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ABSTRACT

MORTALITY OF Aedes aegypti LARVAE IN AIR CONDITIONER (AC)
CONDENSATE WATER BY PROVIDING VARIOUS BACTERIA
SUSPENSION (Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, AND

Pseudomonas aeruginosa)

By
SITI ZALMA

AC condensate water has the potential to become a breeding place for mosquitoes if it is
contaminated by microorganism, especially bacteria. However, several types of bacteria
found in the waters where the Aedes aegypti mosquito breeds have entomopathogenic
properties. The bacteria Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas
aeruginosa are types of bacteria that are thought to have entomopathogenic properties
when consumed by Aedes aegypti mosquito larvae. This study aims to determine the
effect of suspension of Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas
aeruginosa bacterial extracts in suppressing the population of Aedes aegypti mosquito
larvae (L3). This study used a Completely Randomized Design (CRD) with controls
using Tetrabits suspension (C), and various type of treatment, including; Enterobacter
cloacae bacterial extract suspension (T1), Klebsiella pneumoniae extract suspension (T2),
and Pseudomonas aeruginosa extract suspension (T3). Each treatment used 25 Aedes
aegypti larvae (L3) with 6 repetitions. The results showed that each of suspension of
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa bacterial
extracts was able to kill the Aedes aegypti larvae, with mortality values of 53.3%, 12.6%,
and 25.3% respectively. Results of the Kruskal-Wallis test showed that all treatments
were significantly different (sig. = 0.000), the results of the Mann-Whitney test showed
that in all treatments the bacterial suspension was significantly different from the control
(p value < 0.05). However, treatments T2 (Klebisella pneumoniae) and T3 (Psedomonas
aeruginosa) did not show significant differences (P value = 0.100). The lowest LT50
value was obtained from treatment T1 (Enterobacter cloacae) of 36.10 hours.

Keywords : Aedes aegypti, Air Conditioner (AC) Condensate Water,
Entomopathogenic Bacteria, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa
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CONDITIONER (AC) DENGAN PEMBERIAN VARIASI SUSPENSI
BAKTERI (Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, DAN
Pseudomonas aeruginosa)
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Air kondensat AC memiliki potensi untuk menjadi tempat perindukan nyamuk jika
terkontaminasi oleh mikroorganisme, salah satunya bakteri. Tetapi, beberapa jenis bakteri
yang ditemukan pada perairan tempat perindukan nyamuk Aedes aegypti memiliki sifat
entomopatogen. Bakteri Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, dan Pseudomonas
aeruginosa, merupakan jenis-jenis bakteri yang diduga memiliki sifat entomopatogen
apabila terkonsumsi oleh larva nyamuk Aedes aegypti. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian suspensi ekstrak bakteri Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae, dan Pseudomonas aeruginosa dalam menekan populasi larva
nyamuk Aedes aegypti instar 3. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan kontrol menggunakan suspensi pelet Tetrabits (K), dan berbagai jenis
perlakuan, di antaranya; suspensi ekstrak bakteri Enterobacter cloacae (P1), suspensi
ekstrak Klebsiella pneumoniae (P2), dan suspensi ekstrak Pseudomonas aeruginosa (P3).
Setiap perlakuan menggunakan 25 ekor larva Aedes aegypti instar 3 dengan 6
pengulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa masing-masing pemberian suspensi
ekstrak bakteri Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, dan Pseudomonas
aeruginosa mampu membunuh populasi larva Aedes aegypti instar 3, dengan nilai
mortalitas berturut-turut sebesar 53,3%, 12,6%, dan 25,3%. Hasil uji Kruskal-Wallis
menunjukkan bahwa seluruh perlakuan berbeda secara signifikan (sig. = 0,000), hasil uji
Mann-Whitney menunjukkan di seluruh perlakuan suspensi bakteri berbeda nyata dengan
kontrol (p value < 0,05). Namun, perlakuan P2 (Klebisella pneumoniae) dan P3
(Psedomonas aeruginosa) tidak menunjukkan perbedaan nyata (P value = 0,100). Nilai
LT50 terendah diperoleh dari perlakuan P1 (Enterobacter cloacae) sebesar 36,10 jam.

Kata Kunci : Aedes aegypti, Air Kondensat Air Conditioner (AC), Bakteri
Entomopatogen, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
dan Pseudomonas aeruginosa
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Pengendalian vektor pembawa penyakit masih menjadi salah satu hal yang
krusial dalam menekan angka kasus penyakit akibat arbovirus yang
ditimbulkan oleh vektor nyamuk Aedes aegypti (PAHO, 2019). Indonesia
merupakan salah satu negara terdampak penyakit DBD tahunan yang
ditularkan oleh virus dengue melalui vektor nyamuk Ae. aegypti (Kemenkes,
2021). Hasil penelitian Ismah, dkk. (2021), menunjukkan bahwa faktor
terbesar yang menyumbang peningkatan jumlah penyakit DBD di Indonesia
adalah faktor lingkungan (77,8%) dan iklim (72,2%). Salah satu faktor
penyebab kelimpahan nyamuk di alam adalah banyaknya genangan air yang
berpotensi menjadi tempat perindukan (breeding zone) yang efektif bagi
nyamuk, seperti genangan air dalam kontainer plastik, genangan air dalam pot
bunga setelah hujan, dan penampungan air, menjadi tempat-tempat yang

digemari oleh nyamuk betina untuk bertelur (Rahim, et al., 2022).

Air kondensat AC dapat memenuhi kriteria tempat perindukan nyamuk yang
efektif. Hal ini berdasarkan hasil pengujian Permenkes tahun 2022 yang
menunjukkan bahwa air kondensat AC merupakan air bersih yang memiliki
kadar pH normal, tidak bersifat korosif, dan dapat digunakan kembali untuk
keperluan rumah tangga (Akram, et al., 2018). Air kondensat AC merupakan
air hasil kerja mesin kondensor pendingin ruangan melalui penyerapan
kelembaban udara (air humidity) di atmosfer sekitar ruangan, sehingga
menyebabkan uap-uap air di ruangan terserap dan terkondensasi (Sabnis,
et.al., 2020).
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Berbagai upaya untuk memanfaatkan air kondensat AC tengah menjadi tren
penelitian di berbagai bidang, seperti bidang industri, lingkungan, dan
domestik (Mushtag, et.al., 2020). Hal ini disebabkan oleh keberadaan mesin
pendingin ruangan yang sangat diperlukan untuk menurunkan suhu ruangan,
sehingga menyebabkan produksi air kondensat AC turut melimpah (Mushtaq,
et.al., 2020). Hasil survei Karkour, et al. (2021), menunjukkan bahwa
diperkirakan terdapat 1,6 miliar mesin pendingin ruangan (air conditioner)
yang beroperasi di seluruh dunia. Keberadaan mesin pendingin ruangan sangat
diperlukan untuk menurunkan suhu ruangan, terutama di negara beriklim
tropis seperti Indonesia (Karkour, et.al., 2021). Keberadaan air kondensat AC
yang melimpah dan sifatnya yang memenubhi kriteria air bersih (Mushtag,
et.al., 2020), menjadikan air kondensat AC diduga dapat menjadi media
pertumbuhan nyamuk Ae. aegypti dan meningkatkan persebarannya.

Nyamuk memiliki berbagai simbiosis dengan aneka mikroorganisme di sekitar
habitat hidupnya (Guégan, et al., 2018). salah satu mikroorganisme yang dapat
bersimbiosis dengan nyamuk adalah bakteri (Caragata, et.al., 2019). Tetapi,
hubungan simbiosis yang diketahui dan dibuktikan secara ilmiah masih
terbatas pada penyebaran penyakit arbovirus (Caragata, et al., 2019).
Simbiosis antara nyamuk, dapat terjadi pada fase dewasa ataupun pada fase
pradewasa (Huang, et al., 2020). Simbiosis antara bakteri dan nyamuk dewasa
dimulai ketika nyamuk mengonsumsi darah. Mikroorganisme, seperti bakteri,
dapat masuk ke dalam tubuh nyamuk melalui darah yang dikonsumsi oleh
nyamuk (Huang, et al., 2020).

Pada fase pradewasa, simbiosis antara bakteri dan nyamuk terjadi ketika larva
nyamuk mengonsumsi bakteri yang ada di sekitar habitat hidupnya untuk
memenuhi nutrisi pertumbuhannya (Martinson dan Strand, 2021). Kemudian,

bakteri yang tidak tercerna oleh enzim pencernaan nyamuk, seperti enzim
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tripsin, chymotrypsins, aminopeptidase, dan karboksipeptidase (Li, et al.,
2019), memperbanyak diri pada bagian midgut dan tersalurkan oleh

hemolymph (Huang, et al., 2020).

Bakteri yang hidup dalam tubuh nyamuk melakukan metabolisme eksternal
dengan cara menghasilkan enzim ekstraseluler (Martinson dan Strand, 2021).
Enzim ekstraseluler mengandung berbagai macam senyawa yang bersifat
amylolitic, lipolitik, dan selulolitik (Ojovan, et al., 2021). Beberapa senyawa
yang dihasilkan melalui enzim ekstraseluler bakteri justru bersifat toksin bagi
nyamuk, seperti senyawa crystal toxins yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus
thuringiensis, mampu membunuh larva nyamuk (Zaki, et al., 2020, Adepeju,
et al. 2023, dan Alba-Tercedor dan Vilchez, 2023). Jenis bakteri yang
memiliki kemampuan untuk menghasilkan toksin dan menimbulkan kerusakan
jaringan tubuh serangga dikenal dengan istilah bakteri entomopatogen (Glare,
etal., 2017).

Ketika bakteri entomopatogen menginvasi tubuh serangga dan tidak tercerna
sempurna oleh enzim pencernaan nyamuk, bakteri entomopatogen dapat
menyebabkan sepsis pada bagian midgut bahkan kematian nyamuk (Glare, et
al., 2017). Penelitian terkait potensi bakteri dalam menekan vektor nyamuk
merupakan topik yang potensial untuk dikembangkan, namun masih sedikit
dijumpai penelitian yang menggunakan jenis bakteri lain untuk menekan
populasi nyamuk. Bacillus thuringiensis dan Lysinibacillus sphaericus
merupakan dua contoh bakteri yang sering menjadi model penelitian untuk
menangkal populasi nyamuk (Glare, et al., 2017), tetapi kedua bakteri tersebut
merupakan kelompok soil bacteria yang hidup bebas di tanah (Astuti, et al.
2018). Sedangkan, nyamuk menyukai lingkungan perairan yang bersih dan
tidak terkontak langsung dengan tanah (Shalihat, et al., 2021).
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Mikroorganisme yang dominan hidup di dalam air bersih, sesuai dengan
kriteria pertumbuhan nyamuk adalah golongan bakteri coliform (Tominaga
dan Ishii, 2020). Bakteri coliform seperti Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, dan Pseudomonas aeruginosa, merupakan anggota bakteri
coliform yang menjadi indikator pencemaran air di lingkungan (Liu, et al.,
2018). Bakteri E. cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa mampu
menekan populasi serangga dengan cara menghasilkan senyawa
entomopatogen bagi serangga, seperti E. cloacae mampu menghasilkan
senyawa rhamnolipid yang bersifat larvasida dan anti-rayap menyebabkan
kematian nyamuk Culex quinquefasciatus dan Odontotermes obesus
(Harikrishnan, et al., 2023), genus bakteri Pseudomononas terkenal mampu
menghasilkan senyawa proteinase dan metalloprotease yang mampu
menyebabkan kematian pada berbagai macam larva serangga, salah satunya
Galleria mellonella (Devi, et al., 2022). Bakteri K. pneumoniae mampu
menghasilkan enzim lisozim melebihi 5 U/ul yang mampu menghentikan
produksi sel hemocytes pada hemolymph serangga G. Mellonella (Loulou, et
al., 2023).

Berdasarkan hal tersebut, bakteri E. cloacae, K. pneumoniae, dan P.
aeruginosa memiliki potensi dalam membunuh larva nyamuk Ae. aegypti.
Oleh sebab itu, dibutuhkan penelitian lanjutan untuk mengungkap, bagaimana
hubungan mikroorganisme yang sering dijumpai di dalam air bersih terhadap

mortalitas nyamuk Ae. aegypti.



22

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui nilai mortalitas larva Ae. aegypti tertinggi dengan pemberian
pakan suspensi bakteri E. cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa,
dalam waktu pengamatan 48 jam.

2. Mengetahui nilai Lethal Time 50% (LT50) dari pemberian ketiga jenis
suspensi bakteri, E. cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa terhadap

larva nyamuk Ae. aegypti.

1.3 Kerangka Pemikiran

Nyamuk Ae. aegypti dikelompokkan dalam Filum Arthropoda yang
merupakan filum terbesar dalam Kingdom Animalia. Nyamuk Ae. aegypti
masih menjadi vektor penyebaran penyakit arbovirus secara global dan belum
dapat diatasi secara optimal, baik dalam skala global dan nasional. Di
Indonesia, nyamuk Ae. aegypti merupakan vektor utama virus dengue
penyebab penyakit demam berdarah (DBD). Akibat jumlahnya yang
melimpah dan sering menjadi penyebab wabah DBD tahunan, dilakukan
banyak upaya pemberantasan nyamuk, salah satunya dengan memanfaatkan
mikroba pada tahap pradewasa dalam media air. Sebab, fase telur, larva (instar
1, instar 2, dan instar 3), hingga pupa dari nyamuk Ae. aegypti tumbuh dan
berkembang di dalam air. Kriteria air yang digemari nyamuk untuk
meletakkan telurnya adalah air yang bersih dan tidak terkontak langsung
dengan tanah. Pada proses pertumbuhan dan perkembangannya, larva Ae.
aegypti mengandalkan keberadaan nutrisi yang berasal dari detritus ataupun
mikroorganisme, seperti bakteri, fungi, ataupun virus yang ada di sekitar
habitat hidupnya, untuk membantu proses metabolisme dan pertahanan

tubuhnya.
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Air hasil kondensasi mesin AC memiliki profil pH normal, tidak bersifat
korosif, dan dapat didaur ulang. Air kondensat AC dapat terkontaminasi akibat
detritus dan bakteri, seperti bakteri coliform. Walaupun kondensat AC
merupakan air yang steril, air kondensat AC masih dapat terkontaminasi oleh
mikroorganisme di sekitar tempat penampungan, serta dapat menjadi tempat
yang efektif untuk nyamuk bertelur di dalamnya. Berdasarkan keberadaannya
yang melimpabh, serta sifatnya yang memenuhi Kriteria air bersih yang layak
untuk didaur ulang, air kondensat AC memenubhi kriteria tempat bertelur yang
digemari nyamuk Ae. aegypti dan layak digunakan untuk dilakukan pengujian
terkait hubungan antara daya hidup nyamuk Ae, aegypti dalam air kondensat
AC.

Bakteri merupakan salah satu jenis mikroorganisme yang umum ditemui di
daerah perairan. Salah satu jenis kelompok bakteri yang sangat umum
dijumpai dalam air bersih adalah bakteri coliform, seperti Enterobacter,
Klabsiella, dan Pseudomonas yang sering menjadi mikroba penyebab
kontaminasi air. Jenis-jenis mikroba tersebut dijumpai dalam air bersih yang
tidak terkontak langsung dengan tanah yang memenuhi syarat breeding zone
untuk nyamuk Ae. aegypti yang optimal. Meskipun penelitian serupa telah
dilakukan, tetapi mikroba yang digunakan bukanlah mikroba yang secara
bebas dapat dijumpai dalam media optimal pertumbuhan nyamuk, yaitu air
bersih yang tidak terkontak langsung dengan tanah. Jenis mikroba yang sering
digunakan berasal dari golongan soil microbes, seperti Bacillus thuringiensis

dan Lysinibacillus sphaericus memiliki habitat alami di dalam tanah.
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1.4 Hipotesis

Adapun hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemberian suspensi bakteri E. cloacae dapat meningkatkan mortalitas
Ae. aegypti dalam waktu pengamatan 48 jam.

2. Pemberian suspensi bakteri E. cloacae dapat menurunkan nilai Lethal
Time 50% (LT50) Ae. aegypti.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nyamuk Aedes aegypti
Nyamuk Ae. aegypti merupakan spesies nyamuk yang berasal dari negara
Afrika, tetapi saat ini nyamuk Ae. aegypti dapat dijumpai hampir di seluruh
belahan dunia, terutama di negara tropis seperti Indonesia (Duefias-L6pez,
2022). Nyamuk Ae. aegypti merupakan vektor virus dengue penyebab wabah
demam berdarah dengue (DBD) (Zettel dan Kaufman, 2019). Tubuh nyamuk
Ae. aegypti terdiri atas 3 segmen tubuh berupa kepala (caput), dada (thorax),
dan (abdomen). Nyamuk Ae. aegypti dapat tumbuh hingga mencapai ukuran
4-7 mm. Nyamuk Ae. aegypti memiliki ciri morfologi yang mencolok berupa
corak garis-garis putih yang kontras dengan warna tubuh hitam pada bagian
punggung dan kakinya (Delita dan Nurhayati, 2022). Merujuk kepada
Linneaus (1762) dalam Duefias-Lopez (2022), nyamuk Ae. aegypti memiliki

klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropoda
Subphylum : Hexapoda
Class . Insecta
Order : Diptera
Family : Culicidae
Genus : Aedes

Species . Aedes aegypti
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Gambar 1. Nyamuk Ae. aegypti betina (Duefias-L6pez, 2022)

Istilah nyamuk penyebab demam berdarah sebenarnya diasosiasikan dengan
kemampuan nyamuk Ae. aegypti betina yang mentransmisikan virus dengue,
penyebab penyakit DBD, ketika menghisap darah manusia (Delita dan
Nurhayati, 2022). Tidak seperti Ae. aegypti betina, nyamuk Ae. aegypti jantan
justru mengisap nektar untuk memenuhi kebutuhan nutrisi hidupnya (Dinkes
NTB, 2021). Alat pengisap pada nyamuk Ae. aegypti dinamakan proboscis
yang berfungsi untuk menghisap darah ataupun nektar (Dinkes NTB, 2021).
Proboscis tetap tajam, seperti jarum suntik, walaupun sedang tidak digunakan
untuk menghisap darah dan sari buah (Prawesty, 2007; Delita and Nurhayati,
2022). Nyamuk Ae. aegypti aktif melakukan pengisapan saat pagi hari, setelah
matahari terbit pada pukul 08.00-10.00, dan petang hari, sebelum matahari
terbenam pada pukul 15.00-17.00 buah (Prawesty, 2007; Delita and
Nurhayati, 2022).

— \ _
HEAD . antenna

foreleg

THORAX wing

vein Cu
vein 1A

femur

ABDOMEN abdominal terga

e midieg

Gambar 2. Morfologi Nyamuk Ae. aegypti (Rueda, 2004)
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2.2 Siklus Hidup dan Habitat Nyamuk Aedes aegypti
Nyamuk Ae. aegypti merupakan jenis serangga yang bersifat invasif dan
sangat umum dijumpai pada daerah perumahan. Nyamuk Ae. aegypti
berasosiasi dekat dengan kehidupan manusia serta mudah dijumpai dalam
radius 100 m di pemukiman warga (Duefias-Lopez, 2022). Guna
mempertahankan keberadaannya, nyamuk Ae. aegypti betina akan melakukan
perkawinan dengan nyamuk Ae. aegypti jantan. Nyamuk jantan mengisap
nektar bunga untuk memenuhi asupan nutrisi hidupnya, tidak seperti nyamuk
betina yang mengisap darah manusia sebagai nutrisi untuk pematangan telur
(Wohl dan McMeniman, 2023). Setelah kedua asupan nutrisi terpenuhi, proses
kawin akan terjadi dalam beberapa hari. Satu induk nyamuk betina mampu
menghasilkan 100-200 telur dalam satu siklus perkawinan (Duefias-L6pez,
2022).

Nyamuk Ae. aegypti betina mampu melakukan 1-5 kali siklus kawin semasa
hidupnya (Duefias-L6pez, 2022). Induk nyamuk akan bertelur pada genangan
air yang tidak terkontak langsung dengan tanah pada berbagai jenis breeding
site atau tempat perindukan (Shalihat, et al., 2021). Genangan air yang jernih
dan tidak terkontak langsung dengan tanah merupakan breeding site yang
digemari oleh induk nyamuk (Shalihat, et al., 2021). Beberapa contoh dari
breeding site yang umum dijumpai adalah genangan air pada berbagai
perabotan rumah tangga (Shalihat, et al., 2021), seperti ember air, tanki air,
dan vas bunga (Delita dan Nurhayati, 2022). Selain itu genangan air pada
perabotan rumah tangga, genangan air hujan pada lubang pohon dan ban bekas
dapat menjadi breeding site yang optimal bagi nyamuk (Duefias-L0opez, 2022),
bahkan tanaman hias jenis Phytotelmata menjadi salah satu breeding site yang
efektif bagi nyamuk Ae. aegypti (Rosa, dkk., 2023).

Fase pertumbuhan nyamuk Ae. aegypti pradewasa dipengaruhi oleh berbagai
hal, seperti sifat fisika dan kimiawi air; sifat biologis perairan yang mencakup;

keberadaan patogen, kepadatan larva, keberadaan makanan bagi larva
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nyamuk, serta keberadaan organisme lain dalam habitat perairan pertumbuhan
jentik nyamuk (Arévalo-Cortés, et al., 2022). Pertumbuhan nyamuk Ae.
aegypti diawali dari penetasan telur dalam breeding site. Telur nyamuk Ae.
aegypti bewarna hitam dan berbentuk lonjong dengan kedua ujung yang lancip
(Prawesty, 2007, Delita and Nurhayati, 2022). Penetasan telur berlangsung
selama 2 hari menjadi larva (wriggler) yang akan mengalami pergantian kulit
(moulting) sebanyak 4 kali hingga menjadi (Prawesty, 2007, Delita and
Nurhayati, 2022). Fase telur menjadi dewasa berlangsung selama 7-10 hari

(CDC, 2022). Berikut merupakan ilustrasi fase pertumbuhan nyamuk Ae.
aegypti:

Female mosquitoes lay
eggs in containers that
hold water.

Pupae live in water.
They develop into adult,

flying mosquitoes iy
V4

Eggs hatch within a few
days to months when
covered with water.

Larvae live in water.
They develop into pupae
in as few as 5 days.

Gambar 3. Fase Pertumbuhan Nyamuk Ae. aegypti (CDC, 2022)

Kondisi lingkungan dapat mempengaruhi laju penetasan telur nyamuk, suhu
negara tropis yang berkisar antara 25-30°C merupakan rentang suhu yang
optimal untuk penetasan dan pertumbuhan telur nyamuk Ae. aegypti (Shalihat,
et al., 2021). Suhu pada 14°C dan 38°C merupakan suhu minimum dan
maksimum yang mampu dihadapi larva Ae. aegypti dalam masa
pertumbuhannya (Duefias-LOpez, 2022). Ae. aegypti merupakan jenis
serangga dengan metamorfosis sempurna (holometabola) yang terdiri atas 4

fase kehidupan, yaitu telur, larva, pupa, dan imago (CDC, 2022).
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2.3 Air Kondensat Air Conditioner (AC)
Air kondensat AC adalah air yang dihasilkan dari mesin pendingin ruangan
(AC) dalam menyerap uap panas di lingkungan, sehingga suhu ruangan sesuai
dengan suhu yang diinginkan. Mesin pendingin ruangan memiliki prinsip
kerja menyerap kelembaban udara (air humidity) di atmosfer. Ketika suhu
meningkat, kelembaban udara di atmosfer ruangan turut meningkat.
Kelembaban udara yang tinggi disebabkan oleh melimpahnya kadar uap air di
atmosfer, molekul-molekul air tersebut akan terserap oleh mesin udara saat
mesin udara dihidupkan dan terkondensasi, sehingga kelembaban dan suhu
ruangan menurun (Sabnis, et al., 2020). Air hasil kondensasi tersebut akan
dikeluarkan melalui pipa pembuangan. Suhu ruangan berada dalam rentang
23,2-27,3°C dengan nilai kelembaban rata-rata 33,1-45,5°C, ketika mesin
pendingin ruangan dinyalakan, kelembaban ruangan dapat berkurang hingga
30% dan suhu rata-rata ruangan menurun hingga 16°C (Sari, et al., 2023). Satu
unit mesin pendingin ruangan mampu menghasilkan 10 L air kondensat AC

dalam 7-8 jam pengoperasian (Sabnis, et al., 2020).

Air kondensat AC yang berasal dari hasil penarikan uap air di udara, dinilai
sebagai air yang bersih dan dapat digunakan jika ditampung dan disimpan
secara benar, tertutup dan tidak terbuka begitu saja (Sabnis, et al., 2020). Hasil
penelitian Sulistiono, dkk. (2021), menunjukkan bahwa air kondensat AC
memiliki sifat fisika, tidak memiliki warna, bau, dan rasa, serta memiliki
rentang nilai TDS (Total Dissolved Solids) diantara 20-24 mg/L. Hasil
pengujian parameter kimia menunjukkan, nilai DO (Dissolved Oxygen)
sebesar 7,16 mg/L, pH 6,93, kadar nitrat (NO3") sebesar 3,56 mg/L, kadar zat
besi 0,01 mg/L, kadar COD (Chemical Oxygen Demand) sebesar 313,3 mg/L,
dan kadar BOD (Biological Oxygen Demand) sebesar 23,6 mg/L, serta hasil
pengujian biologi menunjukkan keberadaan bakteri coliform sebesar 7,66
CFU/100 mL (Sulistiono, 2021).
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Hasil penelitian Sulistiono (2021), menunjukkan bahwa walaupun air
kondensat AC merupakan air murni, seperti layaknya akuades, air kondensat
AC masih dapat terkontaminasi, ditandai dengan keberadaan bakteri coliform
pada uji biologis. Penelitian Okeyinka, et al. (2021), turut menunjukkan
bahwa air kondensat AC masih dapat terkontaminasi dengan bakteri E. coli
dengan kadar hasil pengujian MPN kurang dari 2 MPN/100 mL. Kontaminasi
pada air kondensat AC dapat berasal dari hasil penyerapan uap air di atmosfer
yang masuk ke dalam mesin pendingin. Selain berasal dari hasil penyerapan
uap air, kontaminasi air kondensat AC dapat disebabkan dari lingkungan
tempat pembuangan air kondensat atau terpapar oleh udara luar.

Selain bakteri coliform, faecal coliform, dan E. coli, ditemukan pula bakteri
Legionella dan Mycrobacterium spp. dalam air kondensat AC (Jahne, et al.,
2022).

2.4 Bakteri Entomopatogen

Bakteri entomopatogen merupakan jenis bakteri yang memiliki kemampuan
untuk menghasilkan senyawa toksin, serta menimbulkan kerusakan pada
jaringan ataupun kematian pada serangga, apabila tidak sengaja termakan dan
masuk ke dalam sistem pencernaan insekta (Glare, et al., 2017). Bakteri
entomopatogen sebenarnya merupakan bakteri oportunistik yang menjadikan
serangga sebagai host untuk melaksanakan fungsi kehidupannya, seperti
membelah diri atau ploriferasi sel. Umumnya, bakteri entomopatogen tidak
sengaja masuk ke dalam tubuh serangga melalui tanaman ataupun makanan
tertentu yang menjadi sumber nutrisi utama bagi serangga. Bakteri
entomopatogen biasanya akan menetap di saluran pencernaan, tepatnya
jaringan epitel midgut, kemudian memperbanyak diri dan menyebabkan
septicemia (sepsis), dimana cairan midgut masuk ke dalam rongga tubuh
serangga (hemocoel) akibat invasi bakteri entomopatogen, sehingga cairan
hemolymph serangga dipenuhi oleh bakteri entomopatogen (Glare, et al.,
2017).
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Senyawa yang bersifat toksin hasil produksi bakteri entomopatogen,
umumnya diproduksi dalam bentuk enzim dan memiliki sifat proteolitik,
sehingga produksinya yang melimpah dapat mengganggu permeabilitas
membran sel serangga. Endotoksin umumnya menargetkan jaringan dan sel
pencernaan pada bagian midgut, sehingga sel-sel pada bagian tersebut
mengalami lisis, dan serangga mati akibat disrupsi usus, kelaparan, atau
septicemia. Selain itu, bakteri entomopatogen yang menginvasi tubuh
serangga dapat menyebabkan toxemia atau kematian akibat produksi toksin
berlebih dalam tubuh serangga. Bacillus thuringiensis merupakan contoh
bakteri entomopatogen yang mampu menghasilkan senyawa crystal protein
(Cry) saat melakukan sporulasi yang bersifat toksin pada epitel usus, dangan
menargetkan lisis jaringan midgut melalui mekanisme Bt delta-endotoxin,

sehingga menyebabkan kelumpuhan sistem pencernaan (Kumar, et al., 2020).

Keberadaan populasi bakteri entomopatogen dalam media pertumbuhan larva
nyamuk mampu menekan populasi dan meningkatkan nilai mortalitas
nyamuk. Mortalitas diartikan sebagai ukuran frekuensi terjadinya kematian
pada suatu populasi tertentu dalam selang waktu tertentu (Tripathi, et al.,
2019). Mortalitas nyamuk dapat dilihat dengan mengamati efikasi dan
menghitung nilai mortalitas larva nyamuk dengan pemberian perlakuan pakan

berbasis suspensi bakteri (Tripathi, et al., 2019).

2.5 Bakteri Enterobacter cloacae
Bakteri E. cloacae dicirikan sebagai bakteri gram negatif, berbentuk batang,
tidak memiliki spora, memiliki alat gerak berupa flagel, dan merupakan
keluarga bakteri coliform (Tominaga and Ishii, 2020). Bakteri E. cloacae
mampu menghasilkan protein efektor (effector proteins) berupa defensin dan
scorpine yang dapat menyebabkan infeksi dan menghambat produksi ookinete
sehingga meniadakan produksi oosit pada nyamuk Anopheles stephensi betina,
melalui mekanisme penghambatan Plasmodium berghei sebagai

mikroorganisme yang mendukung fekunditas nyamuk Anopheles stephensi
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(Dehghan, et al., 2022). Meningkatnya keberadaan bakteri
Enterobacteriaceae, turut meningkatkan produksi protein defensin dan
scorpine mampu menghambat pertumbuhan Plasmodium berghei
(mikroorganisme yang umum dijumpai dalam tubuh nyamuk An. stephensi)
sehingga mampu mengurangi laju pertumbuhan dan larval survival larva

nyamuk An. stephensi (Linenberg, et al., 2016).

Bakteri E. cloacae mampu mempengaruhi sistem imun larva ataupun nyamuk
dewasa dan mengakibatkan disrupsi pada jaringan epitel midgut dan
meningkatkan tekanan oksidatif dalam tubuh larva ataupun nyamuk dewasa
An. stephensi, melalui sekresi molekul anti parasit sehingga melemahkan
imunitas larva nyamuk An. stephensi. Hal ini dibuktikan dari uji selama 14
hari pasca pemberian pakan darah, dimana bakteri E. cloacae meningkatkan
tingkat mortalitas larva secara berkala dan menyisakan 15% larva nyamuk An.
stephensi pada hari ke 20 pengujian pada tahap larva nyamuk instar 1 hingga

dewasa (Ezemuoka, et al., 2020).

2.6 Bakteri Klebsiella pneumoniae.
Bakteri K. pneumoniae termasuk ke dalam bakteri Enterobacter yang memiliki
ciri morfologis berbentuk basil pendek, tidak memiliki spora, tidak memiliki
alat gerak, dengan koloni berbentuk bulat, cembung, berair, serta bewarna
putih (Putra, et al., 2022). K. pneumoniae termasik ke dalam jenis bakteri
coliform, seperti halnya E. coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
dan Pseudomonas aeruginosa sebagai bakteri yang umum hidup dibagian
pencernaan hewan homoioterm, terutama mamalia, serta mampu
mengontaminasi air (Tominaga dan Ishii, 2020). K. pneumoniae sebenarnya
merupakan flora normal pada saluran penernaan, tetapi dapat menjadi bakteri

parasit oportunistik apabila dijumpai bukan pada usus dan saluran pencernaan.

Bakteri K. pneumoniae berpindah dengan mengandalkan dorongan fisik,

melalui batuk ataupun terbawa oleh feses (Putra, dkk., 2022). Kelimpahan
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bakteri K. pneumoniae menyebabkan feses tanpak berlendir dan berbau tajam
(Putra, dkk., 2022). Bakteri K. pneumoniae mampu bersimbiosis dengan larva
nyamuk Ae. aegypti (Mosquera, et al., 2021), tetapi beberapa hasil penelitian
Loulou, et al. (2023) dan Devi, et.al. (2023) menunjukkan bahwa bakteri K.
pneumoniae menghasilkan senyawa larvasida untuk beberapa jenis serangga.

Kemampuan bakteri K.pneumoniae sebagai biolarvasida ditunjukkan dari hasil
penelitian Loulou, et al. (2023) yang menunjukkan bahwa bakteri K.
pneumoniae memiliki potensi untuk menjadi agen insektisida melalui produksi
enzim lisozim mencapai lebih dari 5 U/uL dalam hemolymph ngengat G.
mellonella setelah injeksi 48 jam. Produksi enzim fenoloksidase juga
ditunjukkan meningkat setelah injeksi 24 jam pada ngengat G. mellonella.
Produksi kedua enzim tersebut hampir berhasil meniadakan produksi
hemocytes, sel hemolymph yang hampir menyentuh angka 0 hemocytes/mL.
pada ngengat G. Mellonella. Selain itu, bakteri K. pneumoniae menyebabkan
penurunan daya reproduksi dan kelangsungan hidup serangga jenis
Spodoptera litura dan merupakan bakteri yang menyebabkan kematian
tertinggi pada dosis 1.2 x 10° cfu / mL terhadap daun jarak, dimana larva yang
terinfeksi mengalami perubahan warna menjadi kehitaman dan kaku (Devi, et
al., 2022).

2.7 Bakteri Pseudomonas aeruginosa
Bakteri P. aeruginosa merupakan anggota famili bakteri Enterobacter yang
memiliki ciri berbentuk batang, gram negatif, heterotrof, memiliki alat gerak
berupa flagellum, koloni berbentuk bulat, licin, dan bewarna hijau
flourenscent (Diggle dan Whiteley, 2020). P. aeruginosa dapat tumbuh
optimal pada suhu 37°C dan mampu bertahan dalam suhu minimum 4°C.
Seperti mikroba coliform lainnya, Pseudomonas umum dijumpai pada tanah
ataupun air, dan ditransmisikan melalui udara ataupun feses mamalia. P.

aeruginosa dapat menjadi patogen oportunistik dan mampu menyebabkan
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beberapa penyakit pada saluran kemih, pusat sistem saraf, dan infeksi pada
luka terbuka (Shi, et al., 2023).

Selain itu, genus bakteri Pseudomonas mampu menyebabkan patogenitas pada
serangga maupun makhluk hidup lain seperti tumbuhan, nematoda, dan
mamalia, melalui produksi senyawa metabolisme yang bersifat toksin (Diggle
dan Whiteley, 2020). Anggota dari genus bakteri Pseudomononas dikenal
mampu menghasilkan senyawa enzim ekstraseluler seperti proteinase dan
metalloprotease yang mampu menyebabkan kematian pada larva serangga
seperti Spodoptera litura (Devi, et al., 2022). Bakteri P. aeruginosa secara
alami mampu menghasilkan senyawa Rhamnolipid (RL) (Soberén-Chéavez, et
al., 2021). Senyawa Rhamnolipid (RL) telah diujikan sebagai larvasida
bersamaan dengan bakteri E. cloacae terhadap nyamuk Culex
quinquefasciatus dan menyebabkan kematian setelah pemberian dosis LC50

dalam kurun waktu 48 jam (Harikrishnan, et al., 2023).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2023-Januari 2024. Tahap
preparasi, pengembangbiakan bakteri sebagai pakan larva nyamuk Ae. aegypti,
hingga pembuatan suspensi pakan dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Lampung. Sedangkan
tahap pengembangbiakan larva nyamuk Ae. aegypti, perlakuan pakan,
pengamatan parameter mortalitas larva Ae. aegypti, dan analisis data
dilaksanakan di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas

Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam tahap pembuatan suspensi pakan di
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Lampung antara lain, Biological
Safety Cabinet (BSC), timbangan digital, neraca analitik, orbital shaker,
centrifuge, hot plate, bunsen, jarum ose (loop), tabung reaksi, rak tabung
reaksi, erlenmayer, gelas beaker, gelas ukur, pipet tetes, batang pengaduk, dan

spuit suntikan 10 mL.

Alat-alat yang digunakan dalam tahap pengembangbiakkan nyamuk,
pemberian perlakuan, dan analisis data di Laboratorium Zoologi Universitas
Lampung antara lain, kotak plastik thinwall (17 cm x 5 cm x 11,5 cm), kotak
plastik thinwall (12 cm x 12 cm x 7 cm), rearing cage, pipet tetes plastik 10
mL, tally counter, laptop Asus VivoBook tipe E210MA, aplikasi IBM SPSS

Statistics versi 26, Microsoft Excel, kertas, dan alat tulis.
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Bahan-bahan yang digunakan dalam tahap pembuatan suspensi pakan di
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Lampung antara lain, isolat bakteri E.
coli, isolat bakteri Klabsiella sp., isolat bakteri Pseudomonas sp. (diperoleh
dari LABKESDA Provinsi Lampung), media Natrium Agar (NA), media
Nutrient Broth (NB), akuades, Phospate-Buffered

Saline (PBS), formalin 4%, spirtus, aluminium foil, kertas HVS, dan karet

gelang.

Bahan-bahan yang digunakan dalam tahap pengembangbiakkan nyamuk dan
pemberian perlakuan di Laboratorium Zoologi Universitas Lampung, telur
nyamuk Ae. aegypti (diperoleh dari Laboratorium Entomologi Kesehatan,
SKHB Institut Pertanian Bogor), pakan ikan (TetraBits Complete), air sumur,

dan air kondensat AC.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Diawali
dengan melakukan penetasan 1 lembar kertas telur nyamuk Ae. aegypti. Larva
yang menetas dibesarkan dalam 125 mL air sumur yang diberi suspensi pelet
ikan Tetrabits (3,3 mg/mL). Kontrol hanya diberikan suspensi pelet ikan
Tetrabits dalam 125 mL air kondensat AC, sedangkan perlakuan diberikan
suspensi ekstrak bakteri E. cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa dengan
6 kali pengulangan setiap perlakuan. Pengamatan dilakukan selama 48 jam
dalam interval waktu pengamatan setiap 4 jam. Kemudian dilakukan
perhitungan mortalitas larva Ae. aegypti berdasarkan jumlah larva yang mati
selama 48 jam, serta analisis probit untuk mengetahui nilsi Lethal Time 50%
(LT50) dari masing-masing perlakuan. Perlakuan menggunakan suspensi
ekstrak bakteri diharapkan mampu membunuh larva instar 3 Ae. aegypti dalam



37

waktu 48 jam dan mampu menurunkan populasi nyamuk vektor penyakit
demam berdarah (DBD).

Tabel. 1. Kontrol dan Perlakuan Tiap Uji

No Kontrol dan Uraian Keterangan
Perlakuan (P)
1 K Larva nyamuk diberikan suspensi Kontrol
TetraBits (3,3 mg/mL)
2 P1 Larva nyamuk diberikan suspensi Perlakuan 1
bakteri E. cloacae (3,3 mg/mL)
3 P2 Larva nyamuk diberikan suspensi Perlakuan 2
bakteri K. pneumoniae (3,3 mg/mL)
4 P3 Larva nyamuk diberikan suspensi Perlakuan 3
bakteri P. aeruginosa (3,3 mg/mL)
Keterangan: K = Kontrol
P1 = Perlakuan suspensi bakteri E. cloacae
P2 = Perlakuan suspensi bakteri K. pneumoniae
P3 = Perlakuan suspensi bakteri P. aeruginosa

3.4 Peremajaan Stok dan Pengembangbiakan Bakteri

3.4.1 Peremajaan Stok dan Pengembangbiakan Bakteri E. cloacae

Isolat murni E. cloacae didapatkan dari Laboratorium Kesehatan Daerah

Provinsi Lampung (LABKESDA). Ose loop disterilisasi menggunakan

bunsen hingga menyala sebelum digunakan untuk menginokulasikan bakteri

ke dalam media pertumbuhan bakteri. 1 inokulum E. cloacae ditanamkan ke

dalam media Nutrient Agar (NA) miring dengan metode streak, Proses

inkubasi bakteri E. cloacae yang kemudian dimasukkan ke dalam inkubator
pada suhu 37°C selama 24 jam (Ebomah dan Okoh, 2020). Setelah isolat

bakteri E. cloacae dipastikan tumbuh merata, dilakukan proses pembuatan

starter dari bakteri E. cloacae pada media NB. Dibutuhkan sebanyak 30 mL

starter bakteri E. cloacae untuk menghasilkan 1 jenis suspensi sebanyak 300

mL (Allahghadry, et al., 2022).
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30 mL starter bakteri E. cloacae dibuat dengan cara membagi rata volume
starter ke dalam 3 erlenmayer kecil sebanyak 10 mL yang bertujuan untuk
memudahkan proses inokulasi 1 ose bakteri dan menghindari kontaminasi
(Abatenh, et al., 2018). Koloni bakteri E. cloacae diambil sebanyak 1 ose
menggunakan ose loop steril, kemudian ditanam ke dalam 10 mL media
Nutrient Broth (NB) dalam erlenmayer ukuran 50 mL (Allahghadry, et al.,
2022). Lakukan hal yang sama sebanyak 3 kali untuk memenuhi volume
starter 30 mL. Kemudian, ketiga seri starter bakteri E. cloacae diinkubasi
menggunakan orbital shaker selama 24 jam dengan kecepatan 150 rpm
(Allahghadry et al., 2022 dan Nurbailis, et al., 2023).

Setelah inkubasi starter bakteri, dilakukan pembuatan suspensi bakteri E.
cloacae sebanyak 300 mL. Pertama-tama, 3 erlenmayer ukuran 250 mL
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
sebelum diisikan media NB sebanyak 100 mL untuk memenubhi total
suspensi bakteri E. cloacae. Ketiga tabung erlenmayer berisikan 100 mL
media NB disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20
menit (Agalloco, 2019). Tabung erlenmayer berisi media NB dikeluarkan
dari autoklaf untuk didinginkan hingga mencapai suhu ruang. Setelah media
NB mencapai suhu ruang, disiapkan 3 starter bakteri E. cloacae 10 mL
untuk masing-masing dimasukkan ke dalam tabung erlenmayer berisi 100
mL media NB steril (Agalloco, 2019).

Perlakuan yang sama dilakukan terhadap 3 seri media suspensi E. cloacae
untuk memenuhi volume suspensi yang dibutuhkan sebesar 300 mL
(Allahghadry, et al., 2022). Ketiga suspensi E. cloacae dalam erlenmayer
250 mL diinkubasi kembali menggunakan orbital shaker selama 48 jam
(Allahghadry, et al., 2022). Selanjutnya, inokulum E. cloacae disentrifugasi
dalam kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit (Ezemuoka, et al., 2020).
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3.4.2 Peremajaan Stok dan Pengembangbiakan Bakteri K. pneumoniae

Isolat murni K. pneumoniae didapatkan dari Laboratorium Kesehatan
Daerah Provinsi Lampung (LABKESDA). Ose loop disterilisasi
menggunakan bunsen hingga menyala sebelum digunakan untuk
menginokulasikan bakteri ke dalam media pertumbuhan bakteri. 1
inokulum K. pneumoniae ditanamkan ke dalam media Nutrient Agar (NA)
miring dengan metode streak, Proses inkubasi bakteri K. pneumoniae
yang kemudian dimasukkan ke dalam inkubator pada suhu 37°C selama
24 jam (Mitrea dan Vodnar, 2019). Setelah isolat bakteri K. pneumoniae
dipastikan tumbuh merata, dilakukan proses pembuatan starter dari
bakteri K. pneumoniae pada media NB. Dibutuhkan sebanyak 30 mL
starter bakteri K. pneumoniae untuk menghasilkan 1 jenis suspensi
sebanyak 300 mL (Allahghadry, et al., 2022).

30 mL starter bakteri K. pneumoniae dibuat dengan cara membagi rata
volume starter ke dalam 3 erlenmayer kecil sebanyak 10 mL yang
bertujuan untuk memudahkan proses inokulasi 1 ose bakteri dan
menghindari kontaminasi (Abatenh, et al., 2018). Koloni bakteri K.
pneumoniae diambil sebanyak 1 ose menggunakan ose loop steril,
kemudian ditanam ke dalam 10 mL media Nutrient Broth (NB) dalam
erlenmayer ukuran 50 mL (Allahghadry, et al., 2022). Lakukan hal yang
sama sebanyak 3 kali untuk memenuhi volume starter 30 mL. Kemudian,
ketiga seri starter bakteri K. pneumoniae diinkubasi menggunakan orbital
shaker selama 24 jam dengan kecepatan 150 rpm (Allahghadry et al.,
2022 dan Nurbailis, et al., 2023).

Setelah inkubasi starter bakteri, dilakukan pembuatan suspensi bakteri K.
pneumoniae sebanyak 300 mL. Pertama-tama, 3 erlenmayer ukuran 250
mL disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

sebelum diisikan media NB sebanyak 100 mL untuk memenubhi total
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suspensi bakteri K. pneumoniae Ketiga tabung erlenmayer berisikan 100
mL media NB disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 20 menit (Agalloco, 2019). Tabung erlenmayer berisi media NB
dikeluarkan dari autoklaf untuk didinginkan hingga mencapai suhu ruang.
Setelah media NB mencapai suhu ruang, disiapkan 3 starter bakteri K.
pneumoniae 10 mL untuk masing-masing dimasukkan ke dalam tabung

erlenmayer berisi 100 mL media NB steril (Agalloco, 2019).

Perlakuan yang sama dilakukan terhadap 3 seri media suspensi K.
pneumoniae untuk memenuhi volume suspensi yang dibutuhkan sebesar
300 mL (Allahghadry, et al., 2022). Ketiga suspensi K. pneumoniae dalam
erlenmayer 250 mL diinkubasi kembali menggunakan orbital shaker
selama 48 jam (Allahghadry, et al., 2022). Selanjutnya, inokulum K.
pneumoniae disentrifugasi dalam kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit
(Ezemuoka, et al., 2020).

Peremajaan Stok dan Pengembangbiakkan Bakteri P. aeruginosa

Isolat murni P. aeruginosa didapatkan dari Laboratorium Kesehatan
Daerah Provinsi Lampung (LABKESDA). Ose loop disterilisasi
menggunakan bunsen hingga menyala sebelum digunakan untuk
menginokulasikan bakteri ke dalam media pertumbuhan bakteri. 1
inokulum P. aeruginosa ditanamkan ke dalam media Nutrient Agar (NA)
miring dengan metode streak, Proses inkubasi bakteri P. aeruginosa
yang kemudian dimasukkan ke dalam inkubator pada suhu 37°C selama
24 jam (Mitrea dan Vodnar, 2019). Setelah isolat bakteri P. aeruginosa
dipastikan tumbuh merata, dilakukan proses pembuatan starter dari
bakteri P. aeruginosa pada media NB. Dibutuhkan sebanyak 30 mL
starter bakteri P. aeruginosa untuk menghasilkan 1 jenis suspensi
sebanyak 300 mL (Allahghadry, et al., 2022).
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30 mL starter bakteri P. aeruginosa dibuat dengan cara membagi rata
volume starter ke dalam 3 erlenmayer kecil sebanyak 10 mL yang
bertujuan untuk memudahkan proses inokulasi 1 ose bakteri dan
menghindari kontaminasi (Abatenh, et al., 2018). Koloni bakteri P.
aeruginosa sebanyak 1 ose menggunakan ose loop steril,

kemudian ditanam ke dalam 10 mL media Nutrient Broth (NB) dalam
erlenmayer ukuran 50 mL (Allahghadry, et al., 2022). Lakukan hal yang
sama sebanyak 3 kali untuk memenuhi volume starter 30 mL. Kemudian,
ketiga seri starter bakteri P. aeruginosa diinkubasi menggunakan orbital
shaker selama 24 jam dengan kecepatan 150 rpm (Allahghadry et al.,
2022 dan Nurbailis, et al., 2023).

Setelah inkubasi starter bakteri, dilakukan pembuatan suspensi bakteri P.
aeruginosa sebanyak 300 mL. Pertama-tama, 3 erlenmayer ukuran 250
mL disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
sebelum diisikan media NB sebanyak 100 mL untuk memenubhi total
suspensi bakteri P. aeruginosa Ketiga tabung erlenmayer berisikan 100
mL media NB disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 20 menit (Agalloco, 2019). Tabung erlenmayer berisi media NB
dikeluarkan dari autoklaf untuk didinginkan hingga mencapai suhu ruang.
Setelah media NB mencapai suhu ruang, disiapkan 3 starter bakteri P.
aeruginosa 10 mL untuk masing-masing dimasukkan ke dalam tabung
erlenmayer berisi 100 mL media NB steril (Agalloco, 2019).

Perlakuan yang sama dilakukan terhadap 3 seri media suspensi P.
aeruginosa untuk memenuhi volume suspensi yang dibutuhkan sebesar
300 mL (Allahghadry, et al., 2022). Ketiga suspensi P. aeruginosa dalam
erlenmayer 250 mL diinkubasi kembali menggunakan orbital shaker
selama 48 jam (Allahghadry, et al., 2022). Selanjutnya, inokulum P.
aeruginosa disentrifugasi dalam kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit
(Ezemuoka, et al., 2020).
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Pembuatan Suspensi Berbasis Bakteri

Pertama-tama, media Nutrient Broth (NB) untuk pertumbuhan bakteri yang
positif ditumbuhi E. cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa. Satu
persatu inokulum dalam media cair dipindahkan ke dalam tabung falcon
untuk kemudian disentrifugasi dalam kecepatan 5.000 rpm selama 5 menit
(Allahghadry, et al., 2022). Endapan (supernatan) yang terbentuk
dipisahkan dari natan hasil sentrifugasi, kemudian dicuci menggunakan
larutan Phospate-Buffered Saline (PBS) sebanyak 0,05 mL menggunakan
pipet tetes dengan cara sedot tuang sebanyak 3 kali, agar menjadi ekstrak
bakteri dan terbebas dari zat pengotor. Setelah dicuci, ekstrak mikroba
dikumpulkan dalam masing-masing kotak aluminium foil untuk ditimbang
menggunakan neraca analitik hingga mencapai 132,5 mg per satu jenis
ekstrak (Souza et al., 2019).

Ekstrak mikroba dimasukkan ke dalam gelas beaker 500 mL, lalu
ditambahkan 40 mL akuades, dihomogenkan dengan cara mengguncangkan
gelas beaker berisi suspensi pakan hingga merata. Suspensi pakan berbasis
mikroba dalam gelas beaker 500 mL ditutup menggunakan aluminium foil
untuk mencegah kontaminasi dan masuknya kotoran (debris) sebelum
diberikan ke larva nyamuk. Suspensi pakan diberikan sebesar 3,3 mg/mL

untuk setiap pengulangan pada perlakuan 1, 2, dan 3 (Souza, et al., 2019).

Konsentrasi suspensi dihitung berdasarkan banyaknya perlakuan dan
pengulangan, masing-masing sebanyak 4 perlakuan dan 6 pengulangan.
Masing-masing wadah pertumbuhan tiap pengulangan berisi 125 mL air
dengan 25 ekor larva instar 3 (Garjito, et al., 2021 dan Qureshi, et al.,
2023). Konsentrasi suspensi dihitung berdasarkan acuan Souza, et.al.
(2019), 800 mg pakan untuk 250 mL volume air, dihitung berdasarkan

densitas larva 0,22 larva/cm?, untuk 150 larva nyamuk Ae. aegypti.
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Perbandingan pakan disederhanakan untuk 1x dosis konsentrasi pakan

untuk 3 ekor larva.

Kemudian didapatkan hasil bahwa 3 larva membutuhkan sebesar 16 mg
pakan dilarutkan dalam 50 mL akuades steril. Hasil perhitungan
menyesuaikan dosis dalam satu wadah pengulangan untuk 25 ekor larva,
diperoleh hasil bahwa 25 ekor larva instar 3 pada tiap pengulangan
membutuhkan sebesar 132,5 mg pakan, dilarutkan ke dalam akuades steril
sebanyak 40 mL. Hasil perhitungan massa pakan dibagi dengan volume
akuades steril sebagai pelarut, dan menghasilkan konsentrasi sebesar 3,3
mg/mL (Souza, et al., 2019).

Berikut adalah rumus perhitungan konsentrasi suspensi pakan menurut
Pangga dan Ahzan (2023):
p= m
\%

Keterangan: p = Massa jenis atau konsentrasi larutan (mg/mL)
m = Massa zat terlarut (mg)
V =Wolume pelarut (mL)

Pembuatan Suspensi Pakan Kontrol

Mula-mula pelet TetraBits sebagai pakan kontrol ditimbang menggunakan
neraca analitik. Pelet dimasukkan ke dalam kotak aluminium foil sebanyak
132,5 mg Kemudian, pelet dimasukkan ke dalam gelas beaker 250 mL dan
ditambahkan 40 mL akuades. Suspensi pelet diaduk hingga merata
menggunakan spatula. Suspensi pelet dimasukkan ke dalam botol plastik
bertutup ulir. Suspensi dapat disimpan dalam suhu 4°C di dalam lemari
pendingin. Suspensi pakan yang dibuat digunakan untuk 1 kali dosis
pemberian pakan dan diberikan setiap 3 hari sekali, diseluruh pengulangan
kontrol. Setiap ulangan kontrol diberikan suspensi TetraBits sebanyak 3,3

mg/mL sebagai pakan. Jumlah dosis pemberian pakan diperoleh dari
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perbandingan 800 mg pakan terhadap 16 mg/larva, dalam 125 mL media
pertumbuhan larva nyamuk (Souza, et al., 2019).

Konsentrasi suspensi dihitung berdasarkan banyaknya perlakuan dan
pengulangan, masing-masing sebanyak 4 perlakuan dan 6 pengulangan.
Masing-masing wadah pertumbuhan tiap pengulangan berisi 135 mL air
dengan 25 ekor larva instar 3 (Qureshi, et al., 2023). Konsentrasi suspensi
dihitung berdasarkan acuan Souza, et.al. (2019), 800 mg pakan untuk 250
mL volume air, dihitung berdasarkan densitas larva 0,22 larva/cm?, untuk
150 larva nyamuk Ae. aegypti. Perbandingan pakan disederhanakan untuk
1x dosis konsentrasi pakan untuk 3 ekor larva. Kemudian didapatkan hasil
bahwa 3 larva nyamuk Ae. aegypti, membutuhkan sebesar 16 mg pakan

dilarutkan dalam 50 mL akuades steril.

Hasil perhitungan menyesuaikan dosis dalam satu wadah pengulangan
untuk 25 ekor larva, sehingga diperoleh hasil bahwa 50 ekor larva pada tiap
pengulangan membutuhkan sebesar 132,5 mg pakan yang dilarutkan ke
dalam akuades steril sebanyak 40 mL. Hasil perhitungan massa pakan
dibagi dengan volume akuades steril menghasilkan konsentrasi sebesar 3,3
mg/mL (Souza, et al., 2019).

Berikut adalah rumus perhitungan konsentrasi suspensi pakan menurut
Pangga dan Ahzan (2023):
p=__ M
Vv

Keterangan: p = Massa jenis atau konsentrasi larutan (mg/mL)
m = Massa zat terlarut (mg)
V =Volume pelarut (mL)
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Aklimatisasi dan Penetasan Telur Nyamuk Ae. aegypti dalam Media

Air Sumur

Langkah penetasan diawali dengan mengisi kotak plastik Thinwall 3.000
mL dengan 1.875 mL air sumur (Garjito, 2021). Setelah terisi air,
dimasukkan 1 kertas berisi telur nyamuk Ae. aegypti untuk satu wadah
berukuran 3.000 mL. Kemudian telur didiamkan selama 7-10 hari sampai
menetas menjadi larva (instar 3), sebelum dipindahkan ke dalam masing-

masing media perlakuan dengan 6 pengulangan (Garjito et al., 2021).

3.8 Perlakuan Pemberian Pakan

3.8.1 Pemberian Pakan Kontrol dengan Suspensi Tetrabits

Kotak plastik Thinwall (12 cm x 12 cm x 7 cm) dipersiapkan untuk
menampung air kondensat AC sebanyak 125 mL sebagai tempat
pertumbuhan larva nyamuk. Wadah perlakuan kontrol diberikan

label keterangan “K”. Sebanyak 3,3 mg/mL suspensi pakan TetraBits
dimasukkan ke dalam 125 mL air kondensat AC menggunakan spuit 20 mL
dalam wadah perlakuan kontrol. Setelah suspensi pakan tercampur

merata dengan media pertumbuhan, sebanyak 25 ekor larva nyamuk

(instar 3) (Souza, et al., 2019).

3.8.2 Perlakuan dengan Suspensi Bakteri

Kotak plastik Thinwall (12 cm x 12 cm x 7 cm) dipersiapkan untuk
menampung air kondensat AC sebanyak 125 mL sebagai tempat
pertumbuhan larva nyamuk. Wadah diberikan label keterangan untuk
masing-masing jenis bakteri, yaitu; P1 (E. cloacae), P2 (K. pneumoniae),
dan P3 (P. aeruginosa). Sebanyak 3,3 mg/mL masing-masing jenis suspensi
ekstrak bakteri dimasukkan ke dalam 125 mL air kondensat AC dalam

wadah perlakuan P1, P2, dan P3. Setelah suspensi pakan tercampur merata
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dengan media pertumbuhan, sebanyak 25 ekor larva nyamuk (instar 3)
dimasukkan ke dalam masing-masing wadah perlakuan (Souza, et al.,
2019).

3.9 Perhitungan Tingkat Mortalitas Larva Ae. aegypti

Perhitungan tingkat mortalitas nyamuk dilakukan mulai dari tahap pemberian
suspensi pakan terhadap larva instar 3. Ketika larva nyamuk instar 3 sudah
diberikan perlakuan pakan menggunakan suspensi ataupun pelet TetraBits
sebagai kontrol, larva nyamuk yang mati, ditandai dengan tidak adanya
pergerakan ataupun larva jatuh ke dasar wadah perlakuan, dilakukan
pencatatan jumlah larva (n) yang mati pada tiap hasil perlakuan (Putri, et al.,
2022). Jumlah larva yang mati dicatat secara manual di dalam kertas

menggunakan pena.

Kemudian, jumlah larva yang mati akan dihitung mortality rates tiap
perlakuan dan ulangan menggunakan rumus tingkat mortalitas (mortality

rates), dengan rumus sebagai berikut (Alhewairini et al., 2021).:

; 0/ __nin Co before treatment x n in T after treatment sk
Mortahty rates ( A)) (1 n in Co after treatment X n in T before treatment ) 100

Keterangan: Mortality rates (%) = Nilai Mortalitas (%)

n = Jumlah larva nyamuk
T = Perlakuan
Co = Kontrol

3.10 Perhitungan Lethal Time 50% Larva Ae. aegypti

Perhitungan lethal time 50% larva nyamuk dilakukan mulai dari tahap
pemberian suspensi pakan terhadap larva instar 3 (Putri, et al., 2022). Ketika
larva nyamuk instar 3 sudah diberikan perlakuan pakan menggunakan
suspensi ataupun pelet TetraBits sebagai kontrol, larva nyamuk yang mati,
ditandai dengan tidak adanya pergerakan ataupun larva jatuh ke dasar wadah

perlakuan, dilakukan pencatatan jumlah larva (n) yang mati pada tiap hasil
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perlakuan (Putri, et al., 2022). Kematian larva diamati selama 48 jam dengan
interval waktu pengamatan setiap 4 jam dalam sehari setelah perlakuan.
Jumlah kematian larva dicatat secara manual di dalam kertas menggunakan
pena sebelum dipindahkan kedalam aplikasi Microsoft Excel (Alhewairini,et
al., 2021). Hasil kematian larva tiap interval 4 jam akan dianalisis
menggunakan aplikasi IBM Statistics SPSS versi 26 menggunakan uji
Regresi Probit (Natalia dan Astuti, 2019).

3.11 Analisis Data

Data pengamatan diperoleh melalui pengamatan jumlah larva mati pada
kontrol dan setiap pengulangan selama 48 jam. Data tersebut digunakan
untuk perhitungan nilai mortalitas (mortality rates) menggunakan rumus
Henderson-Tilton (Alhewairini, et al., 2021), dan perhitungan nilai LT50
menggunakan Regresi Probit, aplikasi IBM SPSS Statistics versi 26 (Koraag,
2020). Data hasil perhitungan jumlah kematian larva nyamuk juga dianalisis
secara statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney. Kedua
metode uji dipilih karena data memenuhi persyaratan uji, data tidak
terdistribusi normal (Amelia, dkk., 2023, Natalia dan Astuti, 2019).

Uji Kruskal-Wallis bertujuan untuk memperoleh nilai signifikansi dari
jumlah kematian larva nyamuk pada kontrol dan seluruh perlakuan uji
(Natalia dan Astuti, 2019). Uji Kruskal-Wallis memiliki beberapa syarat yang
harus dipenuhi, yaitu dengan melakukan uji normalitas Kolmogorov-Smirnof

dengan nilai tingkat signifikansi sebesar p<0,05 (Natalia dan Astuti, 2019).

Uji Mann-Whitney digunakan untuk memperoleh nilai P value (beda nyata)
dengan cara membandingkan dua data hasil perhitungan jumlah kematian
larva (Amelia, dkk., 2023). Uji Mann-Whitney digunakan untuk mengetahui
perlakuan yang signifikan berdasarkan nilai P value (beda nyata) antara

kontrol dan masing-masing perlakuan (Amelia, dkk., 2023).
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3.12 Diagram Alir

Adapun diagram penelitian yang dilakukan pada Laboratorium Mikrobiologi
dan Zoologi, FMIPA, Universitas Lampung dalam penelitian ini adalah

sebagai berikut:

Preparasi alat dan bahan penelitian
(Lab. Mikrobriologi dan Zoologi, FMIPA, Unila)

Penyediaan telur nyamuk Ae. aegypti
(Lab. Zoologi, FMIPA, Unila)

Penyediaan isolat bakteri . cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa
(Lab. Mikrobiologi, FMIPA, Unila)

Peremajaan dan pembuatan stok masing-masing isolat bakteri
(Lab. Mikrobiologi, FMIPA, Unila)

Penetasan 600 butir telur nyamuk ke dalam media air sumur
(Lab. Zoologi, FMIPA, Unila)

Penenempatan 25 ekor larva nyamuk ke dalam media air kondensat
AC dengan masing-masing 6 pengulangan
(Lab. Zoologi, FMIPA, Unila)

|
| |

Kontrol Perlakuan
Sebanyak 25 ekor Sebanyak 25 ekor
larva nyamuk Ae. larva nyamuk Ae.

aegypti instar 3 aegypti instar 3
disetiap wadah disetiap wadah
pengulangan pengulangan
diberikan suspensi diberikan suspensi
pakan Tetrabits pakan tiap jenis
(3,3 mg/mL). bakteri (3,3 mg/mL).

Pengamatan jumlah kematian larva dalam interval waktu 4 jam selama 48 jam
(Lab. Zoologi, FMIPA, Unila)

Analisis Data
(Lab. Zoologi, FMIPA, Unila)




5.1.

5.2.

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil

kesimpulan antara lain:

1. Nilai mortalitas larva Ae. aegypti tertinggi diperoleh dari perlakuan
pemberian suspensi bakteri E. cloacae, sebesar 53,3%, serta hasil uji
Mann-Whitney di seluruh perlakuan berbeda nyata. Kecuali pada
perlakuan suspensi K. pneumoniae dan P. aeruginosa.

2. Nilai Lethal Time 50% (LT50) untuk suspensi ekstrak bakteri E.
cloacae, K. pneumoniae, dan P. aeruginosa berturut-turut diperoleh
sebesar 36,10 jam, 88,99 jam, dan 47,54 jam.

Saran
Adapun saran penelitian ini antara lain:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai analisis variasi dosis
ekstrak pakan bakteri entomopatogen terhadap nilai LC50 larva Ae.
aegypti.

2. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan variasi strain
bakteri yang memiliki potensi sebagai entomopatogen terhadap larva

Ae. aegypti.
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