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RINGK.ASAN EKSEKUTIF 

Deteksi Geo Cry BacUlus thuringiensis H-14 Galur Lokal dan Toksisitasnya Terhadap 
Jentik Nyamuk Vektor Malaria Anopheles maculatus 

Blondine Cb. P. Yusnita Mirna Anggraeni, Esti RahanHanlngtyas, S.Si 

Dalam rangka pencapaian target MDGs kesehatan Indonesia dan fokus prioritas 

pembangunan kesehatan tahun 2010·2014 yaitu mengenai pengendalian penyakit menular antara 

lain demam berdarah dengue, malaria dan filariasis maka dilakukan penelitian pengendalian jentik 

nyamuk menggunakan enkapsulasi delta endotoksin Bacillus thuringiensis H-14 galur lokal. 

Nyamuk Aedes, Anopheles dan Culex adalah nyamuk yang berperan penting dalam penularan 

penykit tersebut. Penggunaan insektisida kimia merupakan metode yang dikenal berhasil 

membunuh nyamuk. Namun demikian terdapat darnpak negatif yaitu sifatnya yang tidak spesifik 

sehingga dapat membunuh organisme bukan target serta menimbulkan resistensi vektor, di 

samping dampak negatif lainnya terhadap lingkungan. Timbulnya resistensi nyamuk terhadap 

insektisida kimia dan adanya pertimbangan terhadap keamanan lingkungan mendorong 

dikembangkannya biolarvasida B. thuringiensis H-14 yang efektif dan bersifat target spesifik. Pada 
tahun 1978, WHO telah merekomendasikan penggunaan endotoksin B. thuringiensis untuk 

mengendalikan jentik nyamuk Anopheles sp, Aedes dan Cu/ex sp. Pengendalian vektor secara 

hayati menggunakan bioinsektisida berbahan aktif Bacillus thuringiensis H-14 tampaknya sangat 

memberikan harapan sebagai altematif untuk insektisida kimiawi pada pengendalian penyakit� 

penyakit yang tertularkan oleh ingkungan. Untuk mengurangi efek yang kurang baik tersebut, 

dikembangkanlah Jarvasida alami. Salah satu larvasida alami yang dikembangkan adalah bakteri B. 

thuringiensis strain H-14 (Bt H-14). Bakteri ini mampu menghasilkan kristal endotoksin yang 

toksik terhadap jentik nyamuk. Kristal endotoksin ini diinisiasi oleh gen, yang lazim disebut gen 

Cry dan gen Cyt. Gen Cry yang terdapat dalam B. thuringiensis israelensis produk luar adalah Gen 

Cry 4Aa, 4Ba, l lAa, Cyt lAa. Salah satu cara deteksi adanya keberadaan sekuens gen Cry dan 
Cyt tersebut pada bakteri adalah menggunakan analisis molekuler. Karena itu dalam penelitian ini 

akan mendeteksi dan mengindentifikasi gen Cry berapa yang diperoleh B. thuringiensis H-14 galur 

lokal. Tujuan penelitian adalah 1). mendeteksi ada tidaknya gen Cry 4Aa, 4Ba, 11 dan Cyt lAa 

pada isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal 2).Menentukan toksisitas B. thuringiensjs H-14 galur 

lokal terhadap jentik Anopeles maculatus. Jenis penelitian adalah penelitian intervensi dengan 
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rancangan eksperimental murni (true experiment) untuk penelitian laboratorium dan dan 

eksperimental semu (penelitian lapangan). Lokasi penelitian di Balai Besar Penelitian dan 
Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga, dan di Kabupaten Kulon 

Progo, DIY. Bentuk keluaran penelitian ini adalah diperoleh gen Cry B. thuringiensis H-14 galur 

lokal yang efektif dan potensial untuk membunuh jentik nyamuk vektor. Dengan analis molekuler 

tersebut kita dapat mengetahui potensi bakteri tersebut untuk dikembangkan menjadi salah satu 
altematif larvasida alamami.. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat B. thuringiensis H-14 

galur lokal mengandung keempat macam gen yaitu Cry 4Aa, 4Ba, 11 dan Cyt lAa pada isolat B. 

thuringiensis H-14 galur lokal. Setelah dilakukan uj i toksisitas di laboratorium, isolat ini 

membunuh jentik Anopheles macu/atus dari laboratorium pada konsentrasi 25,62 ppm (LC90) dan 

membunuh jentik An. maculatus dari lapangan pada konsentrasi 28,81 ppm (LC90). Penebaran 

dilapangan menunjukkan dengan konsetrasi 300 ppm, isolat ini mampu membunuh jentik > 80% 

pada pengamatan hari ke 5. Hasil yang diperoleh dari penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat 

dan digunakan bagi pengelola program sebagai bahan pertimbangan dalam manajemen 

penggunaan larvasida mikrobia B. thuringiensis serotipe 14 (H�14) galur lokal sebagai tindakan 
altematif terhadap pengurangan dan selektivitas penggunaan insektisida kimia dan dapat 

digunakan sebagai agen pengendali hayati 

vi 

' 



• 

ABSTRAK 

Pengendalian biologi vektor malaria dapat dilak:ukan menggunakan Bacillus thuringiensis 
H-14. Bakteri ini mematikan larva nyamuk dengan menghasilkan kristal toksin (&-endotoksin) 
yang menjadi aktif pada kondisi basa di dalam perut larva. Gen yang mengkode kristal protein 
yang dhasilkan oleh bakteri adalah gen Cry. Gen lain yang terdapat dalam B. thuringiensis dan 
memiliki aktifitas sitolitik disebut gen Cyt. Gen Cry dan Gen Cyt B. thuringiensis israe/ensis 
produk Iuar adalah gen Cry 4Aa, 4Ba, 11 Aa dan Cyt lAa. Berdasarkan permasalahan tersebut, 
maka dilakukan penelitian untuk mendeteksi gen Cry kultur B. thuringiensis H-14 galur lokal 
sehingga dapat ditentukan dan diklasifikasi gen Cry mana bakteri tersebut. Penelitian secara 
molekuler dilakukan di laboratorium B2P2VRP Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat B. 
thuringiensis H-14 galur lokal mengandung keempat macam gen dan setelah dilakukan uji 
toksisitas di laboratorium, isolat ini membunuh jentik Anopheles maculatus dari Jaboratorium 
berturut-turut pada konsentrasi 25,62ppm (LC90) dan membunuh jentik An. maculatus dari 
lapangan dengan konsentrasi 28,81 ppm (LC90). Pencbaran dilapangan menunjukkan dengan 
konsetrasi 300 ppm, isolat ini mampu membunuh jentik > 80% pada pengamatan hari ke 5, 
dengan konsentrasi 300 ppm. Bacillus thuringiensis H-14 dapat digunakan sebagai agen 
pengendali hayati. dan penelitian lapangan dilakukan di Kecamatan Kokap, Kabupaten Kulon 
Pro go. 

Kata kunci : Bacillus thuringiensis H· 14, deteksi, gen cry, gen cyt 

vii 

' 



DAFTARISI 

Halaman 

JUDUL PENELITIAN .............. ............... ....................................................................................... i 

SU SUN AN TIM PENELITI ...................................................................................................................... ii 

SURAT KEPUTUSAN PENELITIAN ................................................. ................................................... iii 
KATA PENGANTAR ............ ..................................................................................................................... v 

RINGKASAN EKSEKUTIF ...................................................................................................................... v 

ABSTRAK ..................................................... .................... ................................. ........................................ vii. 
DAFT AR ISi ..... ..... ...................................... ..................................... .................................................... viii 

DAFT AR TABEL.............. .............................................................................................................. . .. ix 

DAFT AR GAMBAR....................................................................................................................... x 

DAFfAR GR.AFIK.................. ................... ................................................................................. . xi 

DAFT AR DIAGRAM....................................................................................................................... xii 

I. PENDAHULUAN ...... .................................... ............................... ........... ....... ....... .................. 1 
2. TINJAUAN PUST AKA ........................ ................................................... ................... ............. 2 

3. TUJUAN DAN MANFAAT .............................................................................................. .. . .  4 

4 HIPOTESIS.... ......................................... .... ................... .......................... .. ....................... .. .4 

3. TUJUAN DAN MANFAAT.............................................................................................. .. . .4 

4 HIPOTESIS.............................................................................................. .. ......................... .4 

5. METODE.............................................................................................. .. ............................ .4 

6 HASIL ... ........................ ................................................................... .. ............... .......... ....... . 11 

7.PEMBAHASAN....................................................................... ............ .. . ............................ 19 

8. KESIMPULAN DAN SARAN.......................................................... .. .. ....................... ....... . 21 
9 UCAPAN TERIMA KASIH ............................................................... .. ................... ...... ....... . 22 

10. OAFTAR KEPUSTAKAAN ............... .............................................. .. ............................. . .  22 

LAMPI RAN 

viii 

' 



• 

DAFTAR TABEL 

Tabel l. Uji efikasi B. thuringiensis H� 14 galur lokal fonnulasi cair terhadap ljentik An. 

.maculatus instar III akhir ... . . . ..... ..... . . ........ . ... . . . . . ..... . . .. ........ ... . . . ..... . . . .............. . . . . ....... 14 

Tabel 2. Kepadatan jentik An. maculatus sebelum dan sesudah aplikasi formulasi cair B. thuringiensis H-
14 galur Jokal konsentrasi 30 ppm (I x LC92) di kobakan Desa Hargowilis,.Kecamatan .Kokap, 
Kabupaten Kulon Progo .................................................... ............................................................ 15 

Tabel 3. Kepadatan jentik An. maculatus sebelurn dan sesudah aplikasi fonnulasi cair B. thuringiensis H-
14 galur lokal konsentrasi 300 ppm (10 x LC92) di kobakan Desa Hargowilis,.Kecamatan .Kokap, 
K.abupaten Kulon Progo ................................................................................................................ 17 

Tabel 4. Kepadatan jentik An. maculatus sebelwn dan sesudah aplikasi fonnulasi cair B. thuringiensis H-
14 galur lokal konsentrasi 3000 ppm (100 x LC92) di kobakan Desa Hargowilis,Kecamatan 
.Kokap,Kabupaten Kulon Progo .................................................................................................... 18 

iv 

' 



• 

DAFf AR GAMBAR 

Garn bar la.. Hasil amplifikasi DNA gen cry 4 Asp dan 4BSpe ....................................... 11 

Gambar lb. Hasil amplifikasi DNA gen cry 1 Jgral dan cytlgral ..................... .12 

Garn bar le. Kobakan (habitat perkembangbiakanjentik An.maculatus di antara batu, 
Kokap, Kabupaten Kulon Progo ..................................................................... 13 

Gambar 1 d .. Kobakan (habitat perkembMgbiakan jentikAn.macu/atus di sungai 

Kokap, Kabupaten Kulon Progo .......................................................................... 14 

' 

y 



• 

DAFT AR GRAFIK 

Grafik 1. Jumlah jentik An. macu/atus yang tertangkap di Desa Hargowilis,Kecamatan 

Kokap ,Kabupaten Kulon Progo ........................................................................ 13 

Grafik 2.Persen penurunan kepadatan.jentik An. maculatus setelah diaplikasi fonnulasi cair 

Bt H-14 galur lokal konsentrasi 30ppm di kobakan Desa Hargowilis, Kabupaten Kulon 

Progo ..................................................................................................................... 16 

Grafik 3.Persen penurunan kepadatan.jentik An. maculatus setelah diaplikasi fonnulasi cair 

Bt H-14 galur lokal konsentrasi 30oppm di kobakan Desa Hargowilis, Kabupaten 
Kulon Pro go ................................................................................................ 17 

Graftk 4.Persen penurunan kepadatan.jentik An. macu/atus setelah diaplikasi fonnulasi cair 

Bt H-14 galur lokal konsentrasi 3000 ppm di kobakan Desa Hargowilis, Kabupaten 
Kulon Progo ........................................................................................................... 18. 

' 

VI 



DAFT AR DIAGRAM 

Diagnna 1. Nyamuk An. maculatus yang tertangkapDi Desa Hargowilis, Kecamatan 

Kokap,Kabupate Kulon Progo, Juni -Juli 2012 ................................................... I 2 

xii 

• 

' 



• 

1. PENDAULUAN 

Vektor nyamuk dikenal berperan penting dalam penularan berbagai macam 

penyakit di Indonesia, antara lain demam berdarah dengue, malaria, dan filariasis. 

Beberapa genus nyamuk yang memiliki peranan tersebut antara lain adalah Aedes, 

Anopheles, dan Cu/ex. Pengendalian terhadap penyebaran penyakit tersebut telah 

dilakukan melaui berbagai cara, di antaranya secara biologis, yaitu dengan memanfaatkan 

Bacillus thuringiensis H-14. Pada tahun 1978, WHO telah merekomendasikan penggunaan 

endotoksin B. thuringiensis untuk mengendalikan larva nyamuk Anopheles sp, Aedes dan 

Cu/ex sp. Sedangkan pada tahun 1991, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Vektor 

dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga telah melakukan eksplorasi B. thuringiensis 

dari berbagai habitat tanah termasuk tanah yang berada di lokasi endemik malaria. Hasil uji 

serologi menunjukkan bahwa salah satu isolat yang diperoleh merupakan isolat B. 

thuringiensis H-14 galur lokal yang menghasilkan endotoksin1• Hasil seleksi toksisitas 

isolat yang diperoleh menunjukkan bahwa isolat tersebut sangat toksik terhadap nyamuk 

Anopheles sp, Aedes aegypti dan Cu/ex sp. 

Sebagai biolarvasida, bakteri ini mematikan larva nyamuk dengan menghasiakan 

kristal toksin (o-endotoksin) yang menjadi aktif pada kondisi basa di dalam perut larva. 

Toksin ini menyebabkan terbentuknya pori-pori (lubang yang sangat kecil) di sel membran 

di saluran pencernaan dan mengganggu keseimbangan osmotik dari sel-sel tersebut. 

Karena keseimbangan os-motik terganggu, sel menjadi bengkak dan pecah yang 

menye1:5abkan matinya serangga. Sifat toksisitasnya sangat spesifik, masing-masing 

subspesies memiliki target spesifiknya masing-masing. Bacillus thuringiensis H-14 

diketahui toksik terhadap rtyamuk dan Jalat. Selain itu bakteri ini memiliki daya bunuh 

tinggi dan tidak berbahaya bagi lingkungan 2•3.4. 

Gen yang mengkode kristal protein yang dhasilkan oleh bakteri ini dikenal dengan 

sebutan gen Cry yang berasal dari kata Crystal. Gen lain yang terdapat dalam B. 

thuringiensis dan memiliki aktifitas sitolitik disebut gen Cyt , yang ini berasal dari kata 

cytolitic. Gen ini mengkode non spesifik sitolitik factor. Kristal endotoksin B. thuringiensis 

dikelompokkan menjadi delapan kelas utama, yaitu CrylA sarnpai CryX berdasarkan 

homologi sekuen asam amino di N-terminalnya, berat molekulnya, dan aktivitas 

insektisidalnya. Keberadaan gen tersebut pada bakteri B. thuringiensis digunakan dalam 

' 



• 

penatanamaan bakteri tersebut. Gen Cry dan Gen Cyt B. thuringiensis israe/ensis produk 

luar adalah gen Cry 4Aa, 4Ba, l lAa dan Cyt lAa. 

Berdasarkan hal-hal yang diperoleh, maka dianggap perlu untuk dilakukan deteksi 

gen Cry kultur B. thuringiensis H-14 galur Jokal sehingga dapat diketahui, gen Cry yang 

dimiliki oleh bakteri ini dapat diklasifikasikan pada kelas yang mana. 

Penelitian dilakukan secara biomolekuler dengan mengisolasi DNA isolat B. 

thuringiensis H-14 dan mendeteksi keberadaan gen Cry dan Cyt dengan primer spesifik 

khusus untuk gen Cry dan Cyt akan dilihat band-nya dengan metode elektroforesis. 

Berdasarkan uraian di atas diajukanlah permasalahan yang perlu dijawab adalah: 

apakah gen Cry dan Cyt B. thuringie nsis H-14 galur lokal dapat terdeteksi dan 

teridentifikasi dan toksik terhadap jentik An. maculatus? 

2.TINJAUAN PUSTAKA 

Bacillus thuringiensis adalah bakteri berbentuk batang, hidup secara aerobik, 

bersifat gram positif, dapat bergerak karena terdapatnya flagelum, serta menghasilkan 

spora dan kristal protein5• 

Bacillus thuringiensis bersifat kosmopolitan antara lain dapat diisolasi dari tanah 

misalnya tanah yang yang berada di bawah pohon, cabang dan lubang pohonyang sudah 

tua umumya, tanah yang berbecek, tempat perindukan larva nyamuk maupun larva yang 

sakit6·7• 

Sa/ah satu karekteristik b. thuringiensis adalah dapat memproduksi kristal protein 

toksin (delta endotoksin) di dalam sel bersama-sama dengan spora pada waktu sel 

mengalami sporulasi8• Kristal toksin memegang peranan penting karena aktivitasnya 

sebagai insektisida. 

Oitemukan galur lokal B. thuringiensis H-14 yang diisolasi dari habitat tanaih di 

laboratorium Balai Penelitian Vektor dan Reservoir Penyakit, Salatiga9• Galur lokal 

tersebut dapat mengendalikan larva Aedes aegypti, Cu/ex quinquefasciatus dan Anopheles 

aconitus lebih besar dari 90 % selama 24 jam dan 48 jam pengujian. 

Pengendalian vektor secara hayati menggunakan bioinsektisida yang dibentuk dari 

B. thuringiemis H-14 tampak.nya sangat memberikan harapan sebagai altematif untuk 

insektisida kimia pada pengendalian penyakit-penyakit yang tertularkan oleh nyamuk. 
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Bioinsektisida B. thuringiensis israe/ensis (H14) telah diproduksi secara 

komersial oleh beberapa negara dalam fonnula cair (liquid), bubuk (powder) dan granul 

yang terdaftar di komisi pestisida di Indonesia. 

Dalam memenuhi akan bioinsektisida B. thuringiensis H-14 galur lokal agar tidak 

tergantung dari luarluar dan menghemat biaya. diproduksi formulasi cair, bubuk dan granul 

B. thuringiensis H-14 galur lokal menggunakan media standar TPB (Tryptose Phosphate 

Broth). Selain itu B. thuringiensis H-14 galur lokal dapat dikembangbiakan dalam media 

kelapa (air kelapa dan endospermnya), air rendaman kedelai dan air cucian beras yang 

relatif murah harganya10
• 

Kelebihan penggunaan larvisida mikroba B. thuringiensis H-14 karena daya racun 

yang tinggi terhadap larva nyamuk dan larva lalat hitam, ikan dan serangga air 
lainnya tidak terpengaruh 11• bersifat spesifik target, tidak toksik terhadap lingkungan dan 

organisme bukan sasaran khususnya predator larva nyamuk dan vertebrata lain, juga aman 

bagi manusia12• Kekurangan dari larvasida
. 

ini adalah tidak berdaur ulang dan tidak stabil 

dalam penyimpanan 13 serta interval waktu yang dibutuhkan untuk penyemprotan hanya 

berkisar 1 minggu. Selain itu tidak dapat mengendalikan pupa serangga sasaran, karena 
bakteri tersebut hanya dimakan larva .. 

Bacillus thuringiensis H-14 galur lokal yang diperoleh kemungkinan mempunyai 

gen berbeda sehingga diperoleh daya racun yang lebih tinggi dan efektivitsnya juga lebih 

lama daripada yang berasal dari daerah subtropik. 

Gen yang mengkode kristal protein yang dhasilkan oleh bakteri ini dikenal dengan 

sebutan gen Cry yang berasal dari kata Crystal. Gen lain yang terdapat dalam B. 

thuringiensis dan memiliki aktifitas sitolitik disebut gen Cyt , yang ini berasal dari kata 

cytolitic. Gen ini mengkode non spesifik sitolitik factor. Kristal endotoksin B. thuringiensis 

dikelompokkan menjadi delapan kelas utama. yaitu CrylA sampai CryX berdasarkan 
homologi sekuen asam amino di N-terminalnya, berat molekulnya, dan aktivitas 

insektisidalnya. Keberadaan gen tersebut pada bakteri B. thuringiensis digunakan dalam 

penatanamaan bakteri tersebut. Gen Cry dan Gen Cyt B. thur ingiensis israelensis produk 

luar adalah gen Cry 4Aa, 4Ba, l lAa dan Cyt lAa. 
Berdasarkan permasalahan tersebut, maka dianggap perlu untuk dilakukan deteksi 

gen Cry kultur B. thuringiensis H-14 galur lokal sehingga dapat diketahui, gen Cry yang 

dimiliki oleh bakteri ini dapat diklasifikasikan pada kelas yang mana. 
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Penelitian dilakukan secara biomolekuler dengan mengisolasi DNA isolat B. 

thuringiensis H-14 dan mendeteksi keberadaan gen Cry dan Cyt dengan primer spesifik 

khusus untuk gen Cry dan Cyt akan dilihat band-nya dengan metode elektroforesis. 

3.TUJUAN dao MANFAAT 

Tujuan umum : 

a. Mendeteksi ada tidaknya gen Cry 4Aa, 4Ba, 11 dan Cyt lAa pada isolat B. 

thuringiensis H-14 galur lokal 

b. Menentukan toksisitas gen Cry B. thuringiensis H-14 galur lokal yang 

diperoleh terhadap jentik Anope/es maculatus 

Tujuan khusus : 

a. Menentukan variasi keberadaan gen Cry yang terdapat pada B. thuringiensis 

H-14 galur lokal 

b. Menentukan LC (lethal Concentration) 50 % dan 90 % B. thuringiensis H-14 

galur lokal yang telah ditentukan gen Crynya terhadap jentik nyamuk An. 

maculatus 

Manfaat 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat bagi pengembangan 

ilmu pengetahuan di bidang pengendalian vektor. 

4. HPOTESIS 

Gen Cry dan Cyt B. thuringiensis H-14 galur lokal dapat terdeteksi dan 

teridentifikasi serta toksik terhadap jentik An. macu/atus 

5. METODE 

Kerangka Konsep 

Dalam penelitian ini akan diidentifikasi gen Cry B. turingiensis H-14 galur lokal. Gen 

Cry dari B.thurigiensis H-14 galur lokal yang diperoleh akan diuji toksisitasnya 

terhadap jentik An. maculatus, untuk memperoleh LC50 dan LC90. Kerangka konsep 

adalah sebagai berikut: 

gen Cry 4Aa, 4Ba, 11 

dan cyt 1Aa Bt H-14 

galur lokal 

Bt H-14 galur lokal 

Jumlah kematian jentik An. 
macu/atus di laboratorium 

l 
LC50 dan LC90 jentik nyamuk 
An. maculatus di laboratorium, 

Persentase kematian jentik 
nyamuk An. maculatus di 4 

lapangan 
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Tempat dan Waktu Penelitiao 

Penangkapan dan pengambilan jentik dilakukan di Kelurahan Hargowilis, 

Kecamatan Kokap Kabupaten Kulon Progo. Deteksi gen Cry dan cyt serta uji toksisitas 

akan dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan Biologi Molekuler Balai Besar 

Litbang Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP). pada bulan Februari - November 

2012. 

Jeois Penelitian dao Desain Penelitian 

Jenis penelitian adalah penelitia terapan dengan rancangan eksperimental mumi 

(true experiment) bagi penelitian laboratorium karena semua variabel dapat dikendalikan 

Sedangkan penelitian lapangan adalah kuasi eksperimental 

Populasi 

Bacillus thuringiensis H-14 galur lokal 

Semuajentik nyamukAn. maculatus, basil pemeliharaan B2P2VRP. 

Sampel 

Bacillus thuringiensis H-14 galur lokal yang telah ditentukan gen Crynya 

Sampel penelitian adalah jentik An. maculatus instar II akhir atau III awal. 

Pengambilan sampel pada kelompok perlakuan dan kontrol dilakukan secara 

completely randomized sampling. Hal ini disebabkan percobaan bersifat homogen. 

Randomisasi dilakukan dengan menempatkan perlakuan secara random terhadap 

unit percobaan14• 

Ulangan atau replikasi 

Banyaknya konsentrasi perlakuan dihitung secara RAK (Rancangan Acak 

Kelompok). 

Banyaknya ulangan untuk uji toksisitas B. thuringiensis H-14 galur lokal yang 

telah ditentukan gen Cry dalam formulasi cair di laboratorium dihitung menurut 

rumus 15 sebagai berikut : 

(t-1) (r-1) > 15 

(9-1) (r-1) > 15 

r - :=:: 2.8 - 3 

Keterangan: t = jurnlah perlakuan 

r = jumlah ulangan 

--- ---- --
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Estimasi Desar Sampel, Cara Pemiliban dao Peoarikan Sampel 

1 .  Besar sampel yang diambil adalah Jentil< An. macu/atus instar II akhir atau Ill 
awal. Masing-masing ulangan dalam perlakuan diberikan sebanyak 25 jentil< 

2. Kriteria inklusi: jentil< An. maculatus instar II akhir atau III awal. 

3. Kriteria eksklusi: jentil< An. maculatus instar n akhir atau m awal yang tidak 

sehat, hal ini ditunjukkan dengan pengamatan secara makroskopis wamajentil< 

tidak kehitaman ataupun ada bercak kuning . 

Variabel 

1. Variabel bebas 

Vanabel bebas pada penelitian ini adalah gen Cry isolat Bacillus thuringiensis 

H-14 galur lokal. 

2 .  Variabel terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah kematian jentik An. maculatus 

lnstrumen dan Cara Pengumpulao Data 

Data yang diperoleh berupa hasil elektroforesis, menunjukkan hasil positif apabila 

terdapat pita DNA yang sejajar dengan control positif dan negative apabila tidak 

terdapat pita DNA yang sejajar dengan control positif. Data primer kematian jentik 

An. maculatus, yang meliputi LC50 dan LC90 diperoleh dari hasil uji Jaboratorium. 

Persen penurunan kepadatan jentik An. maculatus di lapangan. 

Dahan dan Prosedur Kerja 

1 .  Dahan dan alat untuk mengideotifikasi gen Cry 

Bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah 2 isolat (isolat A dan B) B. 

thuringien.sis H-14 galur lokal B2P2VRP, media TPB, aquades, spiritus, nuclei 

lysis solution, protein kinase, RNAse solution, protein presipitation solution, 

isopropanol, etanol, DNA rehydration solution, Go Taq Green master mix, Primer 

CryJVa, CryIVB, CryIVD dan Cytla DNA template, agarose, TBE 10 X., 

aquabides, EtBr, parafilm, sarung tangan, spidol marker, micropipette tip O, l - I 0 

µL, micropipette tip 10 - 100 µL, micropipette tip 100 - 1000 µL, plastic zipper, 

alumunium foil, whatman paper. 

Alat yang digunakan meliputi tube 1,5 µL, rak tube 1,5 µL, rak tube PCR, beker 

glass 250 ml, gelas ukur 500 mL sentrifuge, inkubator, timbangan analitik, 

waterbath, hotplate, masker, thermometer, cetakan gel elektroforesis, bak rendaman 

untuk EtBr, elektroforesis, GelDoc, pipet tetes, dan mangkok plastic. 
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2. Prosedur Kerja 

Pelaksanaan penelitian sebagai berikut: 

a. Aktivasi lsolat Bacillus thuringiensis H-1 4  

Dua ose penuh kultur murni B. thuring iensis H-14 pada media NA berusia 48 

jam diarnbil dan diinokulasikan pada 200 ml media TPB steril, kemudian 

diputar pada rotary shaker dengan kecepatan 175 rpm selarna 48 jam. 

b. Isolasi DNA 

Biakan murni B. thuringiensis H-14 galur lokal yang telah diaktivasi dengan 

volume 200 µL disaring menggunakan whatman paper dengan ukuran pori 

I µm . Whatman paper digunting kecil-kecil, lalu dimasukkan ke dalam tube 1,5 

ml, ditarnbahkan 300 µI nuclei lysis solution l,5 µI protein kinase. Tube 

kemudian diputar dengan menggunakan vortex dan di-spinning down. Sampel 

di dalam tube diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 65°C. Setelah inkubasi 

berakhir, sampel ditambah RNAse solution, dihomogenkan, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit. Setelah itu sampel ditambah 

protein presipitation solution dan disimpan di suhu - 20°C selama 5 menit. 

Sampel lalu disentrifuge pada kecepatan 13000 g pada suhu 4°C selama 10 

menit. Supernatan yang dihasilkan dipisahkan dan dimasukkan pada tube 1,5 ml 

yang baru. Isopropanol sebanyak 200 µl ditambahkan pada tube tersebut secara 

perlahan melalui dinding tube. Tube disentrifuge pada 13000 g dengan suhu 

4°C selama 5 menit. Supematan yang dihasilkan kemudian dibuang dengan 

menggunakan mikropipet. Pelet dicuci dengan isopropanol dingin sebanyak 200 

µI, lalu disentrifuge kembali pada 1 3000 g, 4°C selama 5 menit. Lang:kah 

pencucian ini diulang 3 kali. DNA hasil pencucian ini dikeringkan dan 

dilarutkan pada DNA rehydration solution sebanyak 50µ1, lalu disimpan pada 

suhu 20°C. 

c. Pembuatan Agarose 

Serbuk agarose ditimbang sebanyak 0,6 gram, lalu diletakkan di beker 

glass dan dicampurkan dengan TBE I % sebanyak 60 ml. Magnetic stearer 

dimasukkan ke dalam beker glass, selanjutnya diletakkan di atas hot plate, 

dididihkan hingga larutan bening. Larutan agarose yang telah bening kemudian 

diangkat dan dicetak di cetakan gel elektoforesis yang telah dipasang sisir. 

Larutan didinginkan dan didiamkan hingga mengeras. 
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d. Polimerase Chain Reaction (PCR) 

DNA template yang dihasilkan pada proses isolasi DNA kemudian dimasuk.kan 

ke dalam tabung PCR yang telah dilabeli, lalu secara berturut-turut 

ditambahkan Go Tag Green Master Mix 12,5 µI, primer F 10 M I  µi primer R 

10 M 1 µI, nuclease free water 5,5 µl. Urutan sekuens dari masing-masing 

primer yang digunakan adalah sebagai berikut: 

1. cyt lAa 
5' CCTCAATCAACAGCAAGGGTIATI (d), 
5' TGCAAACAGGACA TIGTA TGTGT AA TT (r) 

2. Cry4aA 
5'  TCAAAGATCATTICAAAATIACATG (d) 

3 .  Cry4Ba 
5'  CGTTTTCAAGACCT AA T AA TAT AA T ACC ( d), 
5' CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT (r) 

4. Cry! I 
5' CGCTTACAGGATGGATAGG (d), 
5 'GCTGAAACGGCACGAA TAT AA TA (r) 

pada 477 hp 

pada 459 hp 

pada 321 bp 

pada 342 bp 

Sampel di-spinning down sebentar, kemudian dimasukkan ke dalam mesin PCR 

yang telah diset tahapannya sesuai gen Cry yang akan dideteksi. Tahapan PCR 

yang digunakan adalah sehagai berikut : 

- Pre denaturation 95 °C selama 2 menit, 

- Denaturation 95 °c selama 1 menit 

- Anneling : 

I . Cyt 1 Aa pada suhu 52 
°c 

2. Cry4aA pada suhu 50 °c 

3. Cry4Ba pada suhu 50 °c 

4. Cry 11 Aa pada suhu 50 °c 

- Elongation 72 °c selama l menit 

- Extend 72 °c selama 5 menit 

- Dilakukan sebanyak 30 siklus 

e. Elekv6f oresis 
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e. Elektroforesis 

Sampel dikeluark.an dari mesin PCR. Secara berturut-turut DNA ladder, kontrol 

(+), kontrol (-), dan sampel sebanyak masing-masing 7 µl disuntikkan pada 

sumuran yang tercetak pada gel. Gel dirnasukkan pada mesin elektroforesis 

yang telah diset pada 120 volt selama 30 menit. Gel yang telah selesai 

dielektroforesis direndam pada larutan EtBr dengan konsentrasi 0,0 I M selama 

15 menit. Gel kemudian diletakkan di Gel Doc untuk dibaca hasilnya. 

f. Uji toksisitas gen Cry isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal formulasi cair 

terhadap jentik An. maculatus sebagai berikut. 

Isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal yang memiliki satu macarn atau lebih 

gen penyandi pembentukan kristal endotoksin tersebut, diencerkan 

menggunak.an akuades kemudian diambil 1 ml dan dimasukkan ke dalam 

beaker glass yang berisi 99 ml akuades, dikocok sampai homogen kemudian 

larutan diam bi I 30 µI, 50 µI, 70 µI, 90 µI, 100 µI, 300 µI, 500 µI, 700 µl dan 900 

µI dengan mikropipet dan dimasukkan ke dalam mangkok plastik berisi 25 ekor 

jentik An. maculatus dengan volume total 100 ml sehingga diperoleh 

konsentrasi 3, 5, 7, 9, 10, 30, 50, 70, dan 90 ppm. Sebagai kontrol, mangkok 

plastik hanya diisi dengan 100 ml akuades danjentik. 

Kematian jentik diamati selama 24 dan 48 jam setelah pengujian. Untuk 

mendapatkan nilai LC50 dan LC90 B. thuringiensis H-14 galur lokal dilakukan 

analisis Probit16 • 

g. Uji skala lapangan gen Cry isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal formulasi 

cair terhadap jentik An. maculatus sebagai berikut: 

Dalam penelitian ini digunakan 3 konsentrasi B. thuringiensis H-14 galur Jokal 

fonnulasi cair yang telah ditentukan gen Crynya. Adapun konsentrasi B. 

thuringiensis H-14 galur lokal yang digunakan adalah konsentrasi kematian 

jentik An. maculatus diantara kematian 90 % (LC90) sampai LC 95 % (LC 95) 

dari hasil uji efikasi jentik laboratorium dan Japangan yaitu pada konsentrasi 30 

ppm (LC92). Uji efikasi B. thuringiensis H-14 galur lokal menggunakan 3 

konsentrasi yaitu konsentrai 30 ppm, 300 ppm (10 x 30 ppm) dan 3000 ppm 

( 1 00 x 30 ppm). Digunak.an 1 8  kobakan perlakuan yaitu 6 kobak.an perlakuan 

dengan luas 0,35 m2 - 1,78 m2 diaplikasi dengan konsentrasi 30 ppm formulasi 

cair B. thuringiensis H-14 galur lokal dan l kobakan kontrol dengan luas 0,26 
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m2• Enam kobakan berikutnya dengan luas antara 0,42 m2 - 1,08 m2 diaplikasi 

dengan konsentrasi 300 ppm formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur lokal 

dengan I kobakan kontrol seluas 0,35 m2• Sedangkan konsetrasi 3000 ppm 

formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur lokal diaplikasikan pada 6 kobakan 

dengan luas 0, 1 3  m2 - 0,36 m2 dan 1 kobakan kontrol dengan luas l,78m2• 

Aplikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur lokal dengan cara disemprot 

menggunakan alat semprot (Hand sprayer) kecil yang terbuat dari plastik 

berukuran 1 liter. Kondisi lingkungan seperti pH dan suhu air diukur baik 

sebelum, selama maupun sesudah aplikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 

galur lokal. Pengamatan kepadatan populasi jentik dilakukan dengan 

pencidukan secara acak menggunakan dipper volume 100 ml. Pengamatan 

dilakukan sebelum aplikasi, 1,2,4,7 dan 14 hari sesudah aplikasi (dihentikan 

sampai kepadatan populasi jentik naik kembali seperti semula) yaitu kepadatan 

populasi sampai mencapai lebih besar dari 70 %. Padat populasi dihitung dalam 

satuan per I 0 ciduk. Semua jentik An. macu/atus dihitung jumlahnya untuk 
menentukan kepadatan populasinya. Untuk mengetahui efektivitas enkapsulasi 

granul B. thuringiensis H-14 galur lokal terhadap jentik an. maculatus, 

persentase reduksi dihitung dengan menggunakan formula Mulla dkk17• 

h. Bahan dan alat penangkapan nyamuk dan jentik seperti aspirator, dipper, tray, 

kandang, kain kasa dll. 

Penangkapan nyamuk dan pengambilan jentik 

1 .  Survei dilakukan dengan melakukan penangkapan nyamuk yang istirahat di 

luar rumah (habitat asli) pada pagi hari (06.00 - 08.00) dan malam hari di 

luar rumah (kandang dan sekitamya) pada jam 1 8.00 - 24.00. Untuk 

menangkap nyamuk digunakan aspirator dengan bantuan lampu senter oleh 

6 orang. Nyamuk yang tertangkap dimasukan ke dalam paper cup untuk 

dipe\ihara sampai menjadi jentik di laboratorium insektarium. 

2. Pengambilan jentik dilakukan di tempat-tempat genangan air yang diduga 

dapat digunakan sebagai tempat perindukan potensial bagi An. maculatus 

misalnya tempat-tempat yang berupa kobakan (cekungan air). Pengambilan 

jentik dapat menggunakan ciduk berukuran 100 ml, 250 ml dan 350 ml. 

Jentik yang tertangkap dipindahkan ke botol vial dengan menggunakan 

pipet untuk kemudian dipelihara di laboratorium insektarium. 
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Manajemen dan Analisa Data 

Data has i i  pembacaan Gel Doc yang positif dinyatakan sebagai isolat positi f gen Cry. 

Detinisi Operasional 

I .Bacillus rhuringiensis H- 14 lsolat B. thuringiensis israelensis (H-14) dengan 

bentuk protein paraspora tidak beraturan dari hasil isolasi tanah dan jentik 

sak it/mati. 

2. Gen Cry adalah gen penyandi produksi kristal endotoksin B. thuringiensis H- 14 

galur lokal 

3.Gen Cyr adalah gen penyandi produksi faktor lisis B. thuringiensis H-14 galur 

lokal 

4.LC 50 adalah konsentrasi yang dibutuhkan untuk membunuh 50 persen dari 

serangga u.1 1  

5.LC 90 adalah konsentrasi yang dibutuhkan untuk membunuh 90 persen dari 

serangga uj i 

6.HASfL 

a. Deteksi Gen cry dengan teknik PCR 

Hasil amplitikasi DNA menggunakan empat primer : Cyt lgral, cry 4Aspe, cry 

4Bspe, cry 1 1  gral menunjukkan pada kedua isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal yang 

telah diuji secara serologis menunjukkan hasil yang positif pada amplifikasi DNA 

menggunakan primer cry 4Bspe, cry 4Aspe, cry 1 lgral. Hasil positif pada amplifikasi 

ON A menggunakan primer Cyt I gral hanya terdapat pada isolat A. 

Gambar la. Hasil amplifikasi DNA gen cry 4Aspe dan 4BSpe 

1 1  
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Gambar l b. Hasil amplifikasi DNA gen cry cry I lgral dan cyt l gral 

b. Penangkapan nyamuk dan pengambilan jentik 

1 .  Fauna nyamuk dan jentik Anopheles maculatus di daerab penelitian 

Nyamuk Anopheles yang berhasil ditangkap di Desa Hargowilis, Kecamatan 

Kokap, Kabupaten Kulon Progo sebanyak 628 ekor, terdiri dari An. maculatus sebanyak 

224 ekor ( 26,29 %) dan nyamuk Anopheles spesies lain sebanyak 404 ekor (71,86 

%)(Diagram I ). 

-------·--------------------� 

.-t11opl1des 

111 Anophele::; mnculntu:-: • .-\nophele::; ::;pp 

Diagram I .  Nyamuk An. macu/atus yang tertangkap di Desa Hargowilis, 
Kecamatan Kokap, Kabupaten Kulon Progo, Juni - Juli 2012 
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Jumlah jentik yang tertangkap sebanyak 628 ekor selama 3 kali penangkapan dari 

Bulan Juni - Juli 2012 disajikan pada Grafik l ,  . 

0. 
('J -""-
Q,Q 
i:: .3 ... 
QJ .... -""-
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E ('J > z 
.c. ('J 
'E 
:::J 

I 
.1 

350 
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so 
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Chart T itle 

2 3 

Pe Mngkapan 

-Jumlilh Ny<imuk 

Anopheles spp. 

-Jumlilh Nyi'lmuk 

Anopheles mi'lculatus 

Grafik 1. Jentik An. maculatus yang tertangkap di Desa Hargowilis, Kecamatan Kokap, 
Kabupaten Kulon Progo, Juni - Juli 2012 

Tempat perindukan jentik An. maculatus di Desa Hargowilis, Kecamatan Kokap, 

Kabupaten Kulon Progo disajikan pada Gambar I .a dan I .b. 

\� 

Gambar I.e. Kobakan yang berada di antara batu 
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Gambar 1.d. Kobakan yang berada di sungai 

2. Uji efikasi B. thuringiensis H-14 galur lokal (A) formulasi cair terhadap jentik 

nyamuk dari laboratorium dan lapangan 

Hasil uji efikasi B. thuringiensis H-14 galur lokal formulasi cair yang telah 

ditentukan gen Crynya (isolat A) terhadap jentik An. macu/atus instar III akhir dari 

laboratorium dan dari lapangan disajikan pada Tabet 1 .  

Hasil efikasi B. thuringiensis H-14 galur lokal (A) formulasi cair selama 24 jam 

pengujian, menunjukkan bahwa konsentrasi sebesar 12,50 ppm dan 25,62 ppm mampu 

mematikan jentik An. maculatus berturut-turut sebesar 50 % dan 90 %. Hasil pengukuran 

kondisi laboratorium seperti pH air = 7, suhu air = 23° C - 25° C, suhu udara = 20° C - 24° 

C dan kelembaban nisbi udara dalam ruangan = 69 - 89 % 

Tabel 1 .  Uji efikasi B. thuringiensis H-14 galur lokal fonnulasi cair terhadap jentik An. 
maculatus instar Ill akhir 

Jentik Nyamuk An Maculatus 

Laboratorium 
Lapangan 

Kematian 50% dan 90% jentik setelah 24 jam 
pengujian 
LC 50 (ppm) 
12,50 
17,52 

LC 90 (ppm) 
25,62 
28,81 

3. Uji efikasi B thuringiensis H-14 galur lokal di lapangan 

a. Uji efikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur lokal konsentrasi 30 ppm 

Pengamatan kepadatan jentik An. macu/atus yang dilakukan dengan pencidukan 

secara acak di tempat-tempat yang ditemukan adanya jentik pada �mpel kobakan 1-6 
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s.ebelum aplikasi clan 5 hari sesudah aplika.si formulasi cair B. thuringiensis H-14 ga1ur 

lokal (isolat A) konsetrasi 30 ppm (LC92) disajikan pada Tabet 2. Pengamatan sebelum 

aplikasi, menunjukkan bahwa rata-rata kepadatan jentik An.maculatus pada kolam kontrol 

s.ebesar 6,04 ekor/ciduk dan pada kolarn perlakuan 6.06 ekor/ciduk. Luas kobakan kontrol 

berkisar 0,26 m2 dan perlakuan (0,35 - 1,78 m2)(Tabel 2 dan Grafik 2). Efektivitas B. 

t huringiensis H- J 4 galur lokal formulasi cair terhadap jentik An. macu/atus, persen reduksi 

dihitung menurut rumus Mulla8, > 70 % selama 5 hari yaitu pada hari ke l (98,71 %) , hari 

ke 2 (98, 1 5  %.), hari ke 3 98,49 %, hari ke 4 dan ke 5 berturut-turut 80,89 % dan 79, I 0 %. 

Hasi I pengukuran kondisi lapangan seperti pH air = 7, suhu air = 25° C - 28° C, dan 

kelembaban nisbi udara (RH) berkisar 49 - 81,5 % (Tabel 2) 

Tabel 2. Kepadatan jentik An. maculatus sebelum dan sesudah aplikasi formulasi cair Bt 
H-14 galur lokal konsentrasi 30 ppm (1 x LC92) di kobakan Desa Hargowilis, 
Kecamatan Kokap, Kabupaten Kulon Progo 

Pengamatan 

(Hari) 
Sebelum aplikasi Bt H-14 
Setelah aplikasi Bt H-14 
I 
2 
3 
4 
5 

Rata-rata kepadatan jentik An macu/atus 
(3-l 0 diplciduk) 
Kontol Perlakuan 
6,04 6.06 

6,22 0.08 
5.40 0. 10 
5,95 0,09 
5,74 1 , 1 0  
6,20 1 ,30 

' 

Penurunan 

(%) 

99.71 
98.15 
98,49 
80,89 
79,10 
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Grafik 2. Persen penurunan kepadatan jentik An. maculatus- setelabdiaplikasi formulasi 
cair Bt H-14 galur lokal konsentrasi 30 ppm dikobakan Desa Hargowilis, 
Kabupaten Kulon Progo 

b. Uji efikasi formulasi cair B. thuringien�is H-14 galur lokal konsentrasi 300 ppm 

Pengamatan kepadatan jentik An. maculatus yang dilakukan dengan pencidukan 

secara acak di tempat-tempat yang ditemukan adanya jentik pada sampel kobakan 1-6 

sebelum aplikasi dan 5 hari sesudah aplikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur 

lokal (A) dosis 300 ppm (LC99) disajikan pada Tabel 3. Pengamatan sebelum aplikasi, 

menunjukkan bahwa rata-rata kepadatan jentik An. maculatus pada kolam kontrol sebesar 

6,30 ekor/ciduk dan pada kolam-perlakuan 5.74 ekor/ciduk. Luas kobakan kontrol ( 0,35 

m2) dan perlakuan (0,42 - 1,08 m2)(Tabel 3 dan Graflk 3). Efektivitas B. thuringiensis H-

14 galur lokal (A) formulasi cair terhadap jentik An. macuiatus, persen reduksi dihitung 

menurut rumus Mulla8, > 70 % selama 5 bari yaitu pada hari ke 1 (99,64 %) dan hari 2 

(99,65 %.), hari ke 3, hari ke 4 dan ke 5 berturut-turut sebesar 99,52 , 98,80 % dan 85,30 

%. Has ii pengukuran kondisi lapangan seperti pH air = 7, suhu air = 25° C - 26° C, dan 

kelembaban nisbi udara (RH) berkisar 52 - 26 % (Tabel 3) 
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Tabel 3. Kepadatan jentik An. maculatus sebelum dan sesudah aplikasi enkapsulasi Bt H-
14 galur lokal konsentrasi 300 ppm (10 x LC92ppm) di kobakan Desa 
Hargowilis, Kecamatan Kokap, Kabupaten Kulon Progo 

Pengamatan 

(Hari) 

Rata-rata kepadatan jentik An Maculatus 

Sebelum aplikasi Bt H-14 

Setelah aplikasi Bt H-14 
1 
2 
3 
4 
5 

(3-10 dip/ciduk) 
Kontol 
5,74 

5.16 
5.25 
5,70 
6,12 
6,20 

Perlakuan
. 

6.30 

0.02 
0,02 
0,03 
0,08 
1,00 
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Grafik 3. Persen penurunan kepadatan jentik An. maculatus setelah 
diaplikasi Bt H-14 galur lokal konsentrasi 300 ppm dikobakan 
Desa Hargowilis, Kabupaten Ku1on Progo 

Penurunan 

(%) 

99.64 
99,65 
99,52 
98,80 
85,30 

c. Uji efikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur lokal konsentrasi 3000 ppm 

Pengamatan kepadatan jentik An. maculatus yang dilakukan dengan pencidukan 

secara acak di tempat-tempat yang ditemukan adanya jentik pada sampe1 kobakan 1-6 

sebelum aplikasi dan 5 hari sesudah aplikasi formulasi cair B. thuringiensis H-14 galur 

lokal (A) dosis 3000 ppm ( 1000xLC92) disajikan pada Tabel 4. Pengamatan sebelum 

aplikasi, menunjukkan bahwa kepadatan jentik An. maculatus pada kolam kontro1 sebesar 

12,20 ekor/ciduk dan pada kolam perlakuan 16,30 ekor/ciduk. Luas kobakan kontrol 
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( I ,  78 m2) dan perlakuan (0, I 3 - 0,36 m2)(Tabel 4 dan Grafik 4). Efektivitas B. 

thuringiensis H-14 galur lokal (A) formulasi cair terhadap jentik An. maculatus, persen 

reduksi dihitung menurut rum us Mulla8, > 70 % selama 5 hari yaitu pada hari ke 1 (l  00 

%) dan hari 2 (100 %.), hari ke 3, hari ke 4 dan ke 5 berturut-turut sebesar 99,22 %, 

98,80 % dan 85,30 %. Hasil pengukuran kondisi Japangan seperti pH air = 7, suhu air = 

25° C - 27° C, dan kelembaban nisbi udara (RH) berkisar 53% - 86 % (Tabel 4) 

Tabel 4. Kepadatan jentik An. maculatus sebelum dan sesudah aplikasi enkapsulasi Bt H-
14 galur lokal konsentrasi 3000 ppm (100 x LC92) di kobakan Desa Hargowilis, 
Kecamatan Kokap, Kabupaten Kulon Progo , 

Pengamatan Rata-rata kepadatan jentik An maculatus 
(3-1 0 diplciduk) 

(Harl) 
Sebelum aplikasi Bt H-14 

Setelah aplikasi Bt H-14 
I 

2 
3 
4 
5 

Kontol 
12,20 

12.50 
12,00 
14,50 
13,10 
12,80 

Perlakuan 
16,30 

0.0 
0,0 
0, 15 
0,08 
0,0 1 
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Grafik 4. Persen penurunan kepadatan jentik An. maculatus setelah diaplikasi 
Bt H-14 galur lokal (A) konsentrasi 3000 ppm dikobakan 
Desa Hargowilis, Kabupaten Kulon Progo 
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Penurunan 

(%) 

100 
100 
99,22 
99,54 
94,15 
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7. PEMBAHASAN 

Penelitian ini menggunakan 4 macam primer (Cyt l Aa, cry 4Aspe, cry 4Bspe, cry 

1 1  gral) untuk mengidentifikasi apakah isolat yang diuji merupakan B. thuringiensis 

subspecies israelensis. WHO menyatakan salah satu cara untuk mengidentifikasi bakteri B. 

thuringiensis H-14 adalah dengan mengidentifikasi kandungan 4 macron kristal protein 

yang disandi dari gen Cyt IAa, cry 4Aspe, cry 4Bspe dan cry l l gral. Dua isolat (A dan B) 

yang dideteksi gen Crynya, hanya isolat A mengandung gen Cyt 1 Aa, cry 4Aspe, cry 

4Bspe dan cry 1 1  gral sedangkan isolat B mengandung gen Cyt I Aa, cry 4Aspe dan cry 

1 1  gral. Keempat gen yang muncul pada isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal (isolat A ) 

menunjukkan bahwa isolat tersebut mempunyai gen yang sama dengan B. thuringiensis 

subspecies israelemis (H-14) produk luar. Isolat A (formulasi cair B. thuringiensis H-14 

galur lokal) yang telah ditentukan gen cry di lakukan uji toksisitasnya terhadap jentik An. 

maculatus hasil kolonisasi laboratorium dan lapangan. Bakteri ini marnpu membunuh 90 

% - I 00 % jentik An. macu/atus di Jaboratorium maupun uji coba di lapangan. Hal ini 

dikarenakan Gen cry 4 merupakan gen penyandi produksi kristal protein yang toksik 

terhadap serangga dari genus diptera. Hasil amplifikasi pada kedua isolat juga 

menunjukkan hasil yang bervariasi, pada isolat A band yang dihasilkan tampak tebal akan 
tetapi pada isolat B band yang dihasilkan tampak tipis. Kemungkinan ada variasi DNA 

pada masing masing isolat sehingga perlu dilakukan squencing untuk melihat variasi dari 

kedua isolat tersebut. Jumlah nyamuk dan jentik An. macu/atus yang tertangkap di Desa 

Hargowilis, Kecamatan Kokap sangat bervariasi. Bruce-Chwatt18 mengatakan bahwa 

kepadatan populasi nyamuk Anopheles sangat dipengaruhi oleh perubahan suhu, 

kelembaban relatif dan curah hujan. Tampaknya faktor-faktor lingkungan juga berperan 

mendukung relatif tingginya kepadatan nyamuk dan jentik An. maculatus. Suhu udara dan 

kelembaban di dua daerah tersebut, tampaknya ideal untuk perkembangan jentk dan 

nyamuk An. maculatus . Perbedaan konsentrasi B. thuringiensis H-14 galur lokal fonnulasi 

cair untuk membunuh jentik An. macu/atus dari laboratorium dengan dari lapangan dapat 

dilihat pada Tabel 1 .  Ada beberapa hal yang menyebabkan perbedaan tersebut yaitu faktor 

pada bakteri dan serangga uji. Faktor pada bakteri adalah struktur kristal yang terdapat 

pada isolat B. thuringiensis H-14 galur lokal dapat berpengaruh pada efiksi bakteri 

tersebut. Struktur kristal dan spora yang berada dalam set mempunyai ikatan yang lebih 

mudah dipecah oleh enzim yang dihasilkan serangga dan ukuran molekul protein yang 

menyusun kristal, serta susunan molekul asam amino dan kandungan karbohidtat dalam 
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kristal yang dapat mempengaruhi toksisitas B.thuringiensis tersebut. Faktor yang ada 

pada serangga adalah perbedaan keadaan pada saluran pencemaan serangga uji seperti pH 

dalam mesenteron yang mempengaruhi kelarutan kristal protein.Selain itu kemampuan 

enzim protease yang ada dalam pencemaan serangga uji yang berfungsi untuk mengikat 

toksin berpengaruh pula terhadap kematian serangga. Reaksi daya bunuh atau patogenisitas 

di dalam usus tengah jentik tidak sama. Besar kecilnya konsentrasi yang diperoleh sangat 

bergantung pula pada hubungan antara kristal protein yang dihasilkan dengan jentik 

serangga sasaran. Hal ini didukung oleh Jaquet dalam Blondine19 yang melaporkan bahwa 

tiga faktor yang menentukan potensi deltaendotoksin B. thuringiensis adalah asal toksin 

(galur B. thuringiensis), kemampuan cairan usus untuk melarutkan kristal protein serta 

kerentanan serangga sasaran terhadap toksin. 

Keberadaan jumlah kristal protein toksin (delta endotoksin) di permukaan dan 
perilaku makan dari jentik itu sendiri juga berpengaruh dalam menentukan kematian 

jentik. Kemungkinan bahwa jumlah kristal protein toksin (delta endotoksin) sudah cepat 

mengendap ke bawah/dasar mangkok yang tidak sepenuhnya mencapai sasaran jentik 

Anopheles yang mempunyai kebiasaan mengambil makanan (termasuk toksin) di daerah 

permukaan (lebih kurang 1-2 mm). Faktor-faktor seperti instar larva, makanan, periode 

pemaparan, kualitas air, galur bak:teri, perbedaan kepekaan jentik nyamuk yang diuji, 

suhu air dan formulasi, khususnya tingkat sedimentasi/pengenda� tersedianya toksin di 

daerah makan jentik dan kebiasaan makan jentik Anopheles mungkin dilaporkan sangat 

mempengaruhi efikasi fomulasi B. thuringiensis H-1420 • 

Jumlah spora bakteri B. thuringiensis H-14 adalah sama banyak di permukaan 

dan dasar pada hari ke 3 dan ke 7 sesudah aplikasi21 • Telah diketahui bahwa bakteri B. 

thuringiensis H-14 produk Juar yang dikenal dengan nama B. thuringiensis israelensis 

telah diformulasi dalam bentuk cair, bubuk dan granula (Abbott Laboratories).Ketiga 

formulasi ini dibuat sesuai dengan perilaku makan jentik. Selain tingkat formulasi 

bakteri, faktor lain adalah tersedianya toksin (delta endotoksin) di daerah makan larva. 

Apabila tersedia kristal protein toksin cukup akan tetapi larva itu sendiri tidak mau makan 

maka tidak akan terjadi kematian larva. Kematian larva akan terjadi apabila kristal 

endotoksin tertelan oleh larva nyamuk yang akan terjadi paralisis usus diikuti kematian 

larva nyamuk22• Kristal protein toksln diproduksi di dalam set B. thuringiensis H-14 

bersama-sama spora pada waktu sel mengalami sporulasi22• 
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Kerentanan serangga sasaran terhadap toksin yang dihasilkan maupun kemampuan 

enzym protease yang berada di usus tengah jentik Anopheles dalam melarutkan kristal 

protein toksin menjadi toksik juga merupakan salah satu faktor dalam menentukan 

kematian jentik. Uji skala lapangan menggunakan 3 konsentrasi (30 ppm, 300 ppm dan 

3000 ppm) B. thuringiensis H-14 galur lokal formulasi cair terhadap jetik An.maculatus 

sampai dengan hari ke 5 penebaran, kematian jentik An. maculatus masih di atas 70 %. 

Faktor lingkungan, kondisi alamiah air pembuangan dan penambahan air pada tempat 

tempat perindukan larva juga merupakan faktor yang dapat berpengaruh pada aktivitas 

larvasida B. thuringiensis H-1 423• Selain itu beberapa faktor abiotik dapat mempengaruhi 

efikasi B. thuringiensis H-14 seperti temperatur, pH, sinar matahari, garam, polusi bahan 

organik dan kedalaman air24· Temperatur yang terlalu tinggi dapat mengurangi efikasi B. 

thuringiensis H-14. pH tidak ada pengaruh selama masih berada dalam kisaran pH 

normal. Sinar matahari dapat mempengaruhi aktivitas B. thuringiensis H-14. Garam 

(NaCl) hanya sedikit berpengaruh/pada efikasi B. thuringiensis H-14. Memerlukan 

konsentrasi yang lebih besar bagi lingkungan yang banyak bahan organik.tinggi air yang 

dalam mengurangi efikasi B. thuringiensis H-14. 

Hasil pengukuran pH air, suhu air dan kelembaban udara merupakan fak:tor 

abiotik yang cukup baik untuk perkembangan jentik Anopheles 25• 

Dengan ditemukan gen Cry B. thuringiensis H-14 galur lokal yang sama dengan B. 

thuringiensis israelensis (H-14) produk luar maka B. thuring iens is H-14 galur lokal dapat 

dikembangkan penggunaannya sebagai agensia pengendali vektor. 

8. KESIMPULAN dan SARAN 

Kesimpulan 

Ditemukan gen Cry 4Aa, 4Ba, 1 1  dan Cyt lAa pada isolat B. thuringiensis H-14 

galur lokal efektif membunuh jentik An. maculatus pada uji laboratorium dan dapat 

menurunkan kepadatanjentik nyamuk > 70 % sampai dengan hari ke 5. 

Saran 

Untuk meningkatkan efektivitas B. thuringiensis H-14 galur lokal yang telah ditemukan 

gen Crynya disarankan untuk membuat suatu teknik milcrokapsulasi yang tepat untuk 
pengendal ian jentik nyamuk. 
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An. ma cu la tus laborat'ol'iii·WW':\1;�rh$;�ap ·l;Jti ( 1 Agustus 2 0 1 2 )  

* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T 
DATA Information 

A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 

7 unweighted cases accepted. 
0 cases rejected because of missing data. 
1 case is in the control group . 
0 cases rejected because LOG-transform can ' t  be done . 

MODEL Information 

ONLY Normal Sigmoid is requested. 

* * * * * * * ' * * * * P R 0 B I T A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 
Parameter estimates converged after 12 iterations . 
Optimal solution found. 

Parameter Estimates ( PROBIT mode l : ( PROB I T ( p ) ) = Intercept + BX) : 

concentr 

Regression Coe f f .  Standard Error Coeff . /S . E .  

4 , 1 1 332 , 8 6904 4 , 7 3 3 1 9  

Intercept Standard Error Intercept / S . E .  

- 4 , 5 1 2 4 6  , 98 3 5 4  - 4 , 5 8 8 0 0  

Pearson Goodness-of-Fit Chi Square = 2 , 028 OF = 5 p = , 8 4 5  

Since Goodness-of-Fit Chi square i s  NOT significant, no heterogeneity 
factor is used in the calculation of confidence limits. 

* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T 
Observed and Expected Frequencies 

Number of Observed 
concentr Subjects Responses 

' 9 5 2 0 , 0  6 , 0  

1 ,  o.o 2 0 , 0  6 , 3  

l ,  0 4  2 0 , 0 9 , 3 

1 , 1 1  2 0 , 0 1 0 , 0  

l ,  23 2 0 , 0  1 2 , 0  

1 , 2 8  2 0 , 0  1 6 , 3  

1 , 3 2 2 0 , 0 1 7 I 3 

A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 

Expected 
Responses Res idual Prob 

5 , 570 , 4 30 , 2 7 8 4 8  

6 ,  898 - , 598 I 3 4 4 8 9  

8 , 1 9 0  1 ,  1 1 0  , 4 0 9 4 8  

1 0 , 554 -, 5 5 4  , 52 7 7 2  

1 4 , 1 6 8  -2, 168 , 7 0 8 4 2  

1 5 , 4 5 2  , 8 4 8  I 7 7 2 6 1  

1 6 , 4 5 7  , 8 43 , 8 2 2 8 4  

' 
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* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T A N A L Y S I S 
Confidence Limits for Effective concentr 

9 5 %  Confidence Limits 

Prob concentr Lower Upper 

I O l  3 , 3 9 9 9 5  1 , 2 7 8 4 1  5 , 1 3 8 7 1  

I 0 2  3 , 9 6 0 4 5  1, 65605 5 , 7 3 3 6 1  

, 0 3 4 , 3 6 3 0 7  1 ,  9 5 1 1 6  6 , 14765 
, 04 4 I 6 9 2 7 1  2 , 2 07 02 6 , 4 7 9 65 

, 0 5  4 , 9 7 9 1 2  2 , 4 3 9 4 0  6 , 7 6 3 6 6  

I 0 6  5 , 2 3 6 63 2 ,  65613 7 , 0 1 5 8 5  

, 0 7  5 , 4 7 3 3 6  2 , 8 6 1 7 1  7 , 2 4 5 2 9  

, 0 8 5 , 6 9 4 3 8  3 , 0 5 90 1  7 , 4 5 7 6 6  

, 0 9  5 , 9 0 3 1 4  3 , 2 5 0 0 1  7 , 6 5 6 7 3  

, 1 0  6 , 1 0 2 0 5  3 ,  4 3 6 1 3  7 , 8 4 5 1 9  

, 1 5 6 , 9 9 9 5 0  4 , 32 3 3 5  8 , 6 8 3 6 3  

, 2 0 7 , 8 0 6 0 0  5 , 1 8 1 7 8  9 , 4 2 6 9 1  

, 2 5  8 , 5 7 1 57 6, 0 4 3 1 2  1 0 , 1 3 1 4 1  

I 30 9 , 3 2 2 8 6  6 , 9 2 4 2 6  1 0 , 8 3 0 2 7  

/ 35 1 0 , 0 7 7 6 9  7 , 8 3 4 7 4  1 1 ,  5 5 0 6 9  

, 4 0 1 0 , 8 5 0 3 9  8 , 7 7 8 1 6  1 2 , 3 2 1 9 3  

I 4 5 1 1 , 6 5 4 3 4  9 ,  7 5 1 1 2  1 3 , 1 8 1 3 8  

, 5 0  12, 50367 lCl- , 74236 14 , 17 9 5 1  
' 5 5 1 3 , 4 1 4 90 1 1 ,  7 3 5 9 6  1 5 ,  3 8 1 1 0  

, 60 1 4 , 4 0 8 8 5  1 2 ,  7 2 2 1 8  1 6 , 8 6 0 7 9  

, 6 5  1 5 , 5 1 3 6 4  1 3 , 7 0 932 1 8 , 7 0 1 3 6  

, 7 0  1 6 , 7 6 9 7 2  1 4 , 7 2 65 0  2 1 , 0 0 9 2 2  

, 7 5  1 8 , 2 3 9 5 7  1 5 , 8 2 0 9 4  2 3 , 9 5 2 9 0  

, 8 0  2 0 , 0 2 8 4 0  1 7 , 0 6 2 6 5  2 7 , 8 3 7 2 5  

, 8 5 2 2 , 3 3 6 1 2  1 8 , 5 6 9 5 4  3 3 ,  2 8 1 1 7  

, 9 0  25, 62117 ' . 20i 5'9,265 4 1 , 79622 

I 9 1  2 6 , 4 8 4 5 2  2 1 , 1 0 6 3 2  4 4 , 1 7 5 4 4  

, 92 2 7 , 4 5 5 4 3  2 1 ,  6 7 6 4 3  4 6 , 9 1 9 1 4  

, 93 2 8 , 5 6 4 1 4  2 2 , 3 1 8 4 6  5 0 , 1 3 9 0 4  

I 94 29, 8 5 539 2 3 , 0 5 5 0 7  5 4 , 0 0 3 9 1  
/ 9 5  31 , 3 9 94 8' :,-��>�;,.��;;:921s:ot' 5 8 ,  78'50,4 
, 9 6  3 3 , 3 1 5 9 1  2 4 , 97 7 1 6  6 4 , 9 5 6 3 2  

, 97  3 5 , 8 3 2 9 4  2 6 ,  33372 7 3 , 4 5 2 5 5  

/ 98 3 9 , 4 7 5 7 2  2 8 , 2 4 4 0 4  8 6 , 5 1 5 1 9  

, 9 9  4 5 , 9 8 3 5 4  3 1 , 5 2 5 1 2  1 1 2 ,  0 3 1 2 8  

Abbreviated Extended 

Name Name 

concentr concentration 

' 

* * * * * * * * * * 
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An. maculatus l apangan�.-jife:Oji�Q.�!T'iA.1£llfj ( 1 6  Agustus 2 0 1 2 )  

* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T 
DATA Information 

A N A L Y S I S * * * . * * * * * * * 

8 unweighted cases accepted. 
0 cases rejected because of missing data. 
1 case i s  in the control group. 
0 cases rejected because LOG-transform can ' t  be done. 

MODEL I n formation 

ONLY Normal Sigmoid is reque sted. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
� * * * * * * * * * * * P R 0 B I T A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 
Parameter estimates converged after 13 ite rations . 

Optimal solution found. 

Parameter Estimates (PROBIT mode l :  ( PROBIT ( p ) ) = I ntercept + BX) : 

Regression Coeff. Standard Error Coef f . / S . E .  

conc_ppm 5 , 9 3 2 6 8  1 , 0 6 1 8 8  5 , 5 8 6 9 8  

Intercept Standard Error Intercept / S . E .  

- 7 , 3 7 8 1 7  1 , 3 9 4 8 1  -5, 2 8 9 7 1  

Pearson Goodness-of-Fit Chi Square = 2 , 8 1 2  OF "' 6 p = , 8 32 

Since Goodness-of-Fit Chi square i s  NOT significant, no heterogeneity 
factor is used in the calculation of confidence limits. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - -
* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T 
Observed and Expected Frequencies 

Number of Observed 
conc_ppm Subjects Responses 

1 , 1 1  2 0 , 0  6 , 0  

1 , 2 3 2 0 , 0  6 , 5  
1 , 2 8  2 0 , 0  1 2 , 0  

1 , 3 2 2 0 , 0  1 4 , 0  
1 , 3 6 2 0 , 0  1 5 , 0  

1 , 4 0 2 0 , 0  1 6 , 0  
1 , 4 3 2 0 , 0  17 , 5  

1 ,  4 8 2 0 , 0  1 9 , 0  

A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 

Expected 
Responses Residual Prob 

4 , 4 1 6  1 , 5 8 4  , 2 2080 

9 , 3 7 6  - 2 , 8 7 6  , 4 6 8 7 9  

1 1 , 650 I 350 , 5 8 2 4 9  

1 3 ,  589 , 4 1 1  , 67 9 4 4  

1 5 ,  1 6 4  - , 1 64 , 7 5 8 2 0  

1 6 , 4 0 0  - , 4 0 0  , 82000 
1 7 , 3 4 6  ' 154 , 8 6 7 2 9  

1 8 , 3 4 0  f 6 6 0  , 9 1699 

, 



* * * * * * * * * * * * P R 0 B I T A N A L Y S I S * * * * * * * * * * 

Confidence Limits for Effective conc_ppm 

Prob 

, 0 1 
, 02 
, 03 
, 04 
, 05 
, 0 6 
, 07 
, 08 
, 0 9 
, 1 0  
, 1 5 
, 2 0 
, 2 5 
, 30 
, 3 5  
, 4 0 
, 4 5 
, 5 0  
I 5 5  
, 60 
, 65 
, 7 0  
, 7 5  
I 80 
, 85 
, 90 
, 91 
, 92 
, 93 
, 94 
' 95 
, 9 6  
, 97 
, 98 
' 9 9 

Abbrev iated 
Name 

conc_ppm 

conc_ppm 

95% Confidence Limits 

Lower Upper 

7 , 1 0 4 3 5  3 , 9 8 0 8 1  9 , 4 3 1 0 8  
7 , 89720 4 , 6 8 0 6 1  1 0 , 21000 
8 , 4 4 5 5 2 5 , 1 8 6 4 6  1 0 , 7 3 8 5 5  
8 , 8 8 2 9 5  5 , 60228 1 1 , 1 5 4 9 9  
9 , 2 5 5 4 2  5 , 9 6 4 6 3  1 1 , 50630 
9, 5 8 4 7 2  6 , 2 9 1 1 4  1 1 , 8 1 4 5 9  
9, 8 8 3 0 9  6 , 5 9 1 8 3  1 2 , 09220 

1 0 , 1 5 8 1 1  6 , 8 7 2 9 8  1 2 , 3 4 6 7 5  
1 0 , 4 1 4 8 8  7 , 1 3 8 8 4  1 2 , 58333 
1 0 , 6 5 6 9 6  7 , 3 9 2 4 1  1 2 , 80550 
1 1 , 7 2 0 6 0  8 , 5 3 8 3 8  1 3 , 7 7 3 2 8  
1 2 , 6 4 1 1 7  9 , 5 6 8 7 9  1 4 , 60317 
1 3 , 4 8 8 3 4  1 0 , 5 4 4 7 7  1 5 , 3 6 4 4 5  
1 4 , 2 9 7 4 1  1 1 , 4 9 7 7 6  1 6 , 0 9 3 1 0  
1 5 , 0 90 3 9  1 2 , 4 4 7 2 3  1 6 , 8 1 3 0 4  
1 5 , 8 8 3 4 7  1 3 , 4 0 6 7 2  17 , 5 4 4 0 9  
1 6 , 6 9 0 4 5  1 4 , 3 8 6 0 8  1 8 , 3 0 6 1 5  
1 7 ,  s2· 4.e4�i�W���'g1"��;:�w2·1·�.'1 .. ; 1· 9 "�,:.:��:6'.� 
1 8 , 4 0 0 5 3  1 6 , 4 2 8 6 9  2 0 , 0 2 4 0 5  
1 9 , 3 3 5 3 9  1 7 , 4 9628 2 1 , 0 5 2 0 9  
2 0 , 3 5 1 5 8  1 8 , 5 9 4 4 1  2 2 , 2 6 3 4 7  
2 1 , 4 8 0 3 4  1 9 , 7 2 7 8 7  2 3 , 7 3 3 4 7  
2 2 , 7 6 8 7 8  2 0 , 9 1 7 6 9  2 5 , 5 6 3 8 6  
2 4 , 2 9 4 6 8 2 2 , 2 1 4 2 2  2 7 , 9 0 9 9 5  
2 6 , 2 02 8 4  2 3 , 7 1 8 1 4  3 1 , 0 5 9 9 5  
2 8  a1aoa1�;·-.'.-rI:i,�t�·n:-s:�·a'.47:0.1 .. ·. · ''35 68404 I , •• 4�'1.1��" '1j�, --i •• f , . 
2 9 , 4 8 7 9 2 2 6 , 1 2 3 9 8  3 6 , 9 1 7 4 7  
3 0 , 2 3 3 2 8  2 6 , 6 4 8 1 5  3 8 , 3 1 1 5 2  
3 1 , 0 7 4 6 0  2 7 , 2 3 2 4 0  3 9 , 9 1 1 4 1  
3 2 , 0 4 1 9 4  2 7 , 8 9 5 4 7  4 1 , 7 8 4 2 3  
3 3 ,  1 8 1 99 ' .�;_;';: 28;;6.662.8 4 4 ,  03561 
3 4 , 5 7 3 3 4  2 9 , 5 93 1 2  4 6 , 8 4 5 6 9  
3 6 , 3 6 4 0 3  3 0 , 7 6 6 1 7  5 0 , 5 5 9 6 4  
3 8 , 8 8 8 8 4  3 2 , 3 8 7 2 0  5 5 , 9 7 4 8 5  
4 3 , 2 2 8 8 6  3 5 , 09770 6 5 , 7 4 7 97 

Extended 
Name 

conc_ppm_lap 
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