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ABSTRAK

AKTIVITAS LARVASIDA EKSTRAK METABOLIT SEKUNDER
Streptomyces sp. STRAIN INACC A497 DAN Serratia marcescens STRAIN
MBC1 TERHADAP MORTALITAS LARVA INSTAR 111 Aedes aegypti

Oleh

MUTIA DINDA LESTARI

Demam berdarah dengue (DBD) merupakan suatu penyakit yang setiap tahun
masih menjadi masalah di Indonesia termasuk Lampung. Salah satu upaya
pencegahan penularan penyakit ini adalah mengendalikan vektor utama, yaitu
Aedes aegypti melalui penggunaan larvasida. Bakteri merupakan kandidat yang
berpotensi menghasilkan metabolit sekunder sebagai larvasida. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh dan efektivitas dari metabolit sekunder
Streptomyces sp. strain InaCC A479 dan Serratia marcescens strain MBC1
terhadap larva instar Il1 Ae. aegypti. Rancangan penelitian yang digunakan
adalah Rancangan Faktorial (2x6) dengan dua faktor, yaitu 2 jenis ekstrak
metabolit sekunder dan 6 perlakuan. Larva instar 11l Ae. aegypti diberi
perlakuan  ekstrak  metabolit  sekunder bakteri dengan  konsentrasi
125, 250, 500, dan 1.000 ppm serta empat kali pengulangan.
Kontrol positif dengan Abate® dan kontrol negatif dengan air sumur.
Pengamatan dilakukan pada 3, 6, 12, 24, 48, dan 72 jam setelah perlakuan.
Rata-rata kematian larva terbesar pada ekstrak Streptomyces sp. strain InaCC
A497 yaitu 12,80+4,35 ekor pada konsentrasi 500 ppm. Sedangkan pada ekstrak
S. marcescens strain MBC1 pada konsentrasi 500 dan 1.000 ppm vyaitu 0,25+0,5
ekor. Nilai LCsg dan LCgy ekstrak Streptomyces sp. strain InaCC A497 vyaitu
933,46 dan 3.082,44 ppm. Sedangkan ekstrak S. marcescens strain MBC1 vyaitu
66.426,02 dan 749.001,41 ppm. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak
sp. strain InaCC A497 memiliki pengaruh terhadap mortalitas larva sedangkan
ekstrak S. marcescens mempengaruhi lamanya siklus hidup dan mati sebelum
mencapai dewasa. Ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC
A497 lebih efektif sebagai larvasida larva instar Il Ae. aegypti daripada S.
marcescens strain MBC1.

Kata kunci: larvasida, Streptomyces, S. marcescens, mortalitas, Ae. aegypti
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Demam berdarah dengue (DBD) disebabkan oleh virus melalui gigitan
nyamuk yang umumnya berada di daerah tropis dan subtropis (Baak-Baak et
al., 2019). Tersebarnya penyakit ini disebabkan oleh beberapa faktor, yaitu
meningkatnya kepadatan penduduk, perubahan iklim, dan urbanisasi (WHO,
2018). Menurut Kementrian Kesehatan Republik Indonesia (2012), jumlah
penderita DBD di Indonesia pada tahun 2017 sebanyak 68.407 orang dengan
jumlah kematian 493 orang. Berdasarkan data Dinas Kesehatan Provinsi
Lampung (2019), jumlah penderita DBD di seluruh kabupaten/kota di
Lampung sebanyak 1.061 orang hingga 29 Januari 2019.

Upaya penurunan jumlah penderita DBD dapat dilakukan dengan
mengendalikan vektor penyebab penyakit. Vektor utama dari penyakit ini
adalah Aedes aegypti (Mulyatno et al., 2012). Nyamuk ini dapat dikendalikan
dengan pemutusan rantai siklus hidup atau pengurangan populasi. Cara yang
sering dilakukan adalah dengan penyemprotan pada nyamuk dewasa atau
penggunaan larvasida pada stadium larva (Kemenkes R1, 2012). Larvasida
sintetik Abate® dengan bahan aktif temefos 1 % biasa digunakan masyarakat
umum sesuai dengan anjuran Kemenkes (Yulidar & Hadifah, 2014).
Penggunaan larvasida sintetik berakibat pada serangga non-target, memicu

resistensi, dan mengganggu kesehatan pada manusia (Hidayati, 2014).

Penelitian yang menggunakan larvasida bahan alami sudah banyak dilakukan,

seperti ekstrak daun jeruk nipis (Citrus arantifolia) (Muniandy et al., 2020)



dan kulit buah limau kuit (Citrus amblycarpa) (Ishak, 2019) dilaporkan
menunjukkan aktivitas larvasida pada Ae. aegypti. Buah aren (Arenga pinata)
memiliki pengaruh yang signifikan pada tingkat kematian larva Ae. aegypti
(Adelvia et al., 2020). Namun, pemanfaatan tanaman ini membutuhkan masa
produksi yang relatif lama. Oleh karena itu, dicari alternatif lain yang lebih
cepat produksinya yaitu metabolit sekunder bakteri yang berpotensi sebagai

larvasida Ae. aegypti.

Peneliti sebelumnya melaporkan bahwa bakteri Streptomyces menunjukkan
kemampuan mematikan terhadap berbagai larva nyamuk baik Anopheles,
Culex, dan Aedes. Penelitian Shanmugasundaram & Balagurunathan (2015)
mensistesis AgNP dari Streptomyces sp. yang menunjukkan aktivitas larvasida
terhadap An. subpictus, Cx. quinquefasciatus, dan Ae. aegypti. Ekstrak kasar
dari Streptomyces sp. (Naine & Devi, 2014) dan Streptomyces sp. yang
diisolai dari lingkungan sekitar mangrove (Balarikhsan, 2017) memiliki

potensi sebagai larvasida An. Stephensi dan Ae. aegypti.

Bakteri pigmentik Serratia marcescens juga diteliti memiliki toksisitas
terhadap larva nyamuk. Prodigiosin dari S. marcescens berpotensi sebagai
larvasida dan pupasida nyamuk (Suryawashi et al., 2015). Protease dan
kitinase yang disekresi dari S. marcescens memiliki sifat patogen terhadap An.
dirus (Jupatanakul et al., 2020). Menurut Patil et al., (2011), S. marcescens

menunjukkan aktivitas larvasida pada An. stephensi dan Ae. aegypti.

Koleksi Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan IImu Pengetahuan Alam (FMIPA), Universitas Lampung (Unila) yaitu S.
marcescens strain MBC1 dan Streptomyces sp. strain InaCC A497 dikoleksi
dari Laboratorium Mikrobiologi, Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia (LIPI)
belum diketahui potensinya untuk larvasida. Untuk itu perlu dilakukan
penelitian menggunakan hasil ekstrak metabolit sekunder dari Streptomyces
sp. strain InaCC A497 dan S. marcescens strain MBC1, guna mengetahui

potensinya sebagai larvasida Ae. aegypti.



1.2 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Mengetahui pengaruh ekstrak metabolit Streptomyces sp. strain InaCC
A497 dan S. marcescens strain MBC1 terhadap mortalitas larva instar 11l

Ae. aegypti.

2. Mengetahui efektivitas ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain
InaCC A497 dan S. marcescens strain MBC1 terhadap mortalitas larva

instar 111 Ae. aegypti.
1.3 Kerangka Pikir

Banyak cara yang dilakukan untuk mencegah penularan penyakit demam
berdarah dengue (DBD). Salah satunya adalah pengendalian vektor utama
dari penyakit ini, yaitu Aedes aegypti. Upaya pengendalian vektor ini dapat
dilakukan dengan memutus rantai siklus hidup, misalnya pada stadium larva.
Abate® dengan 1 % temefos sebagai larvasida yang biasa digunakan oleh

masyarakat untuk menurunkan kepadatan populasi Ae. aegypti.

Larvasida sintetik yang digunakan secara terus-menerus akan menyebabkan
terjadinya resistensi pada larva nyamuk dan menghasilkan residu bahan kimia
yang berdampak buruk terhadap lingkungan. Larvasida alami atau
biolarvasida merupakan cara lain untuk mengurangi populasi Ae. aegypti.
Metabolit sekunder dari mikroorganisme memiliki kandungan yang dapat

digunakan sebagai larvasida Ae. aegypti.

Streptomyces sp. strain InaCC A497 mengandung alkaloid, flavonoid, dan
triterpenoid dan Serratia marcescens strain MBC1 mengandung alkaloid dan
saponin. Senyawa-senyawa ini bersifat toksik bagi serangga. Alkaloid dan
triterpenoid dapat menurunkan atau mengganggu proses sistem pencernaan
larva. Flavonoid masuk ke dalam tubuh larva melalui sistem pernapasan dan
akan menimbulkan gangguan pada syaraf serta kerusakan pada sistem

pernapasan sehingga larva tidak bisa bernapas dan akhirnya mati. Selain itu,
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senyawa saponin dapat menghambat dan mematikan larva dengan cara

merusak membran sel.

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Faktorial (2x6) yang
terdiri dari dua faktor, yaitu 2 jenis ekstrak metabolit sekunder bakteri dan 6
perlakuan. Larva instar Il Ae. aegypti diberi perlakuan dan konsentrasi
ekstrak metabolit sekunder bakteri 125, 250, 500, dan 1.000 ppm dengan
empat kali pengulangan. Kontrol positif dengan 1 % temefos dan kontrol
negatif dengan air sumur. Pengamatan dilakukan hingga 3, 6, 12, 24, 48, dan
72 jam. Analisis data yang digunakan adalah Analisis Ragam (ANARA)
untuk mengetahui pengaruh dari ekstrak metabolit sekunder kedua bakteri
serta digunakan analisis probit untuk mengetahui nilai LCso dan LCg ekstrak

larvasida tersebut.

Diharapkan metabolit sekunder kedua mikroorganisme ini mampu mematikan
larva instar 111 Ae. aegypti dalam waktu 72 jam. Ekstrak metabolit sekunder
Streptomyces sp. strain InaCC A497 diduga lebih efektif sebagai larvasida
daripada ekstrak metabolit sekunder S. marcescens strain MBC1. Karena
ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 mengandung
senyawa yang berpotensi sebagai larvasida lebih bervariasi dibandingkan
daripada S. marcescens.

Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 dan S.
marcescens strain MBC1 memiliki pengaruh terhadap mortalitas Ae.

aegypti.

2. Metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 lebih efektif
sebagai larvasida Ae. aegypti dibandingkan metabolit sekunder S.

marcescens strain MBC1.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Streptomyces sp.

2.1.1 Klasifikasi

2.1.2

Klasifikasi Streptomyces sp. menurut Kampfer (2006) sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria

Phylum  : Actinobacteria

Classis : Actinomycetes

Ordo : Actinomycetales

Familia  : Streptomycetaceae

Genus . Streptomyces sp.

Spesies  : Streptomyces sp.
Morfologi

Bakteri Streptomyces sp. terlihat mirip jamur secara mikroskopik
karena memiliki hifa dan konidia, meskipun ukuran hifanya kecil dan
sebagian bercabang, menghasilkan konidia yang membentuk rantai dan
berkelompok yang berada pada ujung hifa aerial (Raharini et al.,
2014). Kawuri (2016), menyatakan Streptomyces sp. memiliki hifa

yang ramping, senositik, dan berdiameter 0,5-2,0 um.

Menurut Pelczar et al. (2003), isolat Streptomyces sp. memiliki koloni
berbentuk bulat, tidak teratur dengan warna yang bervariasi. Adanya
pola seperti bintang atau pola guratan pada koloni Streptomyces sp. dan

berwarna putih pada media Starch Nitrate Agar (Gambar 1).



Gambar 1. Morfologi koloni Streptomyces sp. (Ali, 2017)

2.1.3 Metabolit Sekunder

Pada fase stasioner, Streptomyces sp. akan menghasilkan produk

metabolit sekunder. Secara struktur kimiawi, metabolit sekunder

memiliki berbagai jenis. Beberapa produk metabolit sekunder berperan

sebagai antibiotik, antikanker, antivirus, antiparasit, dan insektisida.

Metabolit sekunder yang diproduksi setelah fase eksponensial

mengalami penurunan karena adanya salah satu nutrien yang terbatas

seperti karbon, nitrogen, atau fosfat (Maheshwari et al., 2013).

2.2 Serratia marcescens

2.2.1 Klasifikasi

S. marcescens menurut Bergey et al. (2012) diklasifikasikan sebagai

berikut.
Kingdom
Phylum
Classis
Ordo
Familia
Genus

Spesies

: Bacteria

: Proteobacteria

: Gamma Proteobacteria
: Enterobacteriales

: Enterobactericeae

: Serratia

: S. marcescens



2.2.2 Morfologi

Menurut Manzila et al. (2016), S. marcescens merupakan bakteri Gram
negatif. Hasil pengecatan Gram menunjukan sel bakteri berbentuk
batang dan berwarna merah. Markey et al. (2013), koloni bakteri S.
marcescens berbentuk cembung dan berwarna merah karena adanya

produksi pigmen prodigiosin.
2.2.3 Metabolit Sekunder

Bakteri S. marcescens memproduksi metabolit sekunder yaitu
prodigiosin yang memiliki banyak fungsi sebagai larvasida, antifungi,
antibakteri, antiprotozoal, aktivitas antimalaria, dan antikanker. Selain
itu, S. marcescens juga dapat menghasilkan enzim Kitinase yang efektif
untuk mendegradasi kitin. Oleh karena itu, S. marcescens memiliki
potensi sebagai bioinsektisida yang dapat mengendalikan serangga
karena komposisi pada tubuh serangga yang mengandung Kitin (Samrot
etal., 2011).

2.3 Aedes aegypti

2.3.1 Klasifikasi

Ae. aegypti diklasifikasikan menurut Womack (1993) sebagai berikut.

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropoda
Classis . Insekta
Ordo : Diptera
Familia : Culicidae
Genus : Aedes
Spesies . Ae. aegypti

2.3.2 Morfologi

1. Telur
Ae. aegypti betina meletakkan sekitar 80-100 butir telur setiap
kali bertelur. Telurnya berbentuk lonjong, berukuran kecil



dengan panjang sekitar 6,6 mm dan berat 0,0113 mg, mempunyai
torpedo, dan ujung telurnya meruncing (Gama et al., 2013). Telur
Ae. aegypti berwarna putih dan berubah menjadi hitam dalam
waktu 30 menit (Gambar 2).

6 mm

Gambar 2. Telur Ae. aegypti (Centers for Disease Control, 2012)

. Larva

Menurut Gama et al. (2013), telur nyamuk Ae. aegypti yang
menetas akan berkembang menjadi larva. Larva akan tumbuh
menjadi larva instar I, I1, 11I, dan 1V secara beturut-turut. Larva
instar I memiliki tubuh yang sangat kecil dengan panjang 1-2 mm,
transparan, duri-duri pada dada belum begitu jelas dan sifon
belum menghitam. Larva instar Il, tubuhnya lebih besar dengan
Panjang 2,5-3,9 mm, duri pada dada belum begitu jelas, dan sifon
telah menghitam. Larva instar 111, duri-duri sudah mulai jelas dan
corong pernapasan berwarna coklat kehitaman dengan panjang
4-5 mm (Gambar 3). Larva instar IV dengan panjang 5-7 mm,
tubuhnya telah lengkap yang terdiri dari kepala, dada, dan perut.
Pada bagian kepala terdapat antena dan mata sedangkan pada
bagian perut terdapat rambut-rambut lateral, pada segmen

kedelapan pada bagian perut terdapat sifon dan insang.



Gambar 3. Larva instar 11l Ae. aegypti (Catherine & Phillip,
2008)

3. Pupa
Menurut Hadi dan Koesharto (2006), pupa nyamuk berbentuk
koma. Kepala dan dada menyatu serta dilengkapi dengan
sepasang terompet penapasan. Bagian ujung tidak meluas dan
ruas abdomen kedua sampai tujuh tidak mempunyai spina

(Gambar 4).

2.0 mm

Gambar 4. Pupa Ae. aegypti (Catherine & Phillip, 2008)

2.3.3 Siklus Hidup

Menurut Sutanto et al. (2009), nyamuk Ae. aegypti mengalami
siklus hidup yaitu metamorfosis sempurna yang terdiri dari empat
stadium, yaitu telur-larva-pupa-nyamuk dewasa. Nyamuk ini akan
meletakkan telurnya di atas permukaan air satu persatu. Telur akan
menetas dalam waktu 12 hari dan menjadi larva. Terdapat empat
tingkatan (instar) pada larva Ae. aegypti yang dimulai dari larva
instar | hingga instar IV yang membutuhkan waktu sekitar 5 hari.
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Setelah mencapai instar 1V, larva akan berubah menjadi pupa.
Perkembangan pupa berlangsung selama 2 hari dan kemudian
menjadi nyamuk dewasa. Pertumbuhan dari telur menjadi nyamuk

dewasa membutuhkan waktu berkisar 9 hari (Gambar 5).

Femal mesaustoes by s raek
Pupae dowkep ik sl

condaines holdig wal

Bying mesquloes o '
2.3 days y | \\
-
7/

Puj Egpe
) .‘ LO0% 310 1A o highchy
Larvae & 0gum o e .-' f v from & few Gays 1 several
NN e og) 110 pupos 7/ .: Y mordts et bisrg .

N lille 28 5 " PACH whies LBmsed i wile!

Gambar 5. Siklus hidup Ae. aegypti (CDC, 2012)
2.4 Larvasida
2.4.1 Larvasida Alami

Larvasida alami relatif mudah dibuat dengan kemampuan dan
pengetahuan yang terbatas. Oleh karena terbuat dari bahan alami, maka
jenis larvasida ini mudah terurai karena residunya mudah hilang.
Larvasida alami memiliki sifat hit and run, yaitu apabila diaplikasikan
akan membunuh larva pada waktu itu dan setelah terbunuh larva akan

cepat menghilang di alam (Pratiwi, 2012).

Penggunaan larvasida alami memiliki beberapa keuntungan antara lain
penguraian yang cepat oleh sinar matahari, udara, kelembaban, dan
komponen alam lainnya, sehingga mengurangi risiko pencemaran tanah
dan air. Selain itu, umumnya larvasida alami memiliki toksisitas yang
rendah pada mamalia karena sifat inilah yang menyebabkan larvasida
alami memungkinkan untuk diterapkan pada kehidupan manusia
(Novizan, 2012).
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2.4.2 Mekanisme Masuknya Larvasida ke dalam Larva Serangga

Menurut Wudianto (2008), untuk dapat memberikan efek racun kepada
larva serangga, larvasida masuk ke dalam tubuh larva melalui beberapa
cara, diantaranya yaitu:

1. Racun kontak, merupakan larvasida yang masuk ke dalam tubuh
larva melalui kutikula. Larvasida ini biasanya bersentuhan langsung
pada badan larva disaat sedang beristirahat.

2. Racun perut, merupakan larvasida yang masuk ke dalam badan larva
melalui mulut, sehingga larvasida ini masuk bersama makanan yang
kemudian meracuni lambung dan mengakibatkan alat
pencernaannya terganggu.

3. Racun pernapasan, merupakan larvasida yang masuk ke dalam tubuh
larva melalui sistem pernapasan yang selanjutnya akan

ditransportasikan ke tempat racun tersebut bekerja.

2.4.3 Jenis Senyawa Larvasida Bakteri

Uji kandungan senyawa kimia ekstrak Streptomyces sp. strain InaCC
dan S. marcescens strain MBC1 yang dilakukan oleh Angelia (2021)
dan Variani (2021) didapatkan 5 golongan senyawa kimia (Tabel 1).

Tabel 1. Uji kandungan kimia ekstrak Streptomyces sp. strain InaCC
A497 dan S. marcescens strain MBC1

Jenis Senyawa Hasil
Streptomyces sp. S. marcescens
Alkaloid + +
Triterpenoid + -
Flavonoid + -
Saponin - +
Tanin - -
Keterangan: (+) . terdeteksi

) : tidak terdeteksi
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Senyawa kimia di atas memiliki potensi dan peranan sebagai larvasida

golongan berikut yaitu:

1. Alkaloid
Alkaloid merupakan senyawa organik yang paling banyak di alam.
Peran alkaloid sebagai larvasida adalah racun perut yang dapat
menghambat sistem pencernaan dan menganggu sistem saraf larva.
Alkaloid berperan sebagai racun kontak berupa garam yang masuk ke
dalam sel dengan menghancurkan membran sel saluran pencernaan
dan mengganggu sistem saraf dengan menghambat kerja enzim
(Purwaningsih et al., 2015).

2. Flavonoid
Flavonoid merupakan senyawa larvasida sebagai racun pernapasan.
Senyawa ini akan masuk ke dalam tubuh larva melalui sistem
pernapasan dan menyebabkan kelayuan saraf serta kerusakan pada
sistem pernapasan. Kemudian larva tidak bisa bernafas dan akhirnya

mati (Cania & Setyaningrum 2013).

3. Saponin
Saponin adalah senyawa yang memiliki daya larvasida dengan
mengganggu proses metabolisme larva. Senyawa saponin akan masuk
ke dalam tubuh larva dengan cara menghambat enzim protease

sehingga nutrisi yang diperoleh larva akan menurun (Purwaningsih et

al., 2015).

4. Tanin
Tanin merupakan senyawa yang dapat larut di dalam air dan dapat
menggumpalkan protein. Senyawa tanin dapat menurunkan aktivitas
enzim pencernaan dan mengganggu aktivitas protein pada larva.
Senyawa ini akan mengendapkan protein yang diperlukan untuk
pertumbuhan larva dan mengganggu proses penyerapan protein.
Tanin dapat menyebabkan iritasi pada lambung apabila dimakan oleh
larva (Yunita et al., 2009).
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5. Triterpenoid
Peran triterpenoid dalam mematikan larva dengan bekerja sebagai
antifeedant. Mekanisme antifeedant yaitu menghambat aktivitas
makan larva dengan mengurangi nafsu makan. Pengaruh senyawa ini
dapat terjadi secara tidak langsung dan mematikan larva dalam waktu
singkat (Dono & Sujana, 2008).

2.5 Pengendalian Vektor

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk menurunkan faktor risiko

penularan penyakit DBD yaitu dengan pengendalian vektor nyamuk Ae.

aegypti. Menurut Kementrian Kesehatan Republik Indonesia (2011), metode

pengendalian vektor dapat dilakukan dengan cara berikut.

1. Pengendalian Vektor Secara Biologi
Pengendalian vektor secara biologi merupakan suatu upaya pemanfaatan
agen biologi untuk mengendalikan vektor DBD. Beberapa agen biologi
yang dapat mengendalikan populasi larva vektor DBD diantaranya yaitu
kelompok bakteri dan predator. Terdapat dua spesies bakteri yang mampu
membunuh larva yaitu B. thuringiensis serotype H-14 (Bt. H-14) dan B.
spaericus (BS). Predator larva di alam yang paling mudah digunakan oleh
masyarakat untuk mengendalikan larva vektor DBD adalah ikan pemakan
jentik. Beberapa ikan yang berkembang biak secara alami dan dapat
digunakan sebagai pengendalian larva yaitu ikan kepala timah dan ikan
cetul (Sukowati, 2010).

2. Pengendalian Vektor Secara Kimiawi
Pengendalian vektor secara kimiawi yang dapat dilakukan untuk
menurunkan populasi nyamuk yaitu dengan cara pengabutan. Insektisida
yang digunakan dalam proses ini berupa malathion. Pengendalian vektor
secara kimiawi juga dapat dilakukan pada stadium larva yaitu

menggunakan larvasida kimia berupa temefos (Sembel, 2009).

3. Pengendalian Vektor dengan Manajemen Lingkungan
Pengendalian vektor dengan manajemen lingkungan merupakan suatu

upaya pengelolaan lingkungan untuk mengurangi bahkan menghilangkan
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habitat perkembangbiakan nyamuk sebagai vektor, sehingga kepadatan
populasi nyamuk berkurang. Manajemen lingkungan ini akan berhasil
dengan baik apabila dilakukan oleh masyarakat, lintas sektor, para
pemegang kebijakan, dan lembaga swadaya masyarakat melalui program
kemitraan (Sukowati, 2010).

. Pengendalian Vektor dengan Pemberantasan Sarang Nyamuk
Pengendalian terhadap penularan penyakit DBD dapat dilakukan dengan
cara memutus rantai penularan melalui pemberantasan sarang nyamuk.
Pemberantasan Sarang Nyamuk/PSN-DBD dapat dilakukan melalui
kegiatan 3M plus yaitu menguras penampungan air minimal seminggu
sekali, menutup dengan rapat tempat penampungan air, dan mengubur
barang bekas di sekitar rumah, serta ditambah (plus) dengan cara lainnya,
seperti memeriksa jentik secara berkala, memasang obat nyamuk, dan

menggunakan lotion anti nyamuk (Zulkoni, 2010).

. Pengendalian Vektor Terpadu (Integrated Vector Management)
Pengendalian vektor terpadu merupakan konsep pengendalian vektor yang
diusulkan oleh WHO dengan tujuan untuk mengefektifkan berbagai
kegiatan pemberantasan vektor yang melibatkan peran serta berbagai
institusi. Kegiatan tersebut lebih difokuskan melalui kegiatan penyuluhan
terkait DBD, kegiatan di sekolah, dan lain sebagainya (Kemenkes RI,
2012).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2020 sampai Februari 2021
di Laboratorium Mikrobiologi dan Zoologi, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Penelitian
ini merupakan bagian dari proyek penelitian Setyaningrum et al. (2020), yang
didanai oleh BLU Unila tahun anggaran 2020/2021 dengan judul Uji Fraksi
Metabolit Streptomyces sebagai Antimalaria secara In Vivo.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

1. Pembuatan Media
Alat yang digunakan untuk membuat media pertumbuhan bakteri
adalah beaker glass, neraca analitik, sendok, gelas ukur, erlenmeyer

250 ml, hot plate, lemari pendingin dan autoklaf.

2. Subkultur Bakteri
Alat yang digunakan untuk subkultur bakteri adalah ose bulat, bunsen,

cawan petri, inkubator, dan laminar air flow.

3. Fermentasi dan Produksi Metabolit Sekunder Bakteri
Alat yang digunakan untuk fermentasi dan produksi metabolit
sekunder adalah erlenmeyer 50 ml, 500 ml, dan 1000 ml, shaker
incubator, corong, cawan penguap, beaker glass, rotary evaporator,

sentrifuge dan hotplate.
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4. Pemeliharaan Larva instar 11 Aedes aegypti
Alat yang digunakan untuk memelihara larva adalah nampan plastik

(20cm x 15 cm x 5 cm).

5. Uji Larvasida
Alat yang digunakan untuk uji larvasida adalah gelas plastik 300 ml,
pipet tetes, dan mikroskop digital IMSO.

6. Uji lanjut
Alat yang digunakan untuk uji lanjut adalah gelas ukur, gelas plastik,

dan pipet tetes.
3.2.2 Bahan

1. Pembuatan Media
Bahan yang digunakan untuk membuat media pertumbuhan Bahan
yang digunakan untuk subkultur adalah Tryptic Soy Agar (TSA),
Tryptone Water (TW), Extract Yeast, Starch, agar, dan akuades.

2. Subkultur Bakteri
Bahan yang digunakan untuk subkultur adalah bakteri Streptomyces sp
strain InaCC A497 dan S. marcescens strain MBC1, media Yeast
Starch Agar (YSA) dan Tryptone Soy Agar (TSA), alkohol 70%, tissue

paper, dan plastic wrap.

3. Fermentasi dan Produksi Metabolit Sekunder Bakteri
Bahan yang digunakan untuk fermentasi dan produksi metabolit
sekunder adalah bakteri Streptomyces sp strain InaCC A497 dan S.
marcescens strain MBC1, media International Streptomyces Project
(ISP) 1, media Tryptone Water (TW), akuades, etil asetat, metanol,
dan kertas saring whatman nomor 40.

4. Pemeliharaan Larva instar 11 Aedes aegypti
Bahan yang digunakan untuk memelihara larva adalah telur Ae.
aegypti yang berasal dari Balai Penelitian dan Pengembangan

Kesehatan Baturaja, air sumur, hati sapi,dan dogfood.
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5. Uji Larvasida
Bahan-bahan yang digunakan pada uji larvasida adalah larva instar 111
Ae. aegypti, ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp strain InaCC
A497 dan S. marcescens strain MBC1, dan air sumur.

6. Uji lanjut
Bahan-bahan yang digunakan pada uji lanjut adalah larva instar 111 Ae.
aegypti, ekstrak metabolit sekunder S. marcescens strain MBC1, dan

air sumur.
Rancangan Penelitian

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Faktorial
(2x6) yang terdiri dari dua faktor yaitu 2 jenis ekstrak metabolit sekunder
bakteri dan 6 perlakuan. Bakteri yang digunakan adalah Streptomyces sp.
strain InaCC A497 dan Serratia marcescens strain MBC1. Konsentrasi
ekstrak metabolit sekunder bakteri yang digunakan adalah 125, 250, 500,
1.000 ppm. Kontrol positif menggunakan Abate® dengan temefos 1 % dan
kontrol negatif menggunakan air sumur. Setiap perlakuan menggunakan 25
ekor larva instar 111 Ae. aegypti sebagai target uji dengan empat kali

pengulangan.

Prosedur Kerja

3.4.1 Pembuatan Media

Media YSA digunakan sebagai media pertumbuhan Streptomyces sp.
strain InaCC A497 dibuat dengan memasukkan 1 g Yeast extract, 5 g
Starch dan 7,5 g agar ke dalam beaker glass yang berisi 500 ml
akuades. Selain itu, digunakan media TSA sebagai media
pertumbuhan S. marcescens strain MBC1. Media ini dibuat dengan
memasukkan TSA sebanyak 7,5 g ke dalam beaker glass yang berisi
500 ml akuades. Masing-masing media dihomogenkan menggunakan
hot plate dan magnetic stirrer. Kemudian dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 500 ml dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu
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121 °C selama 15 menit.

Sub-kultur Isolat Streptomyces sp. strain InaCC A497 dan S.
marcescens strain MBC1

Isolat Streptomyces sp. strain InaCC A497 berasal dari Lembaga limu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) dan S. marcescens diisolasi dari
Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Kedua bakteri ini
disubkultur dengan menggunakan metode streak pada cawan petri.
Metode streak digunakan untuk melihat morfologi koloni dari bakteri.
Media YSA dan TSA dituang sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri.
Setelah media padat, ambil masing-masing 1 ose isolat Streptomyces
sp. strain InaCC A497 dan S. marcescens strain MBC1. Kemudian
gores isolat pada permukaan secara berliku-liku (metode streak). Tepi

cawan petri dilapisi dengan plastic wrap dan dibungkus dengan kertas.

Fermentasi Streptomyces sp. Strain InaCC A497 dan S. marcescens
strain MBC1

Streptomyces sp. Strain InaCC A497 dan S. marcescens strain MBC1
difermentasi terlebih dahulu sebelum diproduksi metabolit
sekundernya. Starter fermentasi untuk Streptomyces sp. strain InaCC
A497 menggunakan media ISP1. Media dibuat dengan ditimbang 0,5
g TW dan 0,3 g Yeast extract dan dimasukkan kedalam beaker glass
yang berisi 10 ml akuades. Starter fermentasi untuk S. marcescens
menggunakan media TW dibuat dengan ditimbang 1,5 g TW dan
dimasukkan ke dalam beaker glass yang berisi 100 ml akuades. Media
dimasukkan kedalam erlenmeyer 100 ml dan disterilisasi dengan
mengggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit. Diambil
masing-masing 1 ose isolat Streptomyces sp. strain InaCC A497 dan S.
marcescens strain MBC1. Permukaan atas erlenmeyer dilapisi dengan
plastic wrap dan dibungkus dengan kertas. Starter fermentasi kedua

bakteri diinkubasi di dalam shaker incubator selama 5-7 hari.
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Produksi Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder diproduksi dalam 1 L media. Media ISP1 dibuat
dengan ditimbang 5 g TW dan 3 g Yeast extract dan dimasukkan
kedalam beaker glass yang berisi 1 L akuades. Media TW juga dibuat
dengan ditimbang 15 g TW dan dimasukkan kedalam beaker glass yang
berisi 1 L akuades. Masing-masing media dimasukkan kedalam
erlenmeyer 1 L dan disterilisasi dengan mengggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Starter fermentasi kedua bakteri dituang
kedalam 1 L media yang telah dibuat dan diinkubasi pada shaker

incubator selama 5-7 hari.

Setelah 5-7 hari, hasil dari produksi metabolit sekunder tersebut
disaring menggunakan kertas saring whatman nomor 40 serta
dipisahkan supernatan dan natan menggunakan sentrifuge 6000 rppm
selama 5 menit. Supernatan dilarutkan dalam 500 ml etil asestat dan
500 ml metanol. Pelarut etil asetat dan metanol dipisahkan dengan
menggunakan rotary evaporator. Setelah mendapatkan ekstrak berupa
cairan lalu diuapkan dengan menggunakan beaker glass berisi air yang
di atasnya diletakkan cawan penguap dan dipanaskan menggunakan

hotplate. Hasil evaporasi disimpan di lemari pendingin.

Pemeliharaan Larva Instar 111 Ae. aegypti

Nampan plastik diisi air sumur sebanyak 1 L kemudian diberi bubuk
hati sapi yang telah dilarutkan sebanyak 1 g dalam 25 ml (4 %b/v) dan
difermentasi selama 24 jam. Kertas yang berisi telur dimasukkan ke
dalam nampan tersebut dan direndam selama 24 jam. Menurut Imam et
al. (2014), telur yang telah menetas diberi makan dogfood setiap sore
hari dengan dosis 0,22 %b/v sebagai berikut (Tabel 2).
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Tabel 2. Dosis dogfood untuk pemberian makan larva

Hari ke- Dogfood () Air (ml)

1 0,11 50
2 0,22 100
3 0,44 200

Kemudian dipelihara hingga menjadi larva instar 111 dalam 3 hari dan

diambil untuk selanjutnya dilakukan uji larvasida.

Uji Larvasida

Berdasarkan hasil dari penelitian Rajesh et al. (2015), tingkat 50%
mortalitas larva ditunjukkan pada konsentrasi 250 ppm sehingga
penelitian ini menggunakan konsentrasi metabolit sekunder yaitu 125,
250, 500, dan 1000 ppm. Kontrol positif digunakan Abate® dengan 1
% temefos dan kontrol negatif menggunakan air sumur. Pada setiap
konsentrasi dan kontrol dilakukan empat kali pengulangan sehingga
pada penelitian ini terdiri dari 40 unit percobaan. Ekstrak metabolit
sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 dan S. marcescens strain
MBC1 dimasukkan ke dalam gelas plastik sebanyak 25 ml sesuai
dengan konsentrasi. Larva instar 111 Ae. aegypti sebanyak 25 ekor
dimasukkan kedalam masing-masing gelas. Kemudian diamati selama
3,6, 12, 24, 48, dan 72 jam.

Uji Lanjut

Uji lanjut larvasida dilakukan pada perlakuan ekstrak S. marcescens
strain MBC1. Kontrol negatif menggunakan air sumur dan ekstrak
bakteri dengan konsentrasi 500 serta 1.000 ppm masing-masing
sebanyak 10 ml dan 10 ekor larva instar 111 Ae. aegypti dimasukkan ke
dalam gelas plastik. Kemudian diamati sampai semua larva di
perlakuan mengalami kematian dan dibandingkan siklus hidup di

kontrol negatif.
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3.4.7 Analisis Data

Data tidak berdistribusi normal dan tidak homogen sehingga tidak dapat
dianalisis dengan Analisis Ragam (ANARA). Data dianalisis dengan
Analisis Probit untuk menghitung Letal Concentration (LC) yang

dinyatakan dengan nilai LCsp dan LCgp.

3.5 Diagram Alir Penelitian

Diagram alir penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 6.

Pembuatan Media

Subkultur Streptomyces sp.
strain InaCC A497 pada
media Yeast Starch Agar

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

Fermentasi Streptomyces sp.
strain InaCC A497

Fermentasi starter Serratia
marcescens strain MBC1

Supernatan

Produksi Metabolit Sekunder
Streptomyces sp. strain InaCC
A497

Produksi Metabolit Sekunder
Serratia marcescens strain
MBC1

Ekstraksi dengan pelarut etil asetat : methanol (1:1)

Evaporasi

Pemeliharaan Larva Ae.aegypti

Uji Larvasida

Uji Lanjut

Gambar 6. Diagram alir penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 memiliki
pengaruh terhadap mortalitas larva instar 111 Ae. aegypti sedangkan S.
marcescens mempengaruhi lamanya siklus hidup larva dan tidak

mencapai dewasa.

2. Ekstrak metabolit sekunder Streptomyces sp. strain InaCC A497 lebih
efektif sebagai larvasida daripada S. marcescens strain MBC1.

5.2 Saran

Adapun saran dari penelitian ini yaitu dilakukan uji lanjut larvasida pada

ekstrak S. marcescens strain MBCL1 terhadap larva instar I11 Ae. aegypti
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