppm) and
LCqo (654.328 ppm), so that in this study the extract of S. marcescens strain
MBC1 was more effective as a larvacide of Anopheles sp. instar I11.

Keywords: Larvicides, Anopheles sp. larvae, Malaria, Serratia marcescens,
Streptomyces sp.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Malaria merupakan salah satu penyakit menular yang menjadi pusat perhatian
dunia karena memiliki angka mortilitas yang tinggi dengan 3,5 juta kasus
malaria di tahun 2017 (WHO, 2018). Sekitar 40 % atau 2,3 miliar dari
penduduk dunia rentan terkena penyakit malaria. Pada tahun 2019,
diperkirakan jumlah kematian akibat penyakit malaria mencapai 409.000 jiwa
(Lewinsca dan Raharjo, 2021). Indonesia merupakan negara dengan iklim
tropis sehingga rentan adanya penyebaran penyakit menular, termasuk
penyakit yang ditularkan melalui vektor nyamuk (Suwito et al., 2015).
Menurut Lenakoly et al. (2021), sekitar 35 % penduduk Indonesia tinggal di
daerah yang beresiko tertular malaria dengan angka kasus disetiap tahunnya
mencapai 15 juta kasus dan 30.000 diantaranya meninggal dunia. Tercatat
terdapat 167 Kabupaten atau kota di Indonesia yang menjadi wilayah endemis
malaria. Provinsi Lampung merupakan salah satu daerah endemis malaria
dengan Kabupaten Pesawaran sebagai daerah dengan kasus malaria terbanyak
yaitu Puskesmas Hanura 1.738 kasus, Puskesmas Padang Cermin 91 kasus,
Puskesmas Pedada 82 kasus dan Puskesmas Gedong Tataan 4 kasus (Shafira
dan Krisanti, 2019).

Sebagai upaya dalam memperkecil kasus malaria ialah dengan cara
pengendalian vektor. Pengendalian vektor dapat dilakukan dengan 3 cara
yaitu mekanik, kimiawi, dan biologis. Pengendalian vektor secara kimia
menggunakan insektisida secara berkelanjutan berdampak negatif bagi

kesehatan manusia dan lingkungan (Lailatul et al., 2010). Perlu adanya



alternatif untuk mengendalikan populasi nyamuk Anopheles sp. sebagai
vektor malaria. Upaya yang dapat dilakukan yaitu menggunakan
pengendalian hayati dengan memanfaatkan bahan alami yang aman dan
ramah lingkungan. Salah satunya yaitu dengan pemanfaatan ekstrak dari
berbagai tumbuhan (Ghosh et al., 2012). Menurut Muftiah et al. (2019),
ekstrak pandan wangi (Pandanus amaryllifollius) dengan menggunakan
pelarut aguades, mampu membunuh larva Anopheles sp.dan Aedes aegepty
sebanyak 15 %. Argumentasi dari Kartini et al. (2020), menunjukan hasil
yang berbeda bahwa dari ekstrak etanol daun salam (Syzygium polyantum)
secara efektif membunuh larva Anopheles sp. pada konsentrasi 2 %. Namun
terlepas dari kelebihan tersebut, penggunaan tanaman membutuhkan waktu
yang tidak singkat untuk proses produksinya karena tanaman memiliki siklus
hidup yang panjang. Menurut Dylo et al. (2014), bahwa cara lain yang dapat

ditempuh yaitu dengan memanfaatkan mikroorganisme.

Salah satu mikroorganisme yang sering dijadikan larvasida yaitu Bacillus
thuringiensis (Bt). Hasl penelitian Wibowo (2017), diketahui bahwa Bt dapat
dijadikan sebagai pengendalian larva Anopheles sp. instar | dan Il pada
konsentrasi terbaik yaitu 108 CFU.mL™. Hasil penelitian dari Ragavendran
et al. (2019), dapat menunjukan Penicilillium spp. merupakan spesies fungi
entomopatogen yang paling baik untuk dijadikan sebagai larvasida nyamuk
Ae. aegypti dan antibakteri. Namun penggunaan Bt bersamaan dengan
insektisida kimiawi dapat menyebabkan resistensi, maka perlu digunakan
spesies baru untuk pengendalian larva. Menurut Dhanasekaran et al. (2010)
bahwa dari aktivitas metabolit sekunder Streptomyces sp. dapat dijadikan
sebagai larvasida untuk nyamuk Anopheles sp. dan perbaikan lingkungan.
Pendapat lain menyatakan bahwa kelompok Actinomycetes memungkinkan
untuk dijadikan sebagai pendekatan dalam pengendalian nyamuk (Liu et al.,
2008). Streptomyces juga diketahui dapat menghasilkan metabolit sekunder
yang terdiri dari antibiotik dan senyawa yang bertindak sebagai larvasida
serangga seperti fearifungin, makrotetroloid, flavonoid, dan tetranektin
(Vijayakumar et al., 2010).
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Mikroorganisme lain yang memiliki potensi sebagai larvasida yaitu Serratia
mercescens. Bakteri jenis ini merupakan bakteri yang memiliki pigmen
berwarna merah. Hasil penelitian dari Okay et al. (2013), menunjukkan
bahwa bakteri S. mercescens dapat menghasilkan enzim kitinase dan menjadi
salah satu bakteri yang efektif dalam mendegradasi kitin. Selain itu, Samrot
(2011), juga melaporkan bahwa bakteri ini dapat menghasilkan prodigiosin
yang dijadikan sebagai antifungi, antibakteri, antiprotozoal, antimalaria,

immunisuppressif dan sebagai aktivitas antikanker.

Isolat Streptomyces sp. strain AB8 dan S. marcescens strain MBC1 hasil
koleksi dari Laboratoriun Mikrobiologi, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas
Lampung belum diketahui potensinya sebagai larvasida. Berdasarkan
informasi tersebut, maka perlu dilakukan penelitian mengenai toksisitas dari
metabolit sekunder isolat Streptomyces sp. strain AB8 dan S. marcescens
strain MBC1 untuk dijadikan larvasida sehingga diharapkan dapat
mengendalikan populasi nyamuk Anopheles sp. sebagai vektor penyakit

malaria.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui pengaruh ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain
AB8 dan S. marcescens strain MBC1 pada berbagai konsentrasi ( 125,
250, 500, 1000 ppm) terhadap kematian larva Anopheles sp. instar IlI.

2. mengetahui tingkat toksisitas ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp.

strain AB8 dan S. marcescens strain MBCL1 sebagai larvasida Anopheles

sp.

Kerangka Pemikiran

Malaria merupakan penyakit menular yang masih menjadi permasalahan

kesehatan di Indonesia, terutama di daerah endemis seperti lampung, Nusa



Tenggara, Papua, dan lain-lain. Penyakit ini disebarkan melalui gigitan
nyamuk Anopheles sp. betina yang telah terinfeksi Plasmodium. Selain itu,
penyebaran penyakit malaria juga dapat terjadi melalui manusia yang
memiliki riwayat penyakit ini. Semua kelompok umur bahkan pada bayi dan
ibu hamil sekalipun sangat beresiko terkena penyakit malaria. Faktor
lingkungan sangat mempengaruhi keberadaam vektor penyabab penyakit
malaria seperti curah hujan, suhu, kelembaban, salinitas, oksigen terlarut, dan
keberadaan tumbuhan serta hewan air lainnya. Berbagai upaya telah
dilakukan untuk menurunkan angka penderita dan kematian akibat malaria
yaitu meliputi kegiatan penemuan dan pengobatan penderita, pemberantasan
vektor dan upaya perlindungan diri terhadap gigitan nyamuk melalui

pemakaian kelambu berinsektisida.

Pengendalian vektor secara kimiawi untuk menekan terjadinya kasus malaria
sudah banyak dilakukan oleh masyarakat seperti penggunaan insektisida
untuk membunuh pada tahap larva, penggunaan insektisida semprot untuk
membasmi nyamuk dewasa, dan lain-lain. Namun, pengunaan insektisida
secara berkelanjutan dapat memberikan dampak negatif bagi kesehatan
manusia dan lingkungan karena insektisida mengandung bahan kimia yang
sangat berbahaya. Penggunaan insektisida juga akan membuat nyamuk lebih

resistensi terhadap bahan kimia.

Mengingat bahayanya penggunaan insektisida secara berkelanjutan, perlu
adanya alternatif lain untuk pengendalian vektor yaitu dengan memanfaatkan
bahan alami yang aman dan ramah lingkungan. Pengendalian secara biologis
menggunakan mikroba menjadi solusi yang tepat. Diketahui banyak jenis
mikroba yang mampu dijadikan sebagai larvasida alami salah satunya yaitu
kelompok Aktinomycetes dan turunannya. Diketahui Streptomyces memiliki
kandungan flavonoid, saponin, tanin, alkaloid,dan triterpen yang berperan
sebagai larvasida. Senyawa seperti flavonoid, saponin, dan tanin merupakan
racun perut yang mana larut dalam air sehingga apabila masuk kedalam perut

serangga akan merusak sistem pencernaan serangga dan menyebabkan
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kematian. Bakteri S. marcescens yang memiliki kemampuan mendegredasi
kitin secara efektif sehingga dapat dijadikan sebagai larvasida. Senyawa
prodigiosin yang dihasilkan bakteri ini akan merusak lapisan membran kulit
larva sehingga terjadi kematian pada larva. Bakteri ini juga diketahui
berpotensi sebagai antimalaria, antifungi, antibakteri, antiprotozoal,
immunisuppressif dan sebagai aktivitas antikanker.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Faktorial (2x6) yaitu 2 jenis bakteri
dan 6 perlakuan. Larva Anopheles sp. instra 111 diberikan perlakuan ekstrak
metabolit sekunder Streptomyces sp. strain AB8. Dan S. marcescens strain
MBC1 dengan konsentrasi yang digunakan yaitu 125, 250, 500, 1.000 ppm.
Pengamatan dilakukan selama 3, 6, 12, 24, 48, dan 72 jam kemudian dihitung
jumlah larva yang mati. Data dianalisis menggunakan ANOVA untuk melihat
pengaruh konsentrasi dengan jenis bakteri serta analisis probit dengan
mengetahui nilai LCsy dan LCgp untuk melihat tingkat toksisitas dari kedua

ekstrak tersebut.

Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah:

1. ekstrak metabolit sekunder isolat Streptomyces sp. strain AB8. Dan S.
marcescens strain MBC1 pada berbagai konsentrasi (125, 250, 500, 1.000
ppm) memiliki pengaruh terhadap kematian larva Anopheles sp. instar I11.

2. Daya toksik ekstrak metabolit sekunder isolat S. marcescens strain MBC1
lebih tinggi terhadap kematian larva Anopheles sp. dibandingkan ekstrak
metabolit sekunder isolat Streptomices sp. strain AB8.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Streptomyces sp.

Streptomyces sp. merupakan salah satu bakteri dari kelas Actinomycetes yang
dapat ditemukan pada organisme laut dan daratan. Streptomyces dapat
diisolasi dari laut pada ikan, hewan moluska, bunga karang, tumbuhan bakau,
dan rumput laut (Dharmaraj, 2010). Genus Streptomyces dikelompokkan
sebagai bakteri gram positif, tidak tahan asam, memiliki hifa aeral yang tidak
bersekat, dan bersifat kalase (Sari et al., 2014).

Streptomyces mampu menghasilkan antibiotik dan enzim hidrolitik
ekstraseluler seperti enzim kitinase dan B 1,3-glukanase (Minas et al., 2000).
Lebih dari 70 % senyawa antibiotik yang berasal dari mikroorganisme telah
dilaporkan dalam berbagai publikasi berasal dari genus Streptomyces (Clardy
et al., 2006). Menurut Dhanasekaran et al., 2010 bahwa Streptomyces dapat
dijadikan sebagai larvasida untuk nyamuk Anopheles sp. dan perbaikan
lingkungan. Diketahui juga dari penelitian Vijayan dan Balaraman (1991),
bahwa Actinomycetes dan turunannya sangat beracun bagi nyamuk dan
memiliki tingkat toksisitas yang rendah untuk non-target. Selain itu, Liu et
al. (2008) menyatakan bahwa kelompok Actinomycetes memungkinkan
untuk dijadikan sebagai pendekatan dalam pengendalian nyamuk.
Streptomyces juga diketahui dapat menghasilkan metabolit sekunder yang
terdiri dari antibiotik dan senyawa semacamnya yang dapat bertindak sebagai
larvasida serangga seperti fearifungin, makrotetroloid, flavonoid, dan

tetranektin (Vijayakumar et al., 2010).
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Menurut Kampfer (2006), bahwa Streptomyces sp. dapat diklasifikasikan
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Actinobacteria

Class . Actinomycetes

Order . Actinomycetales

Family : Streptomycetaceae

Genus  : Streptomyces

Species : Streptomyces sp.

Serratia marcescens

Serratia mercescens merupakan bakteri yang memiliki pigmen berwarna
merah. Bakteri ini termasuk bakteri gram negatif dari keluarga
Enterobacteriaceae. Biasanya bakteri ini temukan di air, tanah, permukaan
daun, dalam tubuh serangga, hewan, dan manusia (Khanafari et al., 2006).
Pada media NA, S. mercescens dapat tumbuh dengan membentuk koloni yang
berwarna merah serta memiliki sifat alkali acid pada media TSIA (Darmawati
etal., 2019). Karakteristik dari bakteri ini yaitu memiliki motilitas yang
cepat dengan bentuk pergerakan peritrik. Bakteri ini dapat tumbuh pada suhu
40-50 °C dan pada pH antara 5 sampai 9 (Lauzon et al., 2003).

Menurut penelitian dari Okay et al. (2013), bakteri S. mercescens dapat
menghasilkan enzim kitinase dan menjadi salah satu bakteri yang efektif
dalam mendegradasi kitin. Dari Samrot (2011), juga melaporkan bahwa
bakteri ini dapat menghasilkan prodigiosin yang dijadikan sebagai antifungi,
antibakteri, antiprotozoal, antimalaria, immunisuppressif dan sebagai aktivitas
antikanker. S. mercescens merupakan bakteri yang sangat patogen terhadap
serangga karena dapat menghasilkan enzim hidrolitik seperti protease,
kitinase, nuclease, dan lipase yang bersifat toksin (Flyg dan Xanthopoulos,
1983). Selain itu, bakteri ini juga menghasilkan senyawa serrawetin dan
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senyawa sulfaktan yang membantu dalam proses kolonisasi (Hejazi dan
Falkiner, 1997).

Menurut Rosidah, 2016 Klasifikasi dari bakteri S. marcescens yaitu:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobakteri
Class : Gamma Proteobakteri
Ordo : Enterobacteriales

Family  : Enterobacteriacea
Genus  : Serratia

Spesies : Serratia marcescens

Isektisida

Menurut Pratiwi (2013), pengertian insektisida merupakan sekumpulan dari
berbagai senyawa tertentu yang berpotensi sebagai racun bagi targetnya.
Berikut berbagai cara insektisida masuk ketubuh serangga agar memberikan
efek bagi targetnya:
a. Stomach poisons, insektisida masuk bersamaan dengan makanan
sehingga merancuni lambung dan terganggunya alat pencernaan.
b. Insektisida kontak (contact poisons), masuk ketubuh serangga
melalui jaringan kutikula.

c. Insektisida yang masuk melalui saluran pernapasan.

Sedangkan menurut cara kerjanya, terdapat 3 macam insektisida, yaitu:
a. Insektisida peracun protoplasma yaitu yang dapat mengendapkan
protein dalam tubuh.
b. Insektisida peracun fisik yang menyebabkan dehidrasi sehingga
keluarnya cairan tubuh di dalam tubuh serangga.
c. Insektisida peracun pernapasan yang menghambat sistem pernapasan

pada serangga.



Larvisida merupakan golongan insektisida yang memiliki kemampuan untuk
membunuh serangga yang masih berada di fase larva. Penggunaan larvisida
dalam pemberantasan nyamuk termasuk kedalam cara terbaik dalam
pencegahan penyebaran nyamuk. Larvasida dikatakan efektif dapat dilihat
dari jumlah kematian larva (Moerid et al., 2013). Menurut Kementrian
Kesehatan Republik Indonesia (2012), terdapat lima jenis larvasida yaitu,
Organofosfat yang bekerja dengan cara menghambat enzim
aseilkholinesterase, Insect Growth Regulator (IGR), monomoleculer film
(diletakkan pada permukaan air agar larva tidak dapat mencapai permukaan
air sehingga larva tidak bisa menperoleh oksigen), minyak, dan mikroba

seperti Bacillus sphaericus dan Bacillus thuringiensis.

2.4 Pengendalian Vektor

Pengendalian vektor bertujuan untuk meminimalisir kontak dari vektor

dengan host, meminimalkan habitat tempat berkembangbiak, memperkecil

kepadatan vektor, dan memperpendek umur vektor. Terdapat beberapa

metode pengendalian vektor menurut Setyaningrum (2020) yaitu:

a. Pengendalian kimiawi
pengendalian secara kimiawi dapat dilakukan dengan menggunakan
senyawa kimia. Pencegahan secara kimiawi memiliki keuntungan yaitu
pencegahan dapat dilakuan secara cepat dengan sebaran daerah yang luas
dan dalam waktu yang singkat. Namun sisi lain, kerugian dalam
penggunaan bahan kimia ini adalah dapat menimbulkan pencemaran
lingkungan, menimbulkan resistensi nyamuk terhadap insektisida, dan
menyebabkan matinya hewan predator. Contoh tindakan pencegahan cara
ini seperti penggunaan temefos untuk membunuh larva nyamuk,

menggunakan insektisida berupa residual spray, dll.

b. Pengendalian mekanik
cara pengendalian ini bertujuan untuk meminimalisir kontak langsung

antara vektor dan manusia, seperti menggunakan baju pelindung,
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memasang kawat kasa pada lubang ventilasi jendela, menggunakan
kelambu, dll.

. Pengendalian fisik

pengendalian ini dapat dilakukan dengan cara menggunakan alat fisik
untuk pemanasan, pembekuan, dan penggunaan alat listrik untuk
mengganggu dari aktivitas serangga. Contohnya yaitu dengan memasang
alat yang menghasilkan hembusan angin yang kuat pada pintu dan

menggunakan lampu kuning untuk mencegah masuknya nyamuk.

. Pengendalian biologik

pengendalian ini menggunakan hewan predator atau musuh alami
serangga. Selain itu, pengendalian secara biologik pada stadium larva
dapat menggunakan mikroorganisme seperti bakteri, jamur, nematoda, dan

virus.

. Pengendalian genetika

pengendalian ini dilakukan untuk mengganti populasi serangga yang
berbahaya dengan populasi serangga baru yang tidak bersifat merugikan.
Salah satu langkah yang dapat diambil yaitu dengan memandulkan
serangga jantan, atau dengan cara mengawinkan antar strain nyamuk
sehingga sitoplasma telur tidak dapat ditembus oleh sperma dan tidak
terjadi pembuahan atau yang disebut cytoplasmic incompatibility.

. Pengendalian legeslatif

pengendalian ini dilakukan untuk mencegah penyebaran serangga dari satu
daerah ke daerah lain dengan menerapkan peraturan perundang-undangan
yang ketat. Salah satunya dengan menerapkan karantina di Pelabuhan
Laut dan Bandar Udara serta penyemprotan insektisida yang rutih pada

kapal yang baru berlabuh atau pesawat yang baru mendarat di bandara.
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2.5 Nyamuk Anopheles sp.

2.5.1

2.5.2

Klasifikasi nyamuk Anopheles sp.

Menurut Setyaningrum (2020), klasifikasi nyamuk Anopheles sp. yaitu:

Kingdom : Animalia

Filum . Arthropoda
Class . Hexapoda
Ordo . Diptera
Famili . Culcidae
Genus : Anopheles
Spesies : Anopheles sp.

Morfologi nyamuk Anopheles sp.

Nyamuk Anopheles sp. memiliki probocis yang lebih panjang dari jenis
nyamuk lainnya sehingga lebih mudah membedakanya. Selain itu, pada
sayapnya terdapat sisik yang berwarna hitam dan putih. Nyamuk
Anopheles sp. baik jantan maupun betina juga memiliki posisi istirahat
yang sangat khas dengan abdomen berada di udara, tidak seperti
nyamuk lainnya yang sejajar dengan permukaan (Arsin, 2012). Pada
nyamuk dewasa, bagian tubuh nyamuk ini dibagi menjadi 3 bagian
yaitu kepala, thorax, dan abdomen. Pada bagian kepala terdapat
sepasang mata, antena yang berfungsi sebagai pendeteksi bau, probocis
yang digunakan sebagai alat hisap, dan palpus yang terletak pada sisi
kanan dan Kiri probocis yang berfungsi sebagai sensori. Thorax pada
nyamuk Anopheles sp.memilki bentuk seperti lokomotif. Pada bagian
thorax melekat tiga pasang kaki, dua pasang sayap, serta antara thorax
dan abdomen terdapat alat untuk mengatur keseimbangan saat terbang
yang disebut halte. Sedangkan bagian abdomen nyamuk Anopheles sp.
merupakan ogan yang berfungsi sebagai organ pencernaan dan tempat

untuk pembuatan telur nyamuk (Setyaningrum, 2020).
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2.5.3 Siklus hidup nyamuk Anopheles sp.

Menurut Setyaningrum (2020), siklus hidup nyamuk Anopheles sp.

terdiri dari empat stadium, yaitu:

a. Stadium Telur
umumnya sekali nyamuk Anopheles sp. betina bertelur dapat
menghasilkan 50-200 butir. Telur nyamuk Anopheles sp. memiliki
bentuk bundar lonjong dengan runcing dikedua ujung sisinya
(Gambar 1). Telur ini akan menetas sekitar 2-3 hari pada kondisi
kering sedangkan ketika musim dingin telur akan semakin lama

menetas yaitu sekitar 2-3 minggu.
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Gambar 1. Telur Anopheles sp. (CDC, 2020)

b. Stadium Larva
larva nyamuk Anopheles sp. memiliki mulut yang berbentuk seperti
sikat yang berfungsi sebagai alat makan, dan memiliki torak yang
berukuran besar dengan perut yang tersusun atas segmen-segmen.
Larva ini tidak memiliki kaki dan siphon pernapasan oleh karena
itu pada saat istirahat memiliki posisi tubuh yang sejajar dengan
permukaan air. Larva Anopheles sp. memakan mikroorganisme
seperti ganggang, bakteri, dan lain-lain yang berada dipermukaan
air. Menurut Le et al., 2012 dalam penelitiannya menyatakan larva
nyamuk Anopheles sp. sebelum menjadi pupa melewati empat

tahapan pertumbuhan (instar) yaitu:
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Instar |

Memiliki ciri-ciri yaitu ukuran sangat kecil dengan panjang hanya
1-2 mm, berwarna transparan, dan duri/spinae terletak pada torak

yang belum begitu jelas. Larva instar | berkembang dalam jangka

waktu kurang lebih 1 hari.

Instar 11

Mulai Berkembang pada hari ke-2 dalam jangka waktu 1-2 hari
dan memiliki ukuran tubuh berkisar 2.5-3.9 mm, duri pada dada
belum jelas, larva instar 11 akan mengambil oksigen dari udara
melalui spirakel yang terletak pada setiap segmen abdomen

dengan badan larva sejajar dengan permukain air.

Instar 111

Memiliki ukuran tubuh yang lebih besar sedikit dari larva instar II
dengan duri duri mulai banyak serta pergerakan lebih aktif
(Gambar 2). Larva pada instar I11 akan berkembang pada hari ke-

4 dengan jangka waktu pertumbuhan yaitu 2 hari.

Instar IV

Larva instar 1V akan berkembang pada hari ke-5 dalam jangka
waktu 2-3 hari. Pada fase ini struktur anatomi larva sudah jelas,
tubuh dapat dibagi jelas menjadi tiga bagian yaitu kepala (caput),
dada (thorax), dan perut (abdomen). Memiliki ukuran berkisar 5
mm, tubuh langsing, dan bergerak sangat lincah. Pada fase ini

belum bisa dibedakan antara jantan maupun betina.

Gambar 2. Larva Anopheles sp. intar 11 (CDC, 2020)
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c. Stadium Pupa
Pupa merupakan stadium akhir sebelum berkembang menjadi
nyamuk dewasa dan selama menjadi pupa tidak lagi dibutuhkan
makanan. Pada stadium ini mulai dibentuk organ-organ tubuh
nyamuk seperti alat kelamin, kaki, dan sayap (Gambar 3). Waktu
yang diperlukan pupa untuk menjadi nyamuk dewasa sekitar 2-4 hari
dan biasanya stadium pupa pada nyamuk jantan lebih cepat sekitar 1-

2 jam dari pada nyamuk betina.

Gambar 3. Stadium Pupa Anopheles sp. (CDC, 2020)

d. Stadium Dewasa
Nyamuk Anopheles sp. dewasa memiliki tubuh yang rapuh dan
berukuran sekitar 4-13 mm. Tubuh nyamuk dewasa terdiri dari tiga
bagian yaitu kepala, torak, dan abdomen (Gambar 4). Pada bagian
kepala bagian mulut yang memanjang membentuk probocis. Pada
nyamuk Anopheles sp. betina probocis sangat berkembang dengan
baik sehingga memudahkannya dalam melukai hospes dan
menghisap darah. Nyamuk Anopheles sp. betina berperan sebagai
vektor penyakit malaria. Nyamuk betina umumnya jika dialam
dapat bertahan hidup hingga 1-2 minggu. Sedangkan pada nyamuk
Anopheles sp. jantan organ probocis hanya digunakan untuk
menghisap cairan yang berasal dari tumbuh-tumbuhan, buah-buahan,
dan keringat. Pada bagian kepala juga terdapat sepasang antena
yang berfungsi untuk mendeteksi bau host dari tempat nyamuk

meletakan telurnya (Arsin, 2012).
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Gambar 4. Nyamuk Anopheles sp. dewasa (iryani, 2011)

2.5.4 Aktivitas menggigit nyamuk Anopheles sp.

Aktivitas menggigit dari nyamuk Anopheles sp. yaitu jam 17:00-
18:00, sebelum jam 24:00 (20:00-23:00), dan setelah jam 24:00
(00:00-04:00). Perilaku vektor malaria ini sangat penting untuk
diketahui dalam mengambil keputusan untuk menentukan tindakan
yang harus dilakukan agar tercapainya pengendalian vektor yang lebih
efektif (Setyaningrum, 2020).

2.5.5 Tempat perindukan nyamuk Anopheles sp.

Berdasarkan tempat perindukan, nyamuk Anopheles sp. dibagi
menjadi tiga tipe yaitu berkembang biak didaerah persawahan (An.
annullaris, An. barbirostris, An. kochi, dll), daerah perbukitan/hutan
(An. balabacensis, An. bancrofti, An. punculatus, dll) dan pantai/aliran
sungai (An. flavirostris, An. koliensis, An. sundaicus, dan An.
subpictus). Daerah yang biasanya dijadikan tempat perindukan
nyamuk Anopheles sp. yaitu pada genangan-genangan air. Daerah
perindukan nyamuk Anopheles sp. memiliki suhu tertinggi 33,5°C,
salinitas sebesar 0 %o, pH berkisar 6-7, sedangkan warna air di rawa
tertinggi mencapai 39,27 mgPtCo, dan nilai DO berkisar 5,3-6,4
mg/L. Umumnya, nyamuk Anopheles sp. betina akan meletakkan
telurnya pada genangan air yang bersih dan tidak terpapar polusi
namun lokasi untuk berkembang biaknya tidak sama. Tempat

perindukan nyamuk Anopheles sp. biasanya di daerah air tawar atau
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air payau seperti tambak, muara sungai, rawa, dan lubang bekas
galian. Selain itu tempat perindukan lainnya adalah parit, genangan
air hujan, irigasi, air tepi sungai, dan kubangan. Salah satu tempat
yang digemari oleh nyamuk Anopheles sp. untuk beristirahat yaitu
daerah perbukitan. Selain itu, nyamuk Anopheles sp. juga menyukai
tempat beristirahat di semak-semak dan tanaman perkebunan seperti
perkebunan kopi, perkebunanan kelapa, tanaman salak, ilalang, dan di

pohon perdu (Setyaningrum et al., 2008).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2020 sampai dengan bulan
Maret 2021 di Laboratorium Mikrobiologi dan Zoologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Penelitian ini merupakan bagian dari proyek penelitian yang diketuai oleh Dr.
Endah Setyaningrum, M.Biomed. dengan judul “Uji Fraksi Metabolit

Streptomyces Sebagai Antimalaria Secara In-Vivo”.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat
Alat — alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain:
a. Pembuatan media subkultur
Alat yang digunakan untuk membuat media subkultur adalah beaker
glass, erlenmeyer, hot plate, neraca analitik, sendok, gelas ukur,

autoklaf, dan lemari pendingin.

b. Subkultur bakteri
Alat yang digunakan untuk subkultur bakteri adalah cawan petri, ose

bulat, bunsen, inkubator, dan laminar air flow.

c. Fermentasi bakteri
Proses fermentasi bakteri menggunakan alat yaitu erlenmeyer 50 ml,

500 ml, bunsen dan shaker incubator.
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d. Produksi metabolit sekunder
Alat yang digunakan untuk proses produksi yaitu cawan penguap,
rotary evaporator, hot plate, corong, bunsen, dan erlenmeyer 1.000

ml.

e. Penyediaan larva
Alat yang digunakan dalam pengambilan larva adalah botol sampel,
jerigen, alat menciduk larva, termometer, higrometer, refraktometer,

dan kertas pH.

f. Uji larvasida
Alat yang digunakan pada saat uji larvasida adalah cup plastik, pipet

tetes, gelas ukur, dan mikroskop digital OEM.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan diantaranya sebagai berikut:

a. Pembuatan media
Bahan yang digunakan yaitu media International Streptomyces
Project 4 (strarch soluble, K2ZHPO4, MgSO4, NaCl, Amonium
sulfat, CaCO3, Agar), Tryptic Soy Agar (TSA) Tryptone Water
(TW), dan akuades.

b. Subkultur bakteri
Bahan yang digunakan untuk mengsubkulturkan bakteri yaitu isolat
Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia marcescens strain MBC1,
media ISP4, media TSA, tisu, alkohol 70%, spritus, dan cling wrap.

c. Fermentasi bakteri
Bahan yang digunakan dalam proses fermentasi yaitu isolat
Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia marcescens strain MBC1,
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media ISP4 cair, media TW, akuades, tisu, alkohol 70%, spritus,

dan cling wrap.

d. Produksi metabolit sekunder
Bahan yang digunakan adalah hasil fermentasi isolat Streptomyces
sp. strain AB8 dan Serratia marcescens strain MBC1, media ISP4
cair, media TW, akuades, tisu, alkohol 70%, spritus, dan cling wrap,

kertas saring whtaman no.40, etil asetat, dan methanol.

e. Penyedian larva
Bahan yang digunakan adalah air yang berasal dari tempat

perindukan larva Anopheles sp. diperoleh.

f. Uji larvasida
Bahan yang digunakan pada uji larvasida yaitu larva Anopheles sp.
instar 111, ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain AB8
dan Serratia marcescens strain MBCL1, dan air yang berasal dari

tempat perindukan.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Faktorial Blok (2x6)
yang terdiri dari dua faktor yaitu jenis bakteri dan konsentrasi. Pada
penelitian ini menggunakan 4 konsentrasi yaitu 125 ppm, 250 ppm, 500
ppm, dan 1.000 ppm ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain
AB8 dan Serratia marcescens strain MBC1 dengan perlakuan kontrol positif
menggunakan 1 % Temefos (Abate) serta kontrol negatif menggunakan air
yang diperoleh dari tempat perindukan Setiap perlakuan diulang sebanyak 4
kali ulangan (Tabel 1) dan membutuhkan 20 ekor larva Anopheles sp. instar
Il sehingga total hewan uji yang diperlukan sebanyak 640 ekor dengan 32

unit percobaan.



Tabel 1. Konsentrasi Ekstrak Metabolit Sekunder Streptomyces sp. strain
AB3 dan Serratia marcescens strain MBC1

20

Perlakuan /| Kl K Streptomyces sp. strain Seratia marcescens strain
+| - AB3 MBCL1 (ppm)
(ppm)
125 | 250 |500 | 1000 |125 |[250 |500 | 1000

Ulangan

1

2

3

4

Keterangan : Kontrol (+) = 1 % Temefos (Abate)

Kontrol (-) = air tempat perindukan

3.4 Prosedur Kerja

3.4.1 Sub-kultur isolat Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia

marcescens strain MBC1

3.4.2 Fermentasi isolat Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia

Isolat Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia marcescens strain

MBC1 merupakan koleksi dari Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan

Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,

Universitas Lampung. Isolat Streptomyces sp. strain AB8 dikultur

pada media International Streptomyces Project (ISP) 4. Sedangkan

isolat S. marcescens strain MBC1 di kultur pada media Tryptone Soya

Agar (TSA).

marcescens strain MBC1

Media yang digunakan untuk proses fermentasi isolat Streptomyces

sp. strain AB8 yaitu ISP 4 cair. Proses fermentasi ini diawali dengan

membuat starter di 100 ml media ISP 4 yang terdiri dari komposisi

strarch soluble 1 g, K;HPO,40.1 g, MgS0O,4 0.1 g, NaCl 0.1 g,

Amonium sulfat 0.2 g, dan CaCO3 0.2 g. Kemudian disterilisasikan
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dengan autoclave selama 15 menit. lalu 1 ose isolat Streptomyces sp.
strain AB8 diinokulasikan. Starter isolat Streptomyces sp. strain AB8
ini kemudian di inkubasi selama 7 hari dengan suhu 32 °C di
incubator shaker. Starter yang telah jadi kemudian dituangkan di 900
ml media ISP 4 cair lalu di inkubasi kembali selama 7 hari dengan
suhu 32 °C di incubator shaker untuk produksi metaboli sekundernya
(Fitri et al., 2019).

Sedangkan untuk fermentasi isolat S. marcescens strain MBC1
menggunakan media Triptone Water (TW). Proses ini diawali dengan
melarutkan 1.5 g media TW di 100 ml aquades kemudian
disterilisasikan selama 15 menit menggunakan autoclave. Lalu 1 ose
isolat S. marcescens strain MBCL1 diinokulasi dan diinkubasi selama 7
hari untuk kemudia dijadikan sebagai starter. Starter yang telah jadi
dituangkan ke 900 ml media TW untuk proses produksi metabolit

sekunder.

3.4.3 Produksi metabolit sekunder isolat Streptomyces sp. strain
AB8 dan Serratia marcescens strain MBC1

Sebanyak 1 liter dari hasil masing-masing proses fermentasi isolat
Streptomyces sp. strain AB8 dan S. marcescens strain MBC1 di saring
menggunakan kertas saring whatman nomor 40 untuk memisahkan
natan dan supernatan. Supernatan dari kedua isolat ini kemudian
ditambahkan pelarut (etil asetat) dan praksi (metanol) sebanyak 1 : 1
dari jumlah supernatan lalu di shaker selama 30 menit. Supernatan
yang telah ditambahkan etil asetat dan metanol dipisahkan
menggunakan evaporator hingga menghasilkan pasta. Hasil ektraksi
metabolit sekunder kemudian disimpan di lemari pendingin (Nugraha
et al., 2020).
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3.4.4 Penyediaan larva uji

Larva Anopheles sp. didapatkan dari tempat perindukan nyamuk
Anopheles sp. di Desa Sukajaya Lempasing, Kecamatan Teluk
Pandan, Kabupaten Pesawaran, Lampung. Pengambilan sample
dilakukan dengan menggunakan metode simple random sampling,
dimana sample diambil secara acak. Sample larva yang didapatkan
kemudian diamati menggunakan mikroskop digital OEM untuk
memastikan bahwa sample yang diperoleh merupakan larva
Anopheles sp. instar I11. Selain itu, tempat perinduakn larva uji ini
akan dilakukan pemeriksaan pH, kadar salinitas, kelembapan dan
temperatur air untuk memperkuat homogenitas. Setyaningrum et al.
(2008), menyatakan bahwa daerah perindukan nyamuk Anopheles sp.
berada di daerah air tawar atau air payau seperti tambak, muara
sungai, rawa, dan lubang bekas galian dengan suhu tertinggi 33,5 °C,
salinitas sebesar 3,47 %o, pH berkisar 6-7, sedangkan warna air di
rawa tertinggi mencapai 39.27 mgPtCo, dan nilai DO berkisar 5.3-6.4
mg/L.

3.4.6 Uji larvasida Anopheles sp.

Langkah awal dalam uji larvasida yaitu pengambilan sampel sebanyak
20 ekor larva Anopheles sp. instar 111 dimasukan ke dalam cup yang
berisi 20 ml metabolit sekunder isolat Streptomyces sp. strain AB8
dan Serratia marcescens strain MBCL. dengan konsentrasi yang
berbeda. Menurut hasil penelitian Rajesh et al., 2015 pada
konsentrasi 250 ppm telah menunjukan kematian larva sebanyak 50
%. Oleh sebab itu, peneliti menggunakan konsentrasi 125 ppm, 250
ppm, 500 ppm, dan 1.000 ppm. Perlakuan kontrol positif
menggunakan 1 % Temefos (Abate) dan kontrol negatif dengan air
yang diperoleh dari tempat perindukan. Lalu dilakukan pengamatan

terhadap jumlah kematian dengan rentang waktu 3 jam, 6 jam, 12 jam,
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24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Selama perlakuan berlangsung, kondisi
lingkungan dikontrol agar tetap stabil dengan mengecek pH air, suhu,
dan kelembapan. Larva yang mati akibat perlakuan kemudian diamati

dibawah mikroskop digital OEM dengan perbesaran 1-1200X.

3.5 Analisis Data

Data jumlah kematian larva Anopheles sp. disajikan dalam bentuk angka dan
dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui
pengaruh ekstrak Streptomyces sp. strain AB8 dan Serratia marcescens strain
MBC1 dengan konsentrasi yang digunakan terhadap kematian larva
Anopheles sp. instar 111. Apabila terdapat perbedaan akan diuji lanjut dengan
uji BNT, a=5 % (0,05). Kemudian dianalisis probit untuk mengetahui
Lethal Concentration dari kedua isolat yang dinyatakan dengan nilai LCsy dan
LCqo menggunakan aplikasi SPSS versi 26. Sebelum dilakukan analisis
probit, data terlebih dahulu dikoreksi dengan pendekatan Abbot yaitu jumlah
kematian larva dapat dianalisis lebih lanjut apabila kematian pada kontrol <5
%. Jika kematian kontrol antara 5-20 %, maka dilakukan koreksi data dengan
menggunakan rumus Abbot, yaitu:

A= 2% 100 %
100—-C

Keterangan :

A; = kematian setelah dikoreksi

A = kematian pada perlakuan

C = kematian pada kontrol negatif



3.6 Diagram Alir
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Pembuatan media subkultur

Subkultur Streptomyces sp.
strain AB8 pada media ISP4
padat

Fermentasi Streptomyces sp.
strain AB8

Produksi Metabolit Sekunder
Streptomyces sp. strain AB8

Subkultur Serratia marcescens
strain MBC1 pada media
Triptic Soy Agar (TSA)

Fermentasi starter Serratia
marcescens strain MBC1

Produksi Metabolit Sekunder
Serratia marcescens strain
MBC1

Proses ekstraksi dengan pelarut etil asetat : methanol (1:1)

Evaporasi

Penyediaan larva Anopheles sp.

Uji Larvasida

Gambar 5. Diagram alir penelitian



5.1

5.2

V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah:

1.

Ekstrak metabolit sekunder S. marcescens strain MBC1 pada konsentrasi
250 dan 500 ppm dan Streptomyces sp. strain AB8 pada konsentrasi 1.000
ppm memiliki pengaruh yang sama, sehingga lebih baik digunakan

Ekstrak S. marcescens strain MBC1 dengan konsentrasi 250 ppm.

Daya toksik ekstrak metabolit sekunder S. marcescens strain MBC1 baik
pada nilai LCsq (1,304 ppm) dan LCq (138,147 ppm) lebih tinggi
dibandingkan Streptomyces sp. strain AB8 yang memiliki nilai LCsg
(327,806 ppm) dan LCg (654,328 ppm), sehingga ekstrak S. marcescens
strain MBC1 lebih efektif dijadikan larvasida Anopheles sp. instar IlI.

Saran

1.

Perlu dilakukan perhitungan Letal Date (LD) pada uji larvasida untuk
mengetahui waktu optimum dari kedua jenis ekstrak terhadap kematian

larva Anopheles sp..

Perlu penelitian uji lanjut dengan menurunkan konsentrasi yang
digunakan pada ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain AB8

dan S. marcescens strain MBC1.
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