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Pendahuluan

Abstract: Mosquito-borne diseases include tropical diseases such as malaria,
filariasis, dengue fever, chikungunya, yellow fever and cerebral fever are still
major health problems in Indonesia and on a global scale. Various methods
have been used to overcome this, including controlling vector mosquitoes using
the entomopathogenic microbial Lysinibacillus sphaericus. This study aims to
identify bacterial isolates collected based on the 16S rRNA gene and to carry
out the pathogenicity test of the bacterial isolates collected on Cx.
quinquefasciatus larvae. Bacterial isolates used in this study were collected
from root soil, bird droppings and guano. The identification of the type of
bacteria was carried out based on the 16S rRNA gene fragment. Based on the
results of the 16S RNA sequence analysis of isolates 229C, 6B4, 6.2 and 4D21,
it was found that the four isolates were included in the L. sphaericus species
with similarity scores ranging from 97% to 100%. The pathogenicity of
bacteria was measured based on the mortality of Cx. quinquefasciatus larvae to
know whether it has pathogenicity equal to or higher than strain 1593. The
pathogenicity test results of 6 isolates 15.4, 229C, 1593, 6B4, 6.2 and 4D21
showed that isolate 15.4 has the highest larval mortality rate, so it is potentially
used as a biological agent to control disease vector mosquitoes.

Keywords: Culex quinquefasciatus, Lysinibacillus sphaericus, pathogenicity
test, Indonesia

Tyagi, 2002). Bakteri ini menghasilkan protein
yang sangat beracun untuk larva nyamuk.

Nyamuk dapat berperan sebagai vektor
penyakit pada manusia dan hewan. Penyakit
yang ditularkan nyamuk termasuk penyakit
tropis seperti malaria, filariasis, demam
berdarah, chikungunya, demam kuning dan
demam otak (Basavaraj et al., 2014). Salah satu
cara pengendalian vektor ini adalah dengan
penggunaan insektisida. Namun, penggunaan
insektisida yang kurang bijaksana akan
menimbulkan resistensi vektor, resurgensi
hama, munculnya vektor kedua, terbunuhnya
organisme bukan sasaran (parasitoid, predator
dan serangga berguna lainnya) dan pencemaran
lingkungan.

Penemuan bakteri L. sphaericus telah
membuka peluang untuk penggunaannya
sebagai bio-agen potensial dalam program
pengendalian nyamuk (Poopathi dan Abidha
2010, Poopathi et al., 2002, Poopathi dan
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Patogenisitas bakteri L. sphaericus terhadap
larva nyamuk disebabkan oleh beberapa jenis
toksin. Pada fase vegetatif berbagai isolat
bakteri L.sphaericus menghasilkan
mosquitocidal toxin (Mtx). Mtx1 pertama kali
ditemukan pada strain SSII-1 yang memiliki
patogenisitas  rendah  terhadap  nyamuk
(Thanabalu et al., 1991). Kemudian pada tahun
1996 pada strain yang sama ditemukan toksin
Mtx2 yang tidak memiliki kesamaan strutural
dengan Mtx1 (Thanabalu et al., 1996). Pada
tahun yang sama ditemukan pula Mtx3 pada
strain SSII-1 tersebut (Liu et al., 1996). Ketiga
toksin tersebut relatif tidak patogenik terhadap
larva nyamuk dan ditemukan di banyak strain
baik yang memiliki patogenisitas rendah
maupun tinggi. Kemudian terdapat Kkristal
paraspora saat bakteri telah melakukan
sporulasi, kristal tersebut tersusun dari protein
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biner yang disebut BinA dan BinB (Baumann
etal., 1988; Hindley et al., 1987). Toksin biner
tersebut sangat conserved, hingga dari lima
varian yang diketahui, hanya terdapat enam
variasi asam amino di antara varian satu
dengan varian lainnya (Hire et al., 2009).
Akibatnya, penggunaan bakteri L. sphaericus
secara terus menerus mudah menimbulkan
resistensi (Oliveira et al., 2004, Wirth et al.,
2000, Rao et al., 1995) sehingga diupayakan
pencarian terhadap isolat-isolat baru yang
menghasilkan toksin dan lebih adaptif terhadap
kondisi lingkungan setempat.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengidentifikasi beberapa isolat yang secara
morfologis  diduga  merupakan  strain
L. sphaericus yang diperoleh dari beberapa
tanah, tanah perakaran dan kotoran burung
menggunakan analisis sekuen gen 16S rRNA,
serta menguji patogenesitasnya terhadap larva
Cx. quinquefasciatus.

Bahan dan Metode

Perbanyakan Lysinibacillus sphaericus

Perbanyakan bakteri dilakukan dengan
menggunakan medium bulu ayam. Medium bulu
ayam (Poopathi & Abidha, 2007) dibuat dengan
mengumpulkan limbah bulu ayam dari tempat
pemotongan ayam lokal, kemudian limbah bulu
ayam dicuci dan dikeringkan pada suhu ruang.
Setelah kering, bulu ayam diblender hingga halus.
100 g berat kering bulu ayam direbus masing-
masing menggunakan beaker glass dengan 1 L air
selama 15 menit. Hasil rebusan didinginkan
kemudian disaring dan kemudian disesuaikan pH
nya hingga 7,5 menggunakan NaOH 1 N. pH
diukur menggunakan pH meter. Medium bulu
ayam dimodifikasi dengan penambahan garam
yang terdiri dari 1 mg/L CaCO3; 1 mg/L MgSO4;
0,1 mg/L FeSO4; 0,1 mg/L MnSO4, dan 0,1 mg/L
ZnSO4. Medium disterilkan pada suhu 1210C
selama 20 menit di autoclave. Medium kemudian
dituang di Erlenmeyer flask untuk inokulasi
bakteri.

Uji Patogenesitas Isolat Bakteri

Uji patogenisitas bakteri L. sphaericus
dilakukan terhadap larva  nyamuk Culex
quinquefasciatus instar keempat awal. Uji
patogenisitas menggunakan 6 isolat bakteri
dengan konsentrasi masing-masing 0,1 pl, 0,5
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pl, 1 ul, 5 pl, 10 pl dan 50 pl ditambahkan ke
dalam gelas plastik yang telah diisi 100 ml
akuades steril dan 25 ekor larva nyamuk instar
keempat. Kematian larva dihitung pada 24 jam
dan 48 jam setelah perlakuan. Setiap perlakuan
di ulang tiga kali. Setiap seri bioassay
melibatkan enam Kkonsentrasi; dan setiap
konsentrasi diuji dalam empat cup berisi 25
larva instar awal keempat per ulangan, diulang
tiga kali dalam waktu yang berbeda (WHO,
2005). Sebagai kontrol positif dilakukan
pengujian dengan L. sphaericus strain 1593 dan
sebagai kontrol negatif dilakukan pengujian
dengan air tanpa inokulum. Setelah kematian
larva diketahui, selanjutnya jumlah kematian
larva dicatat. Selanjutnya, pengamatan ini
dilanjutkan selama 7 hari untuk melihat
sublethal effect. Larva yang mati dan yang
masih hidup setiap hari diambil dan diamati
dibawah mikroskop dengan perbesaran 40x.

Analisis sekuens 16 S rRNA DNA

Karakterisasi  molekular isolat L.
sphaericus diawali dengan tahap reisolasi
koleksi isolat L. sphaericus, perbanyakan,

purifikasi, dan preparasi sampel sekuensing.
Proses isolasi DNA hingga sekuensing genom
bakteri L. sphaericus dilakukan di MicrobesNG,
Birmingham, UK. Tiga beads dicuci dengan
buffer ekstraksi yang mengandung lisozim dan
RNAase A, kemudian diinkubasi selama 25
menit pada suhu 37°C. Selanjutnya proteinase K
dan RNAase A ditambahkan dan diinkubasi
selama 5 menit pada 65°C. DNA genom
dimurnikan menggunakan volume yang sama
dari beads SPRI dan diresuspensi dalam buffer
EB.

Data Analysis
Penyusunan Contigs

Genom yang telah disekuensing dengan
menggunakan sistem Illumina HiSeq 2000
dipotong menggunakan Trimmomatic 0.30
dengan a sliding window quality cutoff Q15
(Bolger et al., 2014), kemudian disusun atau
dirakit secara de novo menggunakan SPAdes
versi 3.7 (Bankevich et al., 2012) dan Celera
Assembler sebagai koreksi eror sekuensing pada
hasil bacaan yang panjang (Hernandez-Santana
et al., 2016).

Anotasi Genom
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Anotasi genom dilakukan dengan tujuan
mengidentifikasi ~ elemen  fungsional  di
sepanjang sekuen genom, dilakukan
menggunakan RAST server (Overbeek et al.,
2014; Hernandez-Santana et al., 2016; Jeong et
al., 2013), dan Prokka 1.11 (Seemann, 2014).
Pada penelitian ini akan dibatasi pengolahan
data pada identifikasi jenis bakteri dengan
analisis sekuens 16 S rRNA. Sekuen 16S rRNA
yang diperoleh dari hasil sekuensing genom
dianalisis menggunakan Nucleotide BLAST
(Madden,  2013) pada web  NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg).
Rekonstruksi filogram (pohon filogenetik) pada
penelitian ini menggunakan metode Neighbor-
Joining dengan nilai boostrap 1000 kali dengan
model Kimura 2- Parameter (K2P) pada
program MEGA10.

Uji Petogenesitas

Patogenisitas dinyatakan dengan LC50
dan LC90 yang dihitung dengan metode Probit
Analysis (Finney, 1971) menggunakan program
SPSS 16,0. Jika kematian pada kontrol antara 5-
20% maka analisis Probit dikoreksi dengan
Formula Abbot (WHO, 2005).

Hasil dan Pembahasan

Analisis sekuens 16 S rRNA DNA

Sekuen 16S rRNA yang diperoleh dari
hasil sekuensing genom dianalisis
menggunakan Nucleotide BLAST (Madden,
2013) pada web NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg). Hasil
analisis Nucleotide BLAST berupa similaritas
dan identity yang menunjukkan kemiripan
sampel dengan spesies yang ada di database
GenBank. Hasil analisis Nucleotide BLAST
yang didapatkan selanjutnya digunakan untuk
memprediksi spesies dari sampel yang diteliti.
Empat sekuen isolat yang diperoleh dicari
padanannya menggunakan online Nucleotide
BLAST pada web NCBI (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). Hasil analisis online
Nucleotide BLAST berupa nilai query cover dan
nilai similaritas yang ditunjukkan dengan nilai
identity. Semakin tinggi nilai parameter ini
menunjukkan semakin mirip urutan basa sampel
dengan database (Aprilyanto dan Sembiring,
2016). Hasil analisis online Nucleotide BLAST
yang diperoleh disajikan pada Tabel 1.
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Berdasarkan  hasil  analisis  online
Nucleotide BLAST pada Tabel 4 diperoleh hasil
bahwa keempat isolat termasuk dalam spesies L.
sphaericus. BLAST similarity scores berkisar
antara 97% sampai 100%. Rekonstruksi pohon
filogeni gen 16S rRNA menggunakan software
MEGA10 dengan menggunakan data sekuen
pembanding dari kelompok in group dan out
group yang di unduh dari NCBI (Gambar 1).

Uji Patogenesitas Isolat Bakteri

Uji patogenisitas 6 isolat bakteri L.
sphaericus dilakukan terhadap larva nyamuk
Culex quinguefasciatus instar keempat awal. Uji
patogenisitas menggunakan Kisaran konsentrasi
masing-masing 0,1 pl, 0,5 ul, 1 pl, 5 pl, 10 pl dan
50 ul ditambahkan ke dalam gelas plastik yang
telah diisi 100 ml akuades steril dan 25 ekor larva
nyamuk instar keempat. Kematian larva dihitung
pada 24 jam dan 48 jam setelah perlakuan.
Kisaran  konsentrasi  ini  diambil  untuk
mendapatkan persentase kematian sebanyak 50%
dan 90% (LCso dan LCg). Hasil pengamatan
mortalitas larva dikalkulasikan selama 48 jam
disajikan pada Gambar 2 sebagai berikut:

100 95
88
90 82
80 73 731
70 I 6§ 680
60 31 ok 549
50 49 " & 483 40
40 334
2 2 2
30 2
19 1
20 15 15 13 12 1%
10
0
15.4 229C 1593  6B4 6.2  4D21
ISOLAT
0,1 pl O5u @1lp @S5ul @10ul 50 pl

PERSENTASE MORTALITAS

Gambar 2. Persentase mortalitas larva C. quinquefasciatus selama

48 jam pengamatan

Berdasarkan Gambar 2, persentase
mortalitas larva nyamuk Culex quinquefasciatus
yang dikalkulasikan selama 48 jam menunjukkan
bahwa isolat 15.4 dengan konsentrasi 50l
menghasilkan persentasi kematian terbesar 95%
dibandingkan isolat lain dengan konsentrasi yang
sama, dimana isolat 229C memiliki persentase
kematian larva 71% pada konsentrasi 50ul, isolat
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Tabel 1. Hasil analisis BLAST gen 16S rRNA

Sampel

Sekuens terdekat di
GeneBank

Accesion
Number

Query  Identity

Cover

Author

Isolat 6B4
Isolat 229C
Isolat 4D21
Isolat 6.2

L. sphaericus 13651V
L. sphaericus S21108
L. sphaericus JAN-1
L. sphaericus X050

EU741101.1
KF956671.1
KF453777.1
KJ698650.1

100%
100%
97%
98%

100,00%
99,54%
99,12%
99,86%

Solano et al., (2009)
Suyal et al. (2014)
Ding et al. (2016)
Liu et al. (2014)

o8

a7

a1

IHE B 7071
13630C

— S21108
13630F
136320
136321
13644D

4z 13651V
G10
Marseille-P827
533
B1-CDA

[ CICR-X12
CCM10B
KSC SF3b
M115
Lysinibacillus sinduriensis
JD1103

Ca

LSRA1

52

VCRC B543
JUMN-6

RJ13
SMR38

RJ5

JAMN-1
SEP-1

GAA

SMRS
Lma3

X050
sADAAB 31
51

J14-14

Lsphaericus 6 2
Lysinibacillus mangiferihumi
DSM 28

DE4

BR2308

LT546428.1 Bacillus subtilis HB2

o

Lsphaericus 6B4

—
o.z0

Lsphaericus 4021

Lsphaericus 229C

Gambar 1. Rekonstruksi pohon filogeni gen 16S rRNA pada L. sphaericus
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1593 dengan persentase 60%, isolat 6B4 memiliki
persentase kematian larva 49%, isolat 6.2 pada
43% dan isolat 4D21 dengan persentase kematian
terendah 40%.

Berdasarkan data kematian larva nyamuk
Culex quinquefasciatus yang diperoleh dari
hasil uji patogenesitas dengan menggunakan 6
isolat, maka dapat dihitung nilai LCsp dan LCqgo
dengan menggunakan probit analisis. Hasil
perhitungan LCso dan LCq disajikan pada Tabel
2.

Tabel 2. Nilai LCsodan LCg (Ul FWC/100ml media
uji) bakteri L. sphaericus terhadap larva nyamuk
C.quinquefasciatus larva instar 1V setelah 48 jam
perlakuan

Lower  Upper Lower Upper
Isolat LC;y  fiducial fiducial LCy  fiducial fiducial
limit limit limat limut
0.6 0,0 43 13.7 0.7 290,7
228C 22 0,6 75 2169 36,1 478229
5.6 35 9.9 1738.8 466,7 14070,4
16.9 8.9 434 136903 20248 385946.4
62.2 239 312 1551521 98104 334839157

158.07 46,9 17192 6637524 243065 695055469.6

4D21

Dari Tabel 2. dapat dilihat bahwa LCs, dari
isolat 15.4 sebesar 0,591739 pl FWC /100ml
media uji; isolat 229C sebesar 2.371166 ul FWC
/100mI media uji; isolat 1593 sebesar 5,765992 pl
FWC /100ml media uji; isolat 6B4 sebesar
16,84554 ul FWC /100ml media uji; isolat 6.2
sebesar 58,1649 pl FWC /100ml media uji; dan
isolat 4D21 sebesar 141,3647 pl FWC /100ml
media uji. Sedangkan LCg dari isolat 15.4
sebesar 13,830089 ul FWC /100ml media uji;
isolat 229C sebesar 218,1493 pl FWC /100ml
media uji; isolat 1593 sebesar 1556,048 pl FWC
/100ml media uji; isolat 6B4 sebesar 10786,685
pl FWC /100ml media uji; isolat 6.2 sebesar
106733,81 pl FWC /100ml media uji; dan isolat
4D21 sebesar 439377,69 pl FWC /100ml media
uji.

Identifikasi Molekular menggunakan Sekuens
16S rRNA DNA L. sphaericus

Berdasarkan  hasil  analisis  online
Nucleotide BLAST pada Tabel 1 diperoleh hasil
bahwa keempat isolat termasuk dalam spesies L.
sphaericus. BLAST similarity scores berkisar
antara 97% sampai 100%. Rekonstruksi pohon
filogeni gen 16S rRNA pada L. sphaericus
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antara isolat L. sphaericus dilakukan dengan
data pembanding yang diperoleh dari GenBank
hasil  BLAST. Hasil analisis filogenetik
berdasarkan sekuen nukleotida gen mitokondria
16S rRNA (Gambar 1) memperlihatkan bahwa
terbentuk beberapa clade, dimana isolat 6.2
berada jauh dari isolat 4D21, 6B4 dan 229C. Hal
ini menunjukkan bahwa isolat tersebut sangat
berbeda, didukung dengan perbedaan protein
toksin yang terdapat pada masing-masing isolat,
dimana hanya pada isolat 6.2 terdapat toksin
Mtx, sedangkan pada isolat 229C dan 4D21
hanya terdapat protein S-layer, HemolysinA dan
HemolysinD.

Rekonstruksi filogram (pohon
filogenetik) pada penelitian ini menggunakan
metode Neighbor-Joining dengan nilai boostrap
1000 kali dengan model Kimura 2- Parameter
(K2P) pada program MEGA10. Metode
Neighbor-Joining merupakan metode
rekonstruksi pohon yang menggunakan jenis
data status karekter dan dengan cara
rekonstruksi dengan kriteria pencarian optimal.
Metode ini menggunakan data urutan nukleotida
atau asam amino sebagai data yang digunakan
dalam rekonstruksi filogeni dengan
mengevaluasi probabilitas serta jumlah subtitusi
pada setiap situs karakter dalam suatu sekuens.
Prinsip utama metode ini adalah menentukan
topologi pohon, panjang cabang, dan model
kekerabatan yang memaksimalkan probabilitas
untuk mengobservasi jajaran urutan yang
dimiliki (Aprilyanto dan Sembiring, 2016).

Uji Patogenesitas Isolat Bakteri

Uji patogenisitas 6 isolat bakteri L.
sphaericus dilakukan terhadap larva nyamuk
Culex quinguefasciatus instar keempat awal.
Pada Gambar 2 terlihat bahwa untuk isolat 15.4,
6.2 dan 4D21 semakin tinggi konsentrasi
inokulum, semakin tinggi pula persentase
kematian larva. Sedangkan untuk isolat 229C,
1593 dan 6B4 terdapat penurunan beberapa
persen angka kematian larva. Pada Gambar 2 juga
didapatkan hasil persentase kematian kontrol
negatif sebesar 1,3%. Hal tersebut menunjukkan
bahwa kondisi larva sebelum perlakuan dalam
keadaan baik sehingga dapat memperkecil
kemungkinan adanya faktor lain yang dapat
mempengaruhi kematian larva dalam pengujian.
Apabila kematian pada kontrol negatif lebih dari
20% maka pengujian tersebut dinyatakan gagal
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dan harus mengulangi kembali percobaan
tersebut (World Health Organization, 2005).

Perbedaan patogenesitas tiap isolat diduga
berhubungan dengan jumlah spora masing-
masing isolat setelah perbanyakan. Pada
penelitian ini kematian larva juga dipengaruhi
protein toksin masing-masing isolat bakteri.
Isolat bakteri uji mungkin tidak memproduksi
protein yang bersifat toksik atau hanya
memproduksi protein toksin dengan toksisitas
yang rendah terhadap larva C. quinguefasciatus.
Menurut Poopathi dan Abidha (2010), faktor
yang menentukan toksisitas yang berbeda adalah
spesifitas reseptor protein sel epitel midgut dan
bukan pada proses penyerapan atau pemrosesan
toksin. Adanya reseptor pada permukaan sel
target menjadi spesifitas dari serangga tersebut.
Protein toksin BinA dan BinB mengikat pada
reseptor spesifik di batas sel epitel midgut yang
menyebabkan terbentuknya lubang sehingga
terjadi gangguan keseimbangan osmotik, lisis
sel, dan menyebabkan kematian serangga.

Nilai LCso dan LCgy adalah satuan yang
menyatakan ko nsentrasi suatu produk yang
mampu membunuh 50% dan 90% dari
organisme uji (Yamamoto dan Aronson, 1983).
Isolat yang memiliki patogenesitas paling baik
adalah yang membutuhkan konsentrasi bakteri
paling sedikit dalam membunuh 50% dan 90%
larva dalam waktu pendedahan paling cepat.
Dari Tabel 5. isolat 15.4 memiliki nilai LCso dan
LCq yang paling kecil selama pendedahan 48
jam dibandingkan isolat lain, sehingga diantara
isolat L. sphaericus yang memiliki
patogenesitas paling baik adalah isolat 15.4.

Kesimpulan

Hasil analisis sekuen 16S RNA isolat
229C, 6B4, 6.2 dan 4D21 menunjukkan
bahwa keempat isolat tersebut termasuk
dalam spesies L. sphaericus dengan
similarity scores berkisar antara 97% sampai
100%. Hasil uji patogenesitas 6 isolat 15.4,
229C, 1593, 6B4, 6.2 dan 4D21
menunjukkan bahwa isolat 15.4 memiliki
tingkat mortalitas larva paling tinggi
sehingga berpotensi untuk digunakan
sebagai agensia hayati untuk mengendalikan
nyamuk vektor penyakit.
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