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KATA PENGANTAR

Dengan mengucapkan puji syukur kehadirat
Tuhan Yang Maha Esa, akhirnya monograf dengan judul
Bacillus sphaericus Agen Pengendali Hayati Nyamuk
dapat diselesaikan.

Penulisan monograf ini didasari oleh masih
adanya masalah penyakit infeksi yang agensia
penyebabnya disebarkan oleh nyamuk (disebut juga
penyakit tular nyamuk), seperti malaria, demam
berdarah Dengue, Chikunya, dan beberapa penyakit lain.
Hingga kini, kasus-kasus penyakit tular nyamuk tidak
pernah berkurang, walaupun banyak upaya
pengendalian nyamuk telah dilakukan. Karenanya,
sudah saatnya kita melirik penggunaan bakteri Bacillus
sphaericus sebagai salah satu agensia untuk
pengendalian nyamuk di Indonesia. Di beberapa negara
B. sphaericus banyak digunakan mendapingi prosedur
lain dalam pengendalian nyamuk. Bakteri ini selain
efektif, juga aman bagi lingkungan. Tidak seperti bahan
kimia pestisida yang kemungkinan meninggalkan
residunya di alam dan berpotensi menyebabkan masalah
baru.

Beberapa bagian dari monograf ini diambil dari
studi pustaka dari berbagai sumber ilmiah, sedangkan
bagian isolasi, deteksi serta pengembangbiakan bakteri
berasal dari hasil penelitian dari tahun 2014 sampai
fBngan sekarang yang dilakukan di Pulau Lombok dan
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Biologi
Molekuler, FMIPA Universitas Brawijaya.
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Ucapan terima kasih yang tak terhingga penulis
sampaikan pada Bapak Dr. Suharjono, [bu Dr. Tri
Ardivati dan Bapak Dr. Bagyo Yanuwiadi dari
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Ekologi
FMIPA Universitas Brawijaya yang telah banyak
membimbing penulis @jJam melakukan penelitian
mengenai B. sphaericus ini. Ucapan terima kasih juff)
saya sampaikan untuk rekan-rekan peneliti di
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Biologi
Molekuler, FMIPA Universitas Brawijaya.

Akhir kata, walaupun monograf ini masih jauh
dari sempurna, semoga monograf ini bermanfaat
terutama untuk mahasiswa, dosen dan peneliti yang
berminat untuk meneliti B. sphaericus pada khususnya
dan bidang mikrobiologi lingkungan pada umumnya.

Mataram, November 2020

Penulis

Bambang Fajar Suryadi
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BAB |
PENDAHULUAN

Penyakit infeksius masih menjadi masalah
kesehatan besar di Indonesia, dan beberapa penyakit
tersebut agensia penyebabnya disebarkan oleh serangga
(penyakit tular serangga/vektor). Serangga yang paling
banyak menjadi vektor penyakit di Indonesia adalah
nyamuk. Beberapa penyakit yang agensia penyebabnya
disebarkan oleh nyamuk adalah malaria, aemam
berdarah Dengue, Chikungunya dan filaria. Menurut
data yang dikeluarkan oleh Kementerian Kesehatan RI
tahun 2019, didapatkan Annual Parasite Incident (API)
sebanyak 0,93 per 1.000 orang penduduk untuk kasus
malaria di Indonesia. Penderita malaria paling banyak
didaptkan di daerah Papua dan Nusa Tenggara Timur,
sementara hampir semua daerah di Indonesia telah
dinyatakan bebas malaria. Sementara itu, Incident Rate
untuk kasus infeksi Dengue di [Indonesia termasuk tinggi
yaitu sebesar 51,48 per 1.000 orang penduduk pada
tahun 2018. Kasus Chingunya pada tahun 2019 paling
banyak dilaporkan di Jawa Barat (1.044 orang), disusul
Lampung (829 orang) dan Gorontalo (534 orang). Kasus
filariasis pada tahun 2019 terbesar didapatkan di Papua
(3.615 orang), disusul oleh NusaTengara Timur sebesar
1.540 orang dan Papua Barat (1.089 orang) (Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia, 2020).
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Penyakit malaria di Indonesia keberadaannya
sudah dilaporkan sejak penjajahan Belanda di abad ke-
18 (Muhsin, 2012). Penyakit ini disebabkan oleh protozoa
parasit Plasmodium. Hingga kini, di Indonesia diketahui
terdapat setidaknya ada 4 jenis plasmodiuggypenyebab
penyakit malaria di Indonesia, yaitu: Plasmodium
falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale dan yang baru
diketahui adalah P. knowlesi yang ditularkan dari
monyet ekor panjang (Mueller et al., 2007; Collins, 2012).

Gambar 1.1
Stadium parasit Plasmodium (A) Schizont dan (B) Ring form dari
Plasmodium vivax (Sumber: Kute et al, 2012)

Gejala yang ditunjukkan oleh penderita malaria
adalah demam, menggigil, rasa lelah, muntah dan sakit
kepala. Pada infeksi yang parah/tidak segera mendapat
pertolongan medis, dapat menyebabkan koma dan
kematian. Gejala malaria biasa terlihat 10-15 hari
setelah tergigit nyamuk pembawa agensia malaria ini
(Beare et al., 2006).

Dalam penyebarannya, Plasmodium penyebab
malaria disebarkan oleh nyamuk Anopheles. Di Indonesia
diketahui terdapat 20 anggota spesies Anopheles yang
secara alami dapat menyebarkan parasit Plasmodium.
Penyebaran nyamuk ini merata di seluruh indonesia,
mulai di pinggiran pantai (dataran rendah) hingga di
pegunungan (dataran tinggi) (Elyazar et al., 2013).

Setelah malaria, penyakit demam berdarah Dengue
adalah penyakit tular nyamuk yang masih banyak
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diderita oleh masyarakat Indonesia. Penyakit ini
diketahui menyerang di Indonesia pada tahun 1960an
mementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2010).
Penyakit demam berdarah Dengue ini disebabkan ggph
virus Dengue (DEN virus), yaitu virus bergenom RNA
rantai tunggal yang termasuk dalam anggota kelompok
Flavivirus (family Flaviviridae). Virus Dengue juga
termasuk dalam golongan Arbovirus atau Arthropoda-
Borne Virus, karena disebarkan oleh serangga (terutama
nyamuk) (Simmons et al., 2012). Gejala yang ditimbulkan
oleh infeksi virus ini adalah adanya demam tinggi, ruam
pada kulit, sakit kepala, muntah, dan sakit persendian
serta otot. Gejala ini bisa berlangsung selama 2 hingga 7
hari. Kondisi ini bisa diperparah dengan kemungkinan
terjadi DHF (Dengue haemorrhagic fever)] dan DHS
(Dengue haemorragic shock) yang dapat menyebabkan
kematian bila tidak segera mendapat pertolongan (Ranjit
& Kissoon, 2011).

Penyakit lain yang disebarkan nyamuk adalah
Chikungunya. Penyakit ini disebabkan oleh
Chikungunya Virus (CHIKV) yang termasuk dalam genus
Alphavirus, family Togaviridae. Virus ini merupakan
virus RNA dengan utas RNA positif (Powers et al., 2001).
Penyakit ini diketahui keberadaannya di Indonesia sejak
tahun 1980an (Wibowo, 2010). Gejala yang ditimbulkan
oleh infeksi virus ini adalah demam, sakit kepala, sakit
otot, pegal, mual dan ruam kulit. Gejala ini bisa
berlangsung hanya dalam 2 hari atau hingga bermingu-
minggu (Center for Desease Control, 2016).
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Gambar 1.2

Gambaran mikroskopi elektron virus Dengue dan Chikungunya (A)

Virus Dengue penyebab penyakit demam berdarah Dengue dan (B)

Virus Chikungunya penyebab penyakit Chikungunya (Sumber: A.
Branswell, 2017; B. Weinbaum, 2020)

Agensia demam berdarah Dengue dan Chikungunya
ditularkan ke manusia melalui gigitan nyamuk Aedes.
Terdapat 2 jenis Aedes yang diketahui membawa virus
ini di Indonesia, yaitu Ae. aegypti dan A. albopictus
(Gould & Solomon, 2008; Enserink, 2007). Selain
malaria, demam berdarah Dengue dan Chikungunya
terdapat penyakit lain yaitu filariasis dan enchephalitis
yang agensia juga disebarkan oleh nyamuk Culex
(Hoedojo, 1989).

Gambar 1.3

Morfologi nyamuk Aedes (A} Nyamuk Ae. aegypti dan (B) Nyamuk Ae.
Albopictus (Sumber: Center for Disease Control, 2007)

Upaya pengendalian nyamuk dapat dilakukan
dengan berbagai pendekatan, yvaitu dengan pendekatan
sporadis dan non-sporadis. Pendekatan sporadis
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dilakukan dengan menggunakan bahan  kimia
pestisida,baik pada skala kecil (digunakan rutin di
rumah) hingga skala besar (digunakan pada saat terjadi
wabah/kejadian luar biasa di suatu daerah). Pendekatan
non-sporadis dilakukan dengan melakukan pengendalian
nyamuk terpadu, yang terdiri dari modifikasi/
menghilangkan habitat potensial nyamuk, pengendalian
larva nyamuk dan pengendalian nyamuk dewasa.
Pengendalian larva nyamuk dapat dilakukan
penggunaan bahan kimia (pestisida) dan agensia biologis.
Begitu pula dengan pengendalian nyamuk dewasa
(Center for Disease Control, 2020). Penggunaan bahan
kimia, walaupun efektif seringkali memberikan dampak
yang negatif, contohnya adalah matinya organisme
serangga non-target yang yang tidak berbahaya. Selain
itu, bahan kimia pestisida bila digunakan berlebihan
dalam jangka waktu lama akan berdampak negatif untuk
manusia sebagai penggunanya (Neve et al., 2007). Karena
itu, agensia biologis dipilih menjadi alternatif dalam
pengendalian nyamuk, khususnya untuk membunuh
larva nyamuk.

Salah satu agensia biologis yang dapat digunakan
dalam pengendalian nyamuk adalah bakteri, dalam hal
ini yang bgpyak digunakan adalah Bacillus sphaericus.
Bakteri ini adalah bakteri Gram positif berbentuk batang
yang mampu membentuk endospora bila menjumpai
kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan bagi
kehidupannya. Beberapa strain/isolat dari bakteri ini
dapat mensintesis beberapa jenis protein toksin yang bila
tertelan oleh larva nyamuk, akan membunuh larva
nyamuk tersebut. B. sphaericus telah dilaporkan oleh
Meyer dan Neide pada tahun 1905, tapi baru pada tahun
1965 Kellen et al berhasil mengisolasi B. sphaericus
dengan sifat toksik yang tinggi terhadap larva nyamuk
(Kellen et al., 1965). Sejak saat itu, banyak peneliti
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mengeksplorasi beberapa strain B. sphaericus dan
serangga targetnya yang banyak ditemukan di seluruh
belahan dunia (Vanlalhruaia, 2010). Pada tahun 1991,
US EPA (institusi lingkungan hidup pemerintah Amerika
Serikat) mengeluarkan ijin penggunaan bakteri ini untuk
mengendalikan nyamuk (United States Environment
Protection Agency, 2014), yang diikuti dengan
implementasi pada pengendalian nyamuk terpadu di
hampir semua negara bagian di AS. B. sphaericus adalah
jenis kedua vang digunakan dalam pengendalian
nyamuk setelah Bacillus thuringiensis, yang juga secara
luas digunakan dalam pengendalian larva nyamuk di
beberapa tempat di dunia (Poopathi & Tyagi, 2006).
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BAB 1I
MIKROBIOLOGI BACILLUS
SPHAERICUS

2.1 Sejarah Penemuan B. sphaericus

Sejarah penemuan B. sphaericus entomopatogenik
(mampu membunuh serangga) diawali dengan penemuan
ini oleh Meyer dan Neide pada tahun 1904. Penemuan B.
sphaericus entomopathogenik pertama tersebut tidak
terlalu mengundang perhatian para peneliti, hingga pada
tahun 1965 Kellen et al. mengisolasi ini dari larva
nyamuk Culiseta yang sekarat/hampir mati di California,
Amerika Serikat (Kellen et al., 1965). Sejak penemuan
tersebut, banyak dilaporkan hasil isolasi B. sphaericus
dari berbagai lokasi dengan beberapa jenis target
nyamuk yang berbeda-beda (Vanlalhruaia et al, 2010).
Hingga kini terdapat 5 isolat B. sphaericus dengan
entomopatogenik yang digunakan dalam pengendalian
hayati nyamuk yaitu:

1. B. sphaericus strain K berasal dari Amerika Serikat.
Strain K memiliki sifat patogenik yang lemah
terhadap nyamuk.

2. B. sphaericus strain SSII-1 berasal dari India. Strain
SSII-1 memiliki sifat patogenik yang tinggi, tapi
penelitian dan produksinya tidak dikembangkan lebih
lanjut karena instabilitas dalam fermentasi dan
aplikasinya.

3. B. sphaericus strain 1593 berasal dari Jakarta,
Indonesia. Strain ini adalah strain dengan sifat
|
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patogenik yang bagus dan stabil dalam fermentasi
dan aplikasinya. Strain 1593 adalah salah satu strain
yang dijual/tersedia secara komersial.

4. B. sphaericus strain 2362 berasal dari Nigeria. Strain
ini adalah strain dengan sifat patogenik yang tinggi
dan stabil dalam fermentasi dan aplikasinya. Strain
ini adalah strain yang dijual/tersedia secara
komersial.

5. B. sphaericus strain C3-41 yang berasal dari China.
Strain ini adalah strain yang dijual/tersedia secara
komersial di China.

Selain 4 strain B. sphaericus tersebut, masih
banyak strain B. sphaericus yang pernah dilaporkan, tapi
dengan toksisitas yang bervariasi (de Barjac, 1990;
Singer, 1990).

Pada tahun 1991 US EPA memberikan ijin
penggunaan B. sphaericus untuk digunakan dalam
pengendalian hayati nyamuk di Amerika Serikat.
Penggunaan B. sphaericus digunakan untuk rfEElengkapi
prosedur pengendalian nyamuk terpadu yang dilakukan
di seluruh Negara bagian di Amerika Serikat (United
State Environmental Protection Agency, 1999).

2.2 Mikrobiologi B. sphaericus

B. sphaericus adalah bakteri aerob vyang
berbentuk batang vang dapat membentuk endospora
(struktur pelindung sel] pada saat ini berada pada
lingkungan yang tidak mendukung kehidupannya.
Endospora berbentuk bulat (sphere) dan terbentuk di
ujung sel (disebut juga endospora terminal). Pada saat
terjadi sporulasi, sporangium bakteri ini akan membesar
di bagian ujung sel (Suryadi, 2016).

B. sphaericus dapat diisolasi dari tanah dari
berbagai tempat. Mulai dari tempat yvang kering (dari
tanah pekarangan, tanah kebun hingga hutan), maupun
tempat yang basalah (dari badan air, sedimen kolam,
sawah, sungau hingga saluran pembuangan). Dari
penelitian yang dilakukan oleh Suryadi pada tahun
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2016, B. sphaericus tidak bisa diisolasi dari air maupun
tanah di lingkungan laut. &)

Morfologi sel dan koloni B. sphaericus disajikan
pada Gambar 2.1 sebagai berikut.

NN
= ;’édﬂy

.t 1 Sum,

Gambar 2.1

Morfologi koloni (A} dan sel B. sphaericus (B) yang diisolasi dari tanah
di Mataram. (Sumber: Dokumentasi pribadi)

Karakteristik koloni B. sphaericus adalah sebagai
berikut. Koloni tunggal berbentuk bundar dengan tepian
serta permukaan rata dan halus. Koloni berwarna putih
agak kecoklatan (krem) dan tidak tembus cahaya.

Karakteristik sel B. sphaericus adalah sebagai
berikut. Sel berbentu batang dan bersifat Gram positif.
Sel memiliki ukuran (P) 1,5 - 3,0 x (L) 0,5 - 0,75 um.
Dalam kondisi yang kurang menguntungkan bagi
pertumbuhan, sel mampu membentuk endospore yang
berbentuk bulat, membesar dan terkonsetrasi di ujung
sel (endospore terminal). Endospore  berukuran
(Diameter) 1,0 - 1,5 pym (Suryadi, 2016).

Karakter biokimia dan fisiologis B. sphaericus
adalah sebagai berikut. B. sphaericus menunjukkan
reaksi negatif pada pengujian fermentasi gula, hidrolisis
pati, reduksi nitrat, indol, dan MR/VP. Reaksi positif
ditunjukkan pada pengujian katalase, urease, oksidase,
pemanfaatan kasein, motilitas, dan pertumbuhan pada
media Simmon Sitrat. B. sphaericus mampu tumbuh
dalam media yang mengandung NaCl sebesar 5 dan 10%,
serta pertumbuhannya bersifat aerobik (Survadi, 2016).

Bacillus sphaericus: Agen Pengendali Hayati Larva Nyamuk ‘ 9 ‘
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Bakteri ini menunjukkan resistensi pada
antibiotik Streptomisin, tapi sensitif terhadap antibiotik
Kloramfenikol, Penisilin, Amoksisilin, Tetrasiklin,
Eritromisin, Vankomisin, Gentamisin dan
Ciproflokasasin (Suryadi, 2016).

B. sphaericus dapat diisolasi dan ditumbuhkan
dengan beberapa jenis medium, yaitu:

1. Medium NYSM, mengandung Nutrient Broth 8,0 g/L;
Yeast extract 0,5 g/L; MgCl,.6H,O 0,2 g/L;
MnCl».4H,O 0,01 g/L; CaCl..4H-O 0,1 g/L (Yousten
dan Davidson, 1982).

2. Medium NY Agar, mengandung Yeast Extract 0,05 %;
Nutrien Broth 0,08 %; dan Agar 1,5 % (Yousten et al,
1985).

3. Medium NYST, terdiri dari NgZJAgar/NY Broth dengan
menambahkan MnCl, 5.10-> M; CaCl; 7.10% M; MgCl
1.103 M; Streptomisin 100 pg/mL (Yousten et al,
1985).

4. Medium MBS fi#ngandung Triptone 10,2 g/L; Yeast
extract 2,0 g/L; MgSO4 0,3 g/L; CaCl; 0,2 g/L;
Fe(S04)2 0,02 g/L; MnSO4; 0,02 g/L; ZnSO4 0,02 g/L.
(Kalfon et al., 1983).

Beberapa penelitian mengeksplorasi bahan-bahan
alami yang dapat digunakan untuk menumbuhkan B.
sphaericus yang sekaligus mampu menginduksi produksi
toksinnya (El-Bandary, 2006).

2.3 Genom B. sphaericus

Genom lengkap B. sphaericus berhasil diisolasi dan
dianalisis sekuens DNA genomnya pada tahun 2008 oleh
Hu et al. Penelitian ini dilakukan pada B. sphaericus
strain C3-41 yang digunakan sebagai agen pengendali
nyamuk di China. Genom B. sphaericus C3-41 berbentuk
sirkular yang tersusun atas 4.639.821 pasang basa DNA
yvang mengandung 4.786 urutan yang mengkode protein.
Selain DNA kromosom, juga berhasil diisolasi plasmid
berukuran besar yang membawa 177.642 pasang basa
DNA vang mengandung 186 urutan yang mengkode
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protein. Kromosom B. sphaericus C3-41 memiliki
kandungan rata-rata GC sebesar 37,29 %, sedangkan
plasmid B. sphaericus C3-41 memiliki kandungan rata-
rata GC sebesar 33,10 % (Hu et al., 2008).

B. sphaericus C3-41 memiliki kromosom yang
membawa 85 jenis tRNA dan memiliki 10 rDNA operon.
Titik awal replikasi (origin of replication) berhasil
diidentifikasi dengan membandingkan genom B.
sphaericus dengan bagian serupa pada Bacillus subtilis.
Empat buah gen (rpmH, dnad, dnaN dan recF) yang
produknya berkaitan dengan replikasi DNA pada ini
terdeteksi dan terletak di dekat titik awal replikasi.
Adanya kotak dnaA dan daerah kaya urutan AT di
bagian hulu gen dnaA membantu dalam mengidentifikasi
titik awal replikasi (Hu et al, 2008).

Pada B. sphaericus C3-41 gen penyandi toksin
tersebar di sepanjang kromosom dan tidak mengelompok
di satu lokasi dalam DNA genom. Gen penyandi toksin
biner (binA dan binB) B. sphaericus C3-41 yang
menyandikan toksin utama terdapat di kromosom dan
plasmid. Tersebarnya binA dan binB pada plasmid
merupakan suatu yang tidak biasa yang terjadi pada B.
sphaericus. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh
aktivitas infeksi phage pada B. sphaericus yang diteliti.
Selain didapatkan gen binA dan binB, juga didapatkan
gen penyandi toksin Mtx yaitu mtx2 dan mtx3 (Hu et al,
2008).

Pada kromosom B. sphaericus C3-41 juga didapati
gen yvang terlibat dalam patogenisitas beberapa bakteri
Gram positif, termasuk Bacillus cereus dan Listeria
monocytogenes. Gen-gen ini kemungkinan memiliki
produk yvang berperan dalam mekanisme infeksi yang
umum pada bakteri Gram positif (Hu et al., 2008).

2.4 Taksonomi B. sphaericus

Penggolongan B.  sphaericus menggunakan
prosedur flagellar serotyping dilakukan oleh de Barjac et
al. (de Barjac et al., 1985). Dari prosedur ini B.
sphaericus dibedakan menjadi 6 serogroup H. Studi
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mengenai serotyping juga menunjukkan sebanyak 47
serotype B. sphaericus telah diidentifikasi. Dari sejumlah
serotype yang pernah diidentifikasi, terdapat 4 serotype
yvang memiliki toksisitas terhadap larva nyamuk, yaitu:

1. Serotype H-1 terbagi atas H-1a (toksik terhadap larva
nyamuk) dan H-1A1b (non-toksik terhadap nyamuk);

2. Serotype H-26 terbagi atas H-26a26b, H-26a26c dan
H-26a26b26d (toksik terhadap larva nyamuk]).

3. Serotype H-5 terbagi menjadi H-5a5b (toksik terhadap
larva nyamuk) dan H-5a5c (bersifat saprophyt).

4. Serotype H-6 terbagi menjadi H-6a6b (bersifat
saprophyt) dan H-6a6c (toksik terhadap larva
nyamuk).

Hambatan dalam penggunaan teknik flagellar
serotyping ini adalah adanya karakter toksik dan non-
toksik dalam strain yang sama. Fenomena ini didapati
pada serotype H-6 (de Barjac et al., 1988) dan HO9
(Cokmus & Yousten, 1991). Masalah lainnya adalah
adanya strain yang non-motil (tidak memiliki flagella).

Kepekaan strain B. sphaericus terhadap Iytic
bacteriophage juga digunakan untuk mengelompokkan
strain dalam beberapa kelompok Iysotypes (Yousten,
1984). Pengelompokkan B. sphaericus dengan lysotyping
dapat mengelompokkan strain B. sphaericus yang toksik
dan non-toksik. Perbedaan ini disebabkan oleh
perbedaan protein permukaan pada tiap strain B.
sphaericus. Strain B. sphaericus yang toksik memiliki
protein permukaan yang tersusun secara linear, yang
memungkinkan perlekatan bacteriophage pada
permukaan sel. Permukaan sel B. sphaericus yang non-
toksik tidak dapat ditempeli oleh bacteriophage karena
memiliki protein permukaan yang berbentuk tetragonal
(Lewis & Yousten, 1988).

Pengelompokan  berdasarkan  homologi  DNA
dilakukan oleh Krych et al. (1980). Dari pengelompokan
ini didapatkan bahwa anggota strain B. sphaericus yang
toksik terhadap nyamuk digolongkan menjadi 1
kelompok. Keberadaan plasmid pada strain dari B.
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sphaericus vang toksik terhadap larva nyamuk juga
diteliti oleh Abe et al (1983). Empat dari 6 strain B.
sphaericus yang toksik terhadap larva nyamuk didapati
adanya plasmid, tetapi plasmid tersebut tidak berkaitan
dengan karakter toksisitas yang dimilikinya. Grigarova et
al (1988) kembali meneliti plasmid yang dimiliki oleh 43
strain B. sphaericus dan membandingkannya dengan
strain B. sphaericus referensi. Dari penelitian ini
disimpulkan bahwa  berdasarkan  plasmid vyang
dimilikinya tidak terdapat kaitan antara strain B.
sphaericus yang diteliti dengan strain B. sphaericus yang
dijadikan referensi.

Alexander dan Priest (1990) mengkarakterisasi 91
strain B. sphaericus dengan 155 karakter. Dengan
analisis numerik menggunakan Jaccard’s Coeeficient
Linkage Clustering didapatkan 14 cluster (dengan tingkat
similaritas mencapai 79%), yang mengandung lebih dari
1 strain dan terdapat 17 cluster tunggal. Semua strain B.
sphaericus yang toksik terhadap larva nyamuk
terkelompok menjadi 1 cluster dengan klasifikasi yang
dilakukan berdasarkan urutan basa DNA.

Salah satu komponen yang biasa dijumpai pada
peptidoglikan anggota Genus Bacillus, yaitu asam meso-
diaminopimelat ternyata tidak didapati pada B.
sphaericus. Peptidoglikan B. sphaericus mengandung
komponen lisin dan asparagin. Tidak adanya asam
diaminopimelat menjadikan B. sphaericus dan beberapa
spesies lain seperti B. fusiformis, dan B. macroides
dikelompokkan dalam Genus baru, yaitu Lysinnibacillus
(Ahmed et al., 2007).

Dari berbagai penelitian tersebut, pengelompokan
B. sphaericus berdasarkan karakter sel dapat dilakukan
menggunakan beberapa teknik. Namun, beberapa
pendekatan yang telah dilakukan masih belum dapat
memprediksi karakter toksisitas B. sphaericus terhadap
larva nyamuk. Karakter ini hanya dapat diketahui
dengan menguji isolat B. sphaericus terhadap larva
nyamuk target secara langsung.
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BAB IlI
TOKSISITAS DAN MEKANISME
TOKSIN B. SPHAERICUS

3.1 Toksisitas B. sphaericus

B. sphaericus secara umum mampu membunuh
larva nyamuk dari Genus Culex dan Anopheles, tetapi
kurang mampu dalam membunuh larva Genus Aedes
(Berry et al, 1993). Kemampuannya dalam membunuh
larva berbagai jenis nyamuk sangat bervariasi,
bergantung pada spesies nyamuk dan serotype B.
sphaericus. Dilaporkan juga, serotype B. sphaericus yang
sama memiliki kemampuan vyang berbeda dalam
membunuh larva nyamuk spesies yvang sama (Thiery &
de Barjac, 1989). Berbagai teknik analisis tidak dapat
memprediksi kemampuan daya bunuh B. sphaericus
terhadap larva spesies nyamuk tertentu. Metode deteksi
yvang paling efektif adalah dengan menguji B. sphaericus
secara langsung pada larva nyamuk (Charles et al,
1996).

Adanya inklusi kristal pada B. sphaericus
dilaporkan pertama kali oleh Davidson (1981). Kristal ini
dicurigai berperan dalam aktivitas B. sphaericus yang
menyebabkan kematian larva nyamuk. Semua strain B.
sphaericus yang bersifat toksik terhadap nyamuk dapat
menghasilkan kristal parasporal. Penelitian lebih lanjut
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pada B. sphaericus serotype HbSaSb, H25 dan H26
menegaskan keberadaan kristal parasporal ini pada
tahap sporulasi (Broadwell & Baumann, 1986; de Barjac
et al., 1988). Pemberian kristal yang dimurnikan secara
parsial pada larva nyamuk menunjukkan sifat toksisitas
kristal ini (Payne & Davidson, 1984). Penelitian lain pada
B. sphaericus mutan yang dihambat kemampuan
sporulasinya  menunjukkan  kegagalannya  dalam
membentuk kristal dan menjadikannya non-toksik
terhadap larva nyamuk (Charles et al, 1996). Hal ini
menegaskan bahwa Kkristal parasporal sangat penting
peranannya dalam membunuh larva nyamuk dan
disintesis oleh B. sphaericus hanya pada saat sporulasi.

Gambar. 3.1
Kristal toksin B. sphaericus difoto menggunakan Keterangan: Kristal
(Kristal Toksin); Endospora (E) Mikroskop elektron (Baumann et al.,
1991)

Protein toksin B. sphaericus tersusun atas 2
komponen (karenanya disebut protein biner yang
disingkat Bin), yaitu BinA (berat molekul 41,9 kDa) dan
BinB (berat molekul 51,4 kDa) (Arapinis et al, 1988;
Baumann et al., 1988). Protein ini disintesis dalam
jumlah vang sama (equimolar) dan tersusun dalam
bentuk kristal yang terlihat jelas pada tahap III sporulasi
B. sphaericus (Baumann et al., 1985). Dari percobaan
kloning gen penyandi BinA dan BinB dari berbagai strain
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B. sphaericus yang berifat sangat toksik terhadap larva
nyamuk didapatkan informasi bahwa gen penyandi
protein Bin ini terdapat dalam 1 operon yvang memiliki
174 hingga 176 pasang basa pada daerah intergenic
region. Pada masing-masing bagian hulu penyandi BinA
dan BinB didapatkan situs ribosom binding site dan pada
daerah penyandi BinA didapatkan struktur stem-loop
yang menunjukkan daerah terminasi transkripsi (Hindley
& Berry, 1987; Baumann et al, 1988). Ini
mengindikasikan bahwa 2 protein toksin tersebut
disintesis pada saat yang bersamaan.

Percobaan kloning pada promotor gen penyandi
toksin Bin B. sphaericus yang difusikan dengan lacZ
(penyandi protein [-galaktosidase)] menunjukkan tidak
terbentuknya protein [-galaktosidase yang sintesisnya
hanya terjadi pada fase eksponensial. Hal ini
mengindikasikan bahwa protein BinA dan BinB
disintesis pada akhir fase eksponensial hingga fase
stasioner (Charles et al., 1996).

Gen penyandi protein toksin BinA dan BinB
diketahui terdapat di kromosom B. sphaericus (de Muro
& Priest, 1994). Dari berbagai penelitian yang
mengaplikasikan teknik hibridisasi DNA, kedua gen ini
didapati pada semua strain B. sphaericus yang bersifat
sangat toksik terhadap larva nyamuk. Perbandingan gen
penyandi toksin pada B. sphaericus strain 1593, 2362
dan 2317-3 (semua adalah strain B. sphaericus dengan
sifat toksisitas kuat) menunjukkan adanya kesamaan
hingga 3479 nukleotida. Bila dibandingkan dengan B.
sphaericus strain [AB59 dan 2297 (strain dengan
toksisitas sedang), didapatkan perbedaan 7 nukleotida
dan 15 nukleotida. Perbandingan pada tingkat asam
amino menunjukkan BinA memiliki 1 dan 5 asam amino
yvang berbeda, sedangkan BinB menunjukkan 3 dan 5
asam amino yang berbeda. Hal ini mengindikasikan sifat
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toksisitas sangat ditentukan oleh perbedaan asam amino
yang menyusun protein toksin BinA dan BinB (de Muro
& Priest, 1994). Urutan asam amino BinA dan BinB tidak
menunjukkan similaritas dengan semua toksin yang
pernah diteliti (bahkan toksin terhadap larva nyamuk
yvang dihasilkan oleh B. thuringiensis), karenanya toksin
biner B. sphaericus digolongkan menjadi toksin yang
tersendiri (Baumann et al., 1988).

Selain kristal parasporal yang berifat toksik kuat
terhadap larva nyamuk, B. sphaericus memiliki toksin
lain yang bersifat toksik lemah terhadap larva nyamuk.
Toksin ini diisolasi pertama kali dari B. sphaericus strain
SSII-I. Berbeda dengan kristal parasporal, toksin yang
bersifat lemah ini disintesis oleh B. sphaericus pada fase
pertumbuhan vegetatif (Thanabalu et al., 1991). Protein
ini diberi nama Mosquitocidal Toxin disingkat Mtx.
Protein toksin Mtx terdiri 0 2 3 jenis protein, yaitu
berukuran 100 kDa (Mtx1), 31,8 kDa (Mtx2) dan 35,8
kDa (Mtx3). Rendahnya sifat toksisitas protein Mtx ini
disebabkan protein Mtx tidak membentuk struktur
kristal seperti protein toksin biner/Bin, sehingga mudah
terdegradasi oleh protease vyang dimiliki oleh B.
sphaericus. Hal ini didukung oleh penelitian yang
mengaplikasikan protein Mtx vyang dihasilkan B.
sphaericus mutan (protease non-aktif) menunjukkan
bahwa protein Mtx memiliki toksisitas yang cukup tinggi
terhadap larva nyamuk Culex dan Anopheles (Delecluse
et al., 1995). Susunan gen penyandi toxi@in (binA dan
binB) dan Mtx (mtxl, mtx2 dan mtx3) disajikan pada
Gambar 3.2.
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Gambar 3.2

Susunan gen penyandi toksin pada B. sphaericus

(Sumber: Baumann et al., 1991)

Susunan gen penyandi toksin Mtx adalah sebagai
berikut: pada daerah hulu didapatkan promotor yang
urutan DNA-nya menyerupai promotor yang dimiliki oleh
Bacillus subtilis (Thanabalu et al.,, 1991). Kloning yang
menggabungkan promotor gen mtx dengan gen lacZ
menghasilkan ekspresi protein [(-galaktosidase, yang
mengindikasikan bahwa protein Mtx diekspresikan pada
fase vegetatif dan eksponensial. Hal ini vyang
membedakan waktu ekspresi toksin Mtx dengan toksin
biner (Bin/Btx) yang terjadi pada akhir fase eksponensial
hingga mendekati sporulasi (Ahmed et al., 1995).

Bila tertelan oleh larva, toksin Mitxl akan
dihidrolisis oleh protease vyang ada dalam saluran
pencernaan larva menjadi fragmen 27 dan 70 kDa.
Fragmen 27 kDa mengandung urutan pendek yang
berhubungan dengan daerah protein transmembran,
sedangkan fragmen 70 kDa memiliki tiga wurutan
berulang yang masing-masing tersusun atas kurang
lebih 90 asam amino yang fungsinya masih belum
diketahui. Fragmen 27 kDa juga memiliki kesamaan
pada bagian katalitik beberapa toksin ADP-Ribosilasi
(Thanabalu et al.,, 1991, Thanabalu, 1992).
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Penelitian yang mengaplikasikan teknik hibridisasi
DNA terhadap toksin Mtx1l, Mtx2 dan Mtx3 tidak
menunjukkan adanya kesamaan di antara keduanya,
kesamaan dengan toksin kristal (toksin biner/Bin)
maupun dengan toksin insektisida lain. Gen penyandi
dua toksin ini dideteksi terdapat pada semua strain B.
sphaericus, baik yang memiliki sifat toksisitas tinggi
maupun toksisitas rendah (Liu et al., 1996).

Toksin Mtx2 dilaporkan memiliki kesamaan dengan
toksin bakteri yang aktif terhadap sel mamamlia (toksin
g) vang dimiliki oleh Clostridium perfringens (hingga 30%)
dan sitotoksin yang dimiliki oleh Pseudomonas
aeruginosa (hingga 27%). Protein toksin Mtx2 memiliki
kesamaan hingga 38% dengan Mtx3 (Liu et al., 1996).

Penelitian yang mengaplikasikan teknik kloning
melaporkan bahwa toksin Mtx3 yang berukuran 35,8
kDa memiliki bagian terminal/ujung N yang merupakan
peptida sinyal khas dari bakteri Gram positif. Di dalam
sinyal peptida ini didapatkan 26 asam amino yang
merupakan struktur heliks transmembran. Selain
peptida sinyal, terdapat 326 asam amino yang
menunjukkan aktivitas larvasida yang tinggi terhadap
larva Anopheles ketika diekspresikan dalam E. coli (Liu et
al, 1996).

3.2 Mekanisme Kerja Toksin B. sphaericus

Kristal toksin ketika ditelan oleh larva nyamuk,
protein 42 kDa dan 51 kDa akan diubah menjadi bentuk
aktif protein 39 kDa dan 43 kDa oleh kombinasi pH
tinggi dan aktivitas enzim protease yang terdapat pada
saluran pencernaannya. Protein 43 kDa akan berfungsi
sebagai pengikat reseptor khas pada sel penyusun
saluran pencernaan dan pembawa protein 39 kDa yang
akan memasuki sel tersebut. Masuknya toksin ke sel
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penyusun saluran pencernaan menyebabkan lisis yang
selanjutnya akan membunuh serangga target (Klein et
al., 2002).

Mekanisme perusakan oleh toksin biner/Bin B.
sphaericus yang diamati pada larva Culex sp. dibagi
menjadi beberapa tahap. (I) Penelanan kompleks sel-
endospora B. sphaericus oleh larva nyamuk; (II) solubilasi
dalam saluran pencernaan bagian tengah (midgutf) akibat
pH basa yang dihasilkan dalam saluran pencernaan
larva nyamuk; (IlI) pemrosesan protein 51 kDa dan 42
kDa menjadi 43 kDa dan 39 kDa; (IV) pengikatan protein
pada bagian caecum lambung dan saluran pencernaan
bagian posterior; dan (V) internalisasi toksin dan
terbentuknya efek kerusakan pada bagian lambung dan
saluran pencernaan yang ditempeli oleh protein toksin
(Bauman et al., 1991).

Kerusakan terjadi terutama pada membran sel
penyusun saluran pencernaan. Kerusakan ini terjadi
kurang lebih 15 menit setelah kristal toksin ditelan oleh
larva nyamuk Culex dan Anopheles. Ikatan antara toksin
biner dengan sel epitelium saluran pencernaan
menyebabkan terbentuknya lubang pada membran lipida
yvang mengakibatkan pembesaran mitokondria, retikulum
endoplasma dan vakuola, yang akan diikuti dengan lisis
sel dan kematian larva. Kerusakan paling parah didapati
pada bagian caecum lambung dan saluran pencernaan
bagian posterior. Kerusakan juga dijumpai pada jaringan
syaraf dan otot rangka (Klein et al., 2002).

Ketidakmampuan toksin biner B. sphaericus dalam
membunuh larva Aedes sp. dapat diamati dalam
percobaan pengikatan protein BinA dan BinB (dilakukan
secara terpisah) dengan fraksi membran batas sikat
(brush  border membran  fraction/BBMF) saluran
pencernaan larva Aedes. Protein BinB tidak berikatan
dengan BBMF saluran pencernaan larva Aedes,
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sedangkan BinA hanya berikatan secara non-spesifik
dengan BBMF saluran pencernaan larva Aedes. Hasil
yang berbeda  ditunjukkan dengan = percobaan
menggunakan BBMF saluran pencernaan larva Culex,
bahwa BinB mampu berikatan dengan caecum lambung
dan saluran pencernaan bagian tengah, sedangkan BinA
hanya berikatan dengan caecum lambung dan saluran
pencernaan secara non-spesifik (Davidson, 1988;
Davidson, 1989). Bila BinB dan BinA direaksikan secara
bersamaan, BinA akan mengikat daerah yvang diikat oleh
BinB. Pengamatan pada tingkat in-vivo menunjukan
bagian ujung/terminal N pada BinB berikatan dengan
bagian saluran pencernaan larva. Bagian ujung/terminal
C pada BinB berikatan dengan bagian ujung/terminal N
pada BinA yang bertanggung jawab pada kerusakan
saluran pencernaan larva. Internalisasi toksin akan
terjadi apabila komponen BinB dan BinA ada secara
bersamaan (Oey et al., 1992).

Penelitian vyang menggunakan kristal toksin
berlabel radioisotop '?°I dan membran batas sikat yang
diisolasi dari nyamuk Culex pipiens maupun Culex
quinquefasciatus menunjukkan bahwa toksin biner B.
sphaericus berikatan dengan reseptor jenis tunggal.
Reseptor tersebut merupakan protein membran pada
saluran pencernaan yang ditambatkan ke dalam
membran melalui glikosil fosfatidil inositol (GPI) dan
sebagian dikeluarkan oleh fosfolipase C spesifik terhadap
fosfatidil inositol (PI-PLC). Urutan peptida vyang
dimilikinya memiliki kemiripan dengan keluarga enzim
o-amilase (Silva-Filha et al., 1999).

Toksin Mtx (vang terdiri dari Mtx1, Mtx2 dan Mtx3)
memiliki efek toksik yang lemah untuk larva nyamuk
Culex dan Anopheles. Kematian larva akibat toksin Mtx
terjadi karena lisis pada sel penyusun saluran
pencernaan (Monnerat et al.,, 2007).
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BAB IV
APLIKASI B. SPHAERICUS DALAM
PENGENDALIAN HAYATI NYAMUK

4.1 Pengendalian Nyamuk Terpadu

Nyamuk adalah salah satu gangguan yang bisa
dijumpai di hampir semua tempat di dunia dan menjadi
salah satu serangga penyebab masalah kesehatan yang
penting di dunia. Penanganan masalah penyebaran
nyamuk dilakukan dengan berbagai cara dan melibatkan
banyak produk pestisida. Dalam beberapa tahun
terakhir, penanganan nyamuk dilakukan secara
terintegrasi dan komprehensif. Manajemen nyamuk yang
terpadu (Integrated Mosquito Management/IMM)
dilakukan berbasis manajemen hama terpadu (Integrated
Pest Management/IPM) di bidang pertanian, yang telah
terbukti berhasil secara efektif mengatasi hama
pertanian secara ekonomis dan tetap mendukung
lingkungan  sekitar. Manajemen hama  terpadu
menggabungkan semua teknik dan produk pestisida
yang tersedia untuk melakukan tindakan yang
komprehensif dalam mengatasi populasi hama untuk
menekan dampak ekonomi, dampak  kesehatan
masyarakat, dan memberikan pengaruh minimal untuk
organisme non-target. Di beberapa tempat, manajemen
hama terpadu juga menggunakan bahan-bahan lokal
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yang tersedia untuk membuat media pemeliharaan
maupun sediaan pestisida (Gray, 2019).

Komponen dari manajemen nyamuk terpadu
adalah:

1. Pendidikan dan Komunikasi

Pendidikan dan komunikasi bertuyjuan untuk
memberikan pengetahuan pada masyarakat tentang
pentingnya  mereduksi populasi nyamuk @ di
lingkungan mereka (rumah, taman, kebun dan
lingkungan sekitar). Dengan adanya pemahaman
yang baik, reduksi habitat perindukan nyamuk dapat
dilakukan secara mandiri oleh masyarakat dan
diharapkan dapat membantu pemerintah dalam
mengatasi masalah kesehatan yang disebabkan oleh
nyamuk.

2. Surveillance/Pengamatan

Surveillance/pengamatan penting dilakukan untuk
melihat keberadaan spesies nyamuk yang berpotensi
menjadi  vektor penyakit tertentu. Misalnya,
keberadaan larva dan dewasa spesies Aedes (Ae.
aegypti maupun Ae. albopictus)] yang berpotensi
menjadikan wvektor demam berdarah dengue dan
chikungunya. Untuk mendukung keberhasilan
surveillance, tenaga ahli perlu dibekali cara dalam
menangkap dan mengidentifikasi larva nyamuk dan
nyamuk dewasa. Keberhasilan dalam surveillance
dapat menentukan teknik penanganan yang tepat
dan tidak berlebihan.

3. Reduksi Habitat Perindukan Nyamuk

Semua nyamuk membutuhkan air yang menggenang
dalam perkembangkannya (meletakkan telur dan
sradium larva serta pupa). Nyamuk betina
meletakkan telurnya di permukaan air, ataupun di
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tempat yang nantinya/berpotensi untuk digenangi
air. Setelah telur menetas, perkembangan biakan
nyamuk akan terjadi dalam 4 tahap yang disebut
instar. Dalam kondisi yang ideal (suhu yang hangat
dan ketersediaan makanan yang cukup), larva
nyamuk akan menjadi pupa dalam waktu 6 hari.
Transisi dari pupa menjadi nyamuk dewasa
memelukan waktu hingga 2-3 hari. Dengan kondisi
seperti ini, reduksi lingkungan yvang berpotensi bisa
menjadi tempat perkembangbiakan nyamuk (air yang
menggenang dalam bentuk apapun) harus dilakukan
(Center for Disease Control, 2020).

Gambar 4.1
Habitat perindukan nyamuk potensial (Sumber: Gray, 2019}

1. Penggunaan Larvasida

Larva dapat ditangani dengan beberapa cara (dan
disebar di badan air), seperti:

a. Bahan kimia larvasida, seperti Metophrene dan
Temephos. Metophrene adalah senyawa regulator
pertumbuhan serangga, yang mampu
menghambat pertumbuhan larva menjadi pupa
(karena dapat menghambat sintesis biosintesis
chitin). Temephos adalah senyawa organofosfat,
yang targetnya adalah sistem syaraf serangga,
yang akan membunuh larva dengan cara
melumpuhkan pergerakan larva, yang membuat
larva akan mati tenggelam (Braga et al., 2005 ).

b. Ikan (seperti Gambusia affinis) yang makanannya
adalah larva nyamuk. Selain G. affinis ada banyal
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spesies yang mengkonsumsi larva nyamuk sebagai
salah satu makanannya. lkan bisa dipelihara di
kolam yang menampung air yang tidak mengalir
(United States Geological Survey, 2020).

c. Mikroorganisme, seperti B. thuringiensis dan B.
sphaericus. B. thuringiensis efektif digunakan
untuk membunuh larva Aedes, sedangkan B.
sphaericus efektif untuk membunuh larva Culex
dan Anopheles (Suryadi et al., 2015).

2. Penggunaan Pestisida Untuk Nyamuk Dewasa
(Adultcide)

Ada banyak pilihan yang dapat digunakan untuk
membunuh nyamuk dewasa, seperti: Organofosfat,
Pyrethoid, dan Pyrethrins. Walaupun terbukti efektif,
penggunaan bahan-bahan tersebut harus dilakukan
dalam batasan tertentu (sesuai aturan dan tidak
berlebihan) untuk mecegah dampak negatif paa
lingkungan (United States Environment Protection
Agency, 2019).

Gambar 4.2
Ikan Gambusia affinis (Sumber: Garden Lake, 2017)
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4.2 Produksi B. sphaericus Komersial

A. Fermentasi Semi-Padat

Fermentasi semi-padat telah digunakan selama
bertahun-tahun pada produksi skala komersial beberapa
jenis produk berbasis mikroba, seperti amilase fungal,
protease bakterial maupun formulasi B. thuringiensis.
Dengan menggunakan teknik fermentasi semi-padat,
matriks kering dibasahi dengan medium yang telah
diinokulasi dengan mikroba yang akan ditumbuhkan.
Inkubasi akan dilakukan dalam suhu yang tepat selama
beberapa hari (sesuai kebutuhan). Pada akhimya,
bakteri akan dipisahkan dari media semi-padat untuk
dilakukan perlakuan dan purifikasi lebih lanjut.
Kelebihan dari teknik fermentasi ini adalah dapat
menekan biaya, jauh di bawah biaya fermentasi cair vang
konvensional karena tidak menggunakan fasilitas
fermentasi seperti halnya fermentasi cair (submerged
fermentation) (Dai et al., 1989).

Bahan yang dipakai dalam fermentasi semi padat
misalnya tepung ikan, tepung kacang, tepung kedelai
maupun bahan hasil pertanian lain yang memiliki
kandungan protein yang tinggi, karena B. sphaericus
tidak mampu memanfaatkan karbohidrat dalam
pertumbuhannya. B. sphaericus yang diproduksi dengan
teknik fermentasi padat, mampu memerikan toksisitas
yang sama tingginya dengan yang diproduksi pada
teknik fermentasi konvesional. Oleh karena itu, teknik
fermentasi semi-padat dapat dilakukan di negara
berkembang, dengan skala industri kecil dan menengah,
untuk menekan biaya produksi yang besar (Dai et al,
1994).
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B. Fermentasi Cair

Tenik fermentasi cair untuk menumbuhkan B.
sphaericus adalah teknik fermentasi yang paling awal
diimplentasikan. B. sphaericus adalah bakteri aerob dan
suplai oksigen yang cukup tinggi sangat dibutuhkan
untuk pertumbuhan, inisiasi dalam sporulasi dan
sintesis toksin. Dibandingan dengan teknik fermentasi
padat, teknik fermentasi cair membutuhkan inventasi
yang lebih tinggi dan alat yang lebih kompleks. Namun
hasilnya bisa jauh melebihi teknik fermentasi padat
dengan waktu yang lebih singkat. Teknik fermentasi cair
hanya cocok digunakan oleh fasilitas produksi/pabrik
yang besar dan tidak terlalu cocok digunakan dalam
produksi skala rumah tangga/kecil maupun menengah
(Russel et al., 1989).

B. sphaericus tidak membutuhkan glukosa atau
karbohidrat yang lain untuk pertumbuhannya, karena
banyak enzim yang berkaitan dengan metabolisme
karbohidrat yang tidak dimiliki oleh bakteri ini. B.
sphaericus dapat tumbuh dengan baik menggunakan
medium yang mengandung asam-asam organik, seperti
asetat, suksinat, arginin dan glutamat sebagai sumber
karbon  energinya. Bakteri ini juga  mampu
memanfaatkan glukonat dan gliserol sebagai satu-
satunya sumber karbon. Dengan karakter fisiologi seperti
ini, pemanfaatan bahan alami sebagai medium untuk
fermentasi masih memungkinkan, selama bahan-bahan
tersebut kaya akan asam amino/protein (Russel et al,
1989). Toksin yvang dimiliki B. sphaericus akan disintesis
ketika bakteri ini mengalami sporulasi, sehingga dalam
fermentasi perlu menambahkan bahan-bahan yang
dapat mempercepat sporulasi dan meningkatkan sintesis
toksin, misal Mn?* dan Ca?". Berbagai bahan alami
pernah dilaporkan pernah digunakan dalam fermentasi
B. sphaericus, seperti limbah peternakan, kacang-
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kacangan, darah kering, dan tepung ikan dengan
produksi sel dan toksin yang sangat baik (El-Bendary,
2006).

4.3 Formulasi B. sphaericus

Sejak tahun  1980an, beberapa  percobaan
pembuatan sediaan B. sphaericus dalam  formulasi
berupa powder (butiran halus) dan granule (butiran
berukuran lebih besar) telah dilakukan di Amerika
Serikat, Thailand, Brazil, India, Filipina dan Rusia.
Efektivitasnya kemudian dievaluasi, baik dalam
laboratorium maupun di lapangan (dengan berbagai
macam habitat nyamuk). Evaluasi menunjukkan hasil
yang sangat menggembirakan dan kemudian diikuti
dengan produksi sediaan B. sphaericus komersial.
Hingga kini, sekitar 150 ton/tahun) sediaan B.
sphaericus telah diproduksi dan tersedia secara
komersial, seperti: Vectolex®, Spherimos®, Sphericide®,
Spherimos® dan Jianbao® (Liu et aLalQS‘.—)]. Beberapa
jenis formulasi komersial disajikan pada gambar 4.3
sebagai berikut.

Gambar 4.3
Formulasi komersial B. sphaericus. Vectolex®
(A) dan aplikasinya di lingkungan (B dan C) Sumber (A: United States
Air Force, 2017; B & C: Valent Biosciences, 2017)
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4.4 Pengendalian Nyamuk di Lapangan

Pada awal tahun 1980an, toksisitas B. sphaericus
dievaluasi di laboratorium maupun di lapangan di
beberapa negara (project ini didukung oleh WHO). Dari
berbagai pengamatan, didapatkan data efikasi B.
sphaericus terhadap beberapa jenis nyamuk sangat
bagus. Dapat disimpulkan dari berbagai pengamatan
bahwa, B. sphaericus memiliki toksisitas tertinggi
terhadap nyamuk Culex spp, disusul oleh nyamuk
Anopheles spp. Toksisitas paling rendah (bahkan non-
toksik) ditunjukkan oleh Aedes spp. Walau demikian, B.
sphaericus tetap dijadikan agensia pengendali biologis
nyamuk yang potensial, karena selain efektifitasnya,
bakteri ini tidak memberikan efek samping negatif bagi
organisme non-target (ikan dan serangga lain) dan B.
sphaericus mampu recycle/membentuk endospora
beserta toksinnya (karena toksin melekat pada
endospora) pada sisa nyamuk yvang sudah mati, sehingga
aplikasi B. sphaericus di lapangan tidak perlu dilakukan
terlalu sering (Priest, 1992). Hal ini akan berdampak
pada efek penekanan populasi nyamuk bisa lebih lama
dan secara ekonomis bisa lebih hemat.

Data penggunaan B. sphaericus untuk
pengendalian hayati nyamuk terbesar dilakukan di
China. Kurang lebih senayak 150 ton formulasi B.
sphaericus digunakan setiap tahun dalam 20 tahun
terakhir. Paling tidak, terdapat 70 kota di China yang
menggunakan sedian B. sphaericus. Larvisida berbasis B.
sphaericus diaplikasikan pada saluran pembuangan
limbah, danau, rawa, kolam dan tanki penampungan air.
Aplikasi B. sphaericus bertujuan untuk menekan
perkembangbiakan nyamuk Culex spp di bagian utara
China. Hingga kini, kurang lebih 8.000 hektar habitat
yang berpotensi sebagai tempat perkembangbiakan
nyamuk telah diberikan treatment dengan B. sphaericus.
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Di China, B. sphaericus strain C3-41 (strain lokal China)
diproduksi dengan nama pasar Jian Bao® dan telah
digunakan selama 9 tahun dalam upaya pengendalian
nyamuk di seluruh kota di China (Chen et al., 1994).

Gambar 4.4
(A) Telur dan (B) larva nyamuk Culex spp.

(Sumber: Center for Disease Control, 2020)

Data di China menunjukkan, setelah B. sphaericus
diaplikasikan di area yang banyak mengandung larva
Culex spp, populasi larva berkurang sebanyak 95% pada
3 hari pasca pemberian. Dengan demikian, populasi
nyamuk dapat ditoleransi dan di@gap tidak terlalu
berbahaya bagi penduduk sekitar (Zhang et al, 1989;
Yuan et al.,, 2000). Efek kontrol /larvasida B. sphaericus
yang diaplikasikan diamati dapat bertahan selama 2-3
minggu. Bila dosis ditingkatkan, efek larvasida dan
durasi efek juga meningkat. Yang menarik, di perairan
yang mengandung polutan yang tinggi, formulasi B.
sphaericus C3-41 menunjukkan efek larvasida selama 5
bulan dalam 1 kali aplikasi (Zhang et al., 1989).

Aplikasi larvasida berbasis B. sphaericus untuk
mengendalikan nyamuk  Anopheles spp permah
dilaporkan dilakukan di China, India, Guatemala dan
beberapa negara Afrika. Di China, An. dirus, An. sinensis,
An antropophagus, dan beberapa spesies Anopheles lain
diketahui menjadi vektor parasit malaria. Formulasi B.
sphaericus C3-41 digunakan untuk pengendalian
Anopheles spp dan menunjukkan strain ini bersifat
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toksik terhadap nyamuk-nyamuk tersebut. Densitas
larva dilaporkan mengalami penurunan hingga 100%
dalam 1 minggu pasca aplikasi dan efek kontrolnya bisa
bertahan dalam  beberapa minggu. Peningkatan
efektifitas kontrol dan durasi kontrol juga meningkat,
ketika dilakukan peningkatan dosis aplikasi. Karena
tingkat efektifitas dan durasi efek yang sangat tinggi,
formulasi larvasida berbasis B. sphaericus C3-41
diusulkan untuk menjadi alternatif larvasida/pestisida
kimia sintetik (Zhang et al., 1994).

Pada aplikasi larvisida berbasis B. sphaericus di
Guatemala, 20 ton formulasi B. sphaericus digunakan di
seluruh bagian negara tersebut dalam suatu program.
Dari aplikasi tersebut didapatkan reduksi sebesar
94,57% pada An. albimanus yang merupakan sepesies
vektor di Guatemala (Castro et al., 2000). Laporan
aplikasi larvisida berbasis B. sphaericus pada habitat
Anopheles di Amerika Sergat (Kumar et al.,, 1994), India
(Mariappan et al.,, 1998), Brazil (Rodrigues et al., 1998),
Mexico (Arredondo-limnez et al, 1990), Kamerun
(Barbazan et al, 1998), dan beberapa negara Afrika
Barat menunujukkan keberhasilan yang signifikan
secara statistik (Skovmand & Sanogo, 1999), dengan efek
reduksi larva yang berlangsung selama selama 1 minggu
dalam sekali aplikasi. Dari laporan tersebut didapatkan
bahwa, larvisida B. sphaericus memiliki aktivii@ yang
tinggi terhadap An. juvitalitis, An. culicifacies, An. darlingi,
A. braziliensis, A. gambiae, A. muneztowari, dan A.
quandrimaculatus yang dikenal memiliki kemampuan
sebagai vektor parasit penyebab malaria.

Formulasi larvisida berbasis B. sphaericus
dilaporkan memiliki efek kontrol yang rendah (bahkan
sama sekali tidak berpengaruh) pada Aedes spp (misal
Ae. aegypti dan Ae. albopictus). Efek baru terlihat ketika
dosis ditingkatkan beberapa kali lipat dosis awal. Karena
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itu, untuk keberhasilan pengendalian biologis larva
Aedes spp disarankan menggunakan agensia biologis
yvang lain, seperti B. thuringiensis yang dilaporkan
memiliki eketifitas yang jauh tinggi dibandingkan dengan
B. sphaericus.
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BAB V
ISOLASI B. SPHAERICUS DARI
LINGKUNGAN DAN DETEKSI GEN
PENYANDI TOKSINNYA

5.1 Isolasi B. sphaericus dari Lingkungan

B. sphaericus bukan bakteri yang sulit untuk
diisolasi dari lingkungan. Bakteri ini bisa didapatkan
dari tanah di sekitar kita (kecuali di lingkungan laut).
Walau tidak sulit untuk diisolasi, masalah yang sering
dihadapi adalah:

1. Memisahkan/mengisolasi B. sphaericus dari bakteri
tanah yang lain.

2. Mendapatkan isolat B. sphaericus yang bersifat toksik
terhadap larva nyamuk.

Dari 2 kesulitan di atas, pada bab ini akan
dipaparkan metode untuk bisa mendapatkan isolat B.
sphaericus entomopatogenik (bersifat pathogen/toksik

ﬁtuk serangga).
A. Persiapan Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang harus disiapkan untuk
kegiatan isolasi B. sphaericus adalah sebagai berikut.

1. Kontainer/wadah tertutup untuk menampung tanah.
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2. Sekop atau serok untuk mengambil tanah.

3. Media Nutrien Agar bubuk (digunakan dengan
konsentrasi 20 g/L).

4. Yeast extract (digunakan dengan konsentrasi 5 g/L).

5. Mineral: MgCl, (digunakan dengan konsentrasi 203
mg/L), MnCl: (digunakan dengan konsentrasi 10
mg/L) dan CaCl; (digunakan dengan konsentrasi 103
mg/L).

6. Antibiotik Streptomisin (digunakan dengan
konsentrasi 100 ug/mL)

7. Aquadest steril (1 liter).
8. Perangkat kerja laboratorium mikrobiologi.
B. Pemilihan Lokasi Pengambilan Sampel Tanah

Tempat yang potensial untuk dapat mengisolasi B.
sphaericus adalah tempat yang berhubungan langsung
dengan telur dan larva nyamuk. Misalnya tanah (lebih
disukai yang terdapat rumput) yang ada di bawah
naungan pohon, sedimen kolam, sedimen di saluran
pembuangan/got, dan pinggiran sungai yang tidak
mengalir. Dari beberapa lokasi tersebut, lebih baik lagi
apabila bisa didapati larva di dalamnya.

Dari tanah selain dari tempat yang telah
disebutkan, kita masih bisa mengisolasi B. sphaericus,
tapi kita kecil kemungkinannya bisa mendapatkan isolat
B. sphaericus yang toksik terhadap larva nyamuk.

C. Pengambilan dan Perlakuan Sampel Tanah

Sampel tanah diambil dengan kedalaman 10-20
cm dan langsung dimasukkan ke dalam
wadah/kontainer yang bisa ditutup dengan baik. Tanah
yvang lebih dalam dari 20 cm, tidak akan didapati B.
sphaericus. Hal ini kemungkinan karena di kedalaman
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lebih dari 20 cm, kondisi sudah mulai anaerob. Bila
tanah yvang diambil berasal dari sungai/got/kolam, air
yang berlebihan dibuang, baru tanah dimasukkan ke
dalam wadah /kontainer.

Tanah vyang sudah dikoleksi bisa langsung
dibiakkan. Bila pembiakan tidak langsung dilakukan,
tanah dalam container bisa disimpan di suhu ruang.

D. Pembiakan B. sphaericus

B. sphaericus diisolasi berdasar prosedur yang
dilakukan oleh Radhika et al. (2011) dengan sedikit
modifikasi. Dua puluh lima gram sampel tanah
ditambahkan dengan 225 mlL larutan garam fisiologis
dalam tabung reaksi kaca steril dan kemudian dikocok
kuat (vortex mixing) aama 2-3 menit. Setelah homogen,
tabung dipanaskan dalam penangas air bersuhu 80° C
elama 30 menit. Dari suspensi sampel tersebut diambil
1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
berisi 9 mL larutan garam fisiologis, kemudian dilakukan
pengenceran berseri hingga 10°. Hasil pengenceran
kemudian disebarkan pada medium NYSM dalam cawan
Petri. Pada medium NYSM tersebut ditambah dengan
antibiotik Streptomisin dengan konsentrasi 100 ug/mlL
(untuk mencegah pertumbman bakteri lain selain B.
sphaericus). Biakan dalam cawan Petri diinkubasi pada
suhu 30-33¢ C selama 24-72 jam.

Koloni yang tumbuh diamati morfologinya dan
dicuplik untuk dilakukan pewarnaan Gram dan
endospora. Koloni dengan morfologi bentuk bundar
(circular), pinggiran rata (entire), elevasi rata (flat),
berwarna putih dan berdiameter 5-10 mm, serta
morfologi sel berbentuk batang yang bersifat Gram
positif.

Pada inkubasi ke-72 jam (paling cepat) akan terlihat
adanya struktur endospora terminal dengan sporangium
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yvang membesar (bulging/swollen) diduga merupakan B.
sphaericus. Pada inkubasi ke-72 jam ini, biasanya 25-
30% sel akan membentuk endospora, sisanya adalah sel
batang (belum mengalami sporulasi). Pada jam inkubasi
ke-96 (hari keempat), jumlah endospora bisa mencapai
50-60% dari total sel dan akan terlihat endospore yang
lisis (tampak sebagai bulmm-bulatan kecil). Morfologi sel
vegetatif fan endopora disajikan pada Gambar 5.1 di
bawah ini.
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Gambar 5.1

Morfologi sel B. sphaericus (A) Morfologi sel vegetatif (24-48 jam) dan
(B) sel dengan endospora dan endospora vang mengalami lisis (72-96
jam). (Sumber: Dokumentasi pribadi)

E. Pengujian Toksisitas Selektif

Uji toksisitas awal B. sphaericus terhadap larva
nyamuk dilakukan berdasarkan prosedur Dulmage et al.
(1990), dengan cara menyiapkan beberapa wadah (sesuai
dengan jumlah isolat B. sphaericus yang ditemukan)
yang masing-masing berisi 200 mL campuran akuades
steril dengan biakan cair B. sphaericus hasil isolasi dan
20 larva nyamuk instar III. Selain itu, juga disiapkan 2
wadah vang digunakan sebagai kontrol negatif dan
kontrol positif. Kontrol negatif pertama berisi 200 mL
akuades dan kontrol negatif kedua berisi 180 mL
akuades dan 20 mL medium (tanpa bakteri). Kontrol
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positif menggunakan wadah berisi 200 mL campuran
akuades steril yang mengandung 10 % v/v biakan cair B.
sphaericus strain 2362 (strain referensi) dan 20 larva
nyamuk instar III. Pengujian dilakukan pada suhu ruang
dengan waktu pendedahan (exposing time) 24, 48 dan 72
jam. Jumlah larva yang mati pada tiap wadah kemudian
diamati dan dicatat. Prosedur ini diulangi sebanyak 3
kali. Bila terjadi kematian lebih dari 20% dari jumlah
larva pada kontrol negatif pertama dan kedua, maka
pengujian harus diulangi.

Persentase kematian larva nyamuk didapatkan
dengan rumus sebagai berikut.

Jumlah larva mati
Kematian larva = x 100 %
Jumlah total larva

Koreksi Abbott (Finney, 1971) digunakan apabila
pada kelompok kontrol terdapat kematian 5 - 20 %
menggunakan rumus sebagai berikut.

AK (%) Uii - AK (%) Kontrol
AKK (%) = (o) Ui - AR () Rontrol 500 %
100 % - AK (100) Kontrol

Keterangan:
AKK : Angka Kematian Koreksi
AK : Angka Kematian Larva

F. Pengujian Toksisitas Kuantitatif/Uji Hayati

Isolat B. sphaericus hasil isolasi yang mampu
membunuh lebih dari 50% larva nyamuk pada uji
toksisitas awal kemudian diuji lebih lanjut. Pengujian ini
dilakukan pada 7 jenis konsentrasi bakteri yvang berbeda
10 kali lipat (pengenceran 10! sampai dengan 107).
Sembilan wadah disiapkan, masing-masing berisi 180
mL akuades steril dengan 20 ekor larva nyamuk instar
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III. Wadah pertama diperlakukan sebagai kontrol negatif
pertama/air (ditambah dengan 20 mL akuades steril),
wadah kedua diperlakukan sebagai kontrol negatif
kedua /medium (berisi 180 mL air dan 20 mL medium,
tanpa biakan) dan 7 wadah berikutnya adalah untuk
pengujian. Ketujuh wadah berisi 180 mL akuades dan 20
mL biakan cair yang telah diencerkan secara serial.
Pengujian dilakukan pada suhu ruang dengan waktu
pendedahan (exposing time) 24, 48 dan 72 jam. Kontrol
positif menggunakan wadah berisi 200 mL campuran
akuades steril yang mengandung 10% v /v biakan cair B.
sphaericus strain 2362 (strain referensi) dan 20 larva
nyamuk instar [II. Pengujian dilakukan menggunakan
biakan B. sphaericus toksik berumur 72 jam. Jumlah
larva yang mati pada tiap wadah kemudian (Dulmage et
al, 1991).

Melalui uji hayati ini nantinya dapat didapatkan
nilai LC (Lethal concentration) selama 24, 48 dan 72 jam.
Semakin kecil nilai LC yang didapat, maka semakin
toksik suatu isolat. Hal ini disebabkan oleh rendahnya
konsentrasi bakteri yang dimiliki yang bisa membunuh
populasi larva uji yang sama.

5.2 Deteksi Gen Penyandi Toksin B. sphaericus

A. Isolasi DNA B. sphaericus

Isolat B. sphaericus yang memiliki aktivitas
larvasi@ potensial dibiakkan dalam medium NYSM
padat dan diinkubasi pada suhu 30 °C selama 24 jam.
Untuk menghasilkan DNA yang banyak, sebaiknya tidak
melakukan ekstraksi DNA pada biakan B. sphaericus
yang berusia lebih dari 24 jam. Usia lebih dari 24 jam
biasanya lebih banyak didapatkan endospore, yang akan
mengurangi hasil DNA ketika akan diekstraksi.
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Metode ekstraksi DNA 1ini dilakukan menurut
Ausubel et al (2003) dengan sedikit modifikasi. Satu
hingga dua oose biakan padat B. sphaericus dimasukkan
ke dalam tabung mikro yang berisi 560 uL buffer TE pH
7,6. Sepuluh mikroliter lisozim (konsentrasi 30 mg/mlL)
ditambahkan ke dalam campuran tersebut dan tabung
diinkubasiada 37 °C selama 1 jam. Tiga puluh
mikroliter SDS dan 10 uL proteinase K (konsentrasi 20
mg/mL)gfgemudian ditambahkan pada campuran dan
tabung diinkubasi kembali pada suhu 40 °C selama 1
jam. Seratus mikroliter 5% NaCl dan 80 uL CTAB
(konsentrasi 10 % dalam NaCl) kemudian ditambahkan
dan campuran diinkubasi pada 65 °C selama 1 jam.
Ekstraksi dilakukan dengan campuran
fenol:kloroform:isoamil alkohol (gerbandingan volume
25:24:1), kemudian disentrifugasi 10.000 rpm pada suhu
4 °C selama S5 menit. lme atas (yvang berisi DNA dan
RNA) dipisahkan dan dilanjutkan dengan presipitasi
engguna_kan etanol absolut sebanyak 2 kali volume,
kemudian diinkubasi semalam pada suhu -20 °C. Ugguk
mengendapkan DNA, dilakukan sentrifugasi 12.000 rpm
pada suhu 4 °C selama 30 menit. Endapan DNA dicuci
dengan 500 uL etanol 70 % dan disentrifugasi 12.000
rpm pada 4 °C selama 30 menit. Endapan DNA
dilarutkan dengan 50-100 puL buffer TE pH 7,6.

Dari pengalaman penulis ada beberapa metode
ekstraksi DNA yang bisa digunakan. Tapi metode ini
yvang memberikan hasil DNA yang paling banyak dan
stabil.

B. Teknik PCR Untuk Deteksi DNA Penyandi Toksin
B. sphaericus

Teknik amplifikasi DNA untuk mendeteksi
keberadaan gen penyandi toksin B. sphaericus adalah
multiplex PCR yang berdasar pada prosedur dari Prabhu
et al (2013) menggunakan S pasang primer untuk
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deteksi gen toksin (detail primer disajikan pada Tabel
5.1). Parameter PCR-nya adalah sebagai beggut. Reaksi
amplifikasi diawali dengan predenaturasi pada 94 oC
selama 5 menit, denaturasi pada 94 °C selama 30 detik,
penempelan primer pada 46 °C selama 30 detik dan
pemanj@an pada 72 °C selama 60 detik sebanyak 35
siklus. Pemanjangan akhir dilakupmn pada 72 °C
selama 5 menit. Amplikon dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa 1,5%. Pengamatan hasil
dilakukan dengan pewarnaan menggunakan EtBr
(Ethidium bromida) di bawah sinar UV. Urutan primer
yang digunakan untuk mendeteksi keberadaanm\m gen
penyandi toksin B. sphaericus (gen bin dan mtx) disajikan
pada Tabel 5.1 sebagai berikut.

Tabel 5.1
Urutan primer untuk deteksi gen penyandi toksin B. sphaericus dan
produk hasil PCR-nya. (Sumber: Prabhu et al.,, 2013)

Primer Urutan DNA Primer Ukuran
Produk
(bp)
binA F: 5'-“'G CCA ATATTG AGT GTG C-3' 200
R: 5 C CTT CAC TTC CAG AAA AC-3
binB F: 5'-“(} TGT GAA TTC TCT AGC C-3' 100
R: 5' C TCA GTT AGG AGA AAG A-3'
mix1 F: 5' T GTC TTC TAC TGG AGA T-3' 300
R: 5 T GTT TAT GCT TCA CCT A-3'
mtx2 F: 5'-n‘C CCT ATT GCT CGT ACT CT-3' 854
R: &' CGG TTT CCC AGT TAT C-3'
mtx3 F: 5'-0(3 GAA ATG ATA CCG ATA G-3' 400
R: 5'-GAT ACC CAC TTA AGT CCT C-3'

Hasil PCR dari deteksi gen ini berkaitan langsung
dengan toksisitas suatu isolat atau strain B. sphaericus.
Suatu isolat/strain B. sphaericus memiliki toksisitas
yvang kuat bila memiliki gen binA dan binB pada DNA-
nya (ditandai dengan hasil PCR binA dan binB yang
positif). Keberadaan gen mtx yang lengkap (mtxl, mtx2
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dan mtx3), maupun yang tidak lengkap (kurang salah
satunya), tidak memberikan banyak pengaruh pada
toksisitas suatu isolat/strain B. sphaericus. Ini
disebabkan toksin biner yvang disandikan oleh binA dan
binB lebih stabil dibandingkan dengan toksin Mtx (Priest,
1992; Charles et al., 1996).

Deteksi gen penyandi toksin B. sphaericus bisa
dilakukan lebih dulu, sebelum dilakukan uji toksisitas
terhadap larva nyamuk target. Dengan diketahuinya
keberadaan gen penyandi toksin tersebut, sifat toksisitas
dapat diperkirakan lebih awal. Namun, bila di satu
laboratorium, fasilitas biologi  molekuler  tidak
memadai/tidak ada, tidak ada pilihan lain selain menguji
toksisitas isolat B. sphaericus langsung pada larva target.
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BAB Vi
PENUTUP

Dari tulisan ini, kita bisa lihat bahwa B. sphaericus
telah digunakan sebagai agen pengendali hayati larva
nyamuk di berbagai negara dengan tingkat keberhasilan
yang baik. Larvisida berbasis dapat B. sphaericus
digunakan bersama/bergiliran dengan teknik
pengendalian yang lain (penggunaan Abate, fogging,
maupun teknik lain) untuk meningkatkan keberhasilan
pengendalian larva nyamuk. Selain itu, penggunaan B.
sphaericus dapat menekan resistensi nyamuk akibat
teknik pengendalian lain. Namun demikian, agensia
bakteri ini tidak pernah digunakan di Indonesia, padahal
dari catatan berbagai sumber isolat, B. sphaericus strain
1539 berasal dari Jakarta.

Penggunaan larvisida berbasis B. sphaericus di
negara lain sudah dilakukan sejak lama, dengan hasil
yang baik. Hal ini bisa dicontoh untuk diterapkan di
Indonesia. Tentunya, pengendalian menggunakan
larvisida berbasis bakteri ini perlu ditelii tingkat
keberhasilannya di Indonesia dalam skala kecil dan
menengah, untuk kemudian ditingkatkan dalama skala
yang lebih besar. Mengingat setiap lokasi memiliki
karakteristik lingkungan yang berbeda-beda.

Selain potensi dalam pengendalian larva nyamuk,
industn larvisida berbasis B. sphaericus memiliki potensi
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untuk dikembangkan di Indonesia. Mengingat bahwa B.
sphaericus adalah bakteri yang mudah didapatkan di
lingkungan/tanah di sekitar kita. Dengan megembangan
industri larvisida di Indonesia, kita bisa mengurangi

ketergantungan terhadap produk larvisida yang impor
dari negara lain.
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