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Morfologi, Struktur Dan Fisiologi Bakteri

BAB 1

MORFOLOGI, STRUKTUR DAN
FISIOLOGI BAKTERI

A. Ragam Bentuk Morfologi Bakteri

Bakteri adalah organisme bersel tunggal yang memilki
ukuran mikroskopik dan berkembang biak secara sederhana.
Perkembangan biakan bakteri dilakukan dengan cara pembelahan
biner. Secara umum bakteri memiliki dinding sel dan tidak
memiliki klorofil. Dibandingkan dengan jenis makhluk hidup lain,
bakteri merupakan organisme yang paling banyak jumlah dan
penyebarannya. Penyebaran bakteri dapat dijumpai di gurun pasir,
salju, es hingga lautan. Begitu luasnya penyebaran bakteri ini
memungkinkan untuk menjadi salah satu penyebab terjadinya
penyakit pada manusia.
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Morfologi, Struktur dan Fisiologi Bakteri

Ukuran bakteri yang mikroskopik atau sangat kecil
menyebabkan tidak dapat teramatinya dengan jelas morfologi dan
struktur lengkap dari organisme ini. Namun ukurannya jauh lebih
besar dibandingkan ukuran virus (Glazer & Nikaido, 2007). Maka
perlu bantuan mikroskop cahaya bahkan dengan mikroskop
elektron, agar berbagai struktur halus yang ada diluar serta didalam
sel bakteri dapat lebih jelas teramati. Dengan bantuan mikroskop,
bentuk sel bakteri dapat dengan mudah diamati. Sel bakteri akan
dengan mudah teramati menggunakan mikrometer okuler. Satuan
dari pengukuran sel bakteri adalah mikron atau mikrometer (mm).
(Parija, 2012).

1 micron (um) = 1/1000 milimeter (mm)

1 nanometer (nm) = 1/1000 micron (um)

1 Angstrom unit (A) = 1/10 nm (nanometer

Ukuran morfologi bakteri yang masih dapat dilihat dengan
mata telanjang hanya mencapai ukuran 200 um. Sel bakteri
umumnya memiliki ukuran Panjang 2,0 — 5,0 um dan lebar nya
berkisar antara 0,2 — 1,5 um (Parija, 2012). Beberapa spesies
bakteri patogenik memiliki ukuran 0,4 — 2 pm.

Pengamatan tentang karakteristik morfologi koloni bakteri
penting untuk dilakukan. Hal ini bertujuan agar mempermudah
dalam proses identifikasi jenis bakteri. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan (Lay, 1994) bahwa berdasarkan ciri morfologi koloni
bakteri dan biakan murni maka dapat dilakukan proses identifikasi
jenis-jenis mikroorganisme. Namun, untuk memperoleh hasil
identifikasi yang sempurna maka harus dilanjutkan dengan uji
biokimia.

Bakteri memiliki bentuk morfologi yang beraneka ragam
yaitu bulat (kokus), batang (basil) dan spiral (Gambar 1,4).

2 | Aptiani
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Gambar 1. Bentuk morfologi bakteri. 1. Kokus, 2. Basilus, 3.
Vibrio, 4. Spiral, 5. Spirochete (Kumar, 2016)

a. Bakteri bentuk batang atau basil (Bacillus) (Gambar 2,4).
Dikelompokkan menjadi beberapa macam jenis sel;

a. Monobasil (batang tunggal), yaitu bakteri yang hanya
berbentuk satu batang tunggal, contoh Salmonella tphi,
Escherichia coli.

b. Diplobasil (berkelompok dua-dua), yaitu penataan sel bakteri
batang yang berkelompok dua-dua sel, atau berpasangan
(dua-dua sel), contoh Renzbacterium salmoninarum

c. Streptobasil (rantai batang), yaitu penataan sel bakteri basil
yang membentuk rantai, contoh Bacillus anthracis, Azotobacter

sp.

3 | Apriani
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Gambar 2. Basilus. 1. Basil berkelompok, 2. Basil berbentuk rantai, 3.

Diplobasil (Kumar, 2016)

b. Bakteri bentuk bulat (coccus) (Gambar 3,4).
Dikelompokkan menjadi beberapa macam jenis sel;

a.

Monokokus, yaitu bakteri berbentuk bulat tunggal, contoh
Neisseria gonorrhoeae
Diplokokus (diplococci), yaitu bakteri berbentuk bulat yang
bergandengan dua-dua, contoh Diplococcus pnenmonia
Sarkina, yaitu bakteri berbentuk bulat berkelompok 8 sel
atau lebih sehingga bentuknya mirip kubus
Streptokokus, yaitu bakteri berbentuk bulat membentuk
rantai Panjang atau pendek
Stafilokukus, yaitu bakteri berbentuk bulat yang berkoloni
membentuk sekelompok sel tidak teratur sehingga
bentuknya mirip kumpulan buah anggur.

4 | Apriani
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Gambar 3. Kokus. 1. Streptokokus, 2. Pneumokokus, 3.
Gonokokus, 4. Meningokokus, 5. Nezsseria catarrbalis, 6. Gaffkya tetragena,
7. Sarkina, 8. Stafilokukus (Kumar, 20106).

c. Bakteri bentuk spiral (Gambar 1, 4)

a. Spiral, kelompok bakteri yang bentuknya seperti spiral
contoh Spirillum

b. Vibrio, merupakan bakteri berbentuk spiral tak
sempurna, contoh 17brio cholera

c. Spiroseta, yaitu kelompok bakteri berbentuk spiral yang
bersifat lentur. Ketika bergerak tubuhnya dapat
memanjang dan mengkerut.contoh Treponema pallidum

5 | Apriani
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Gambar 4. (a) Micrococens lutens (22.000x) (cocens), (b) Legionella pneumophilla
(Bacillus) (6500x), (c) Vibrio cholerae (13.000x)(vibrio), (d) Aguaspirillum
(7.500x) (spririllum), (€)Spirochetes (14.000x)(spiroseta), () Streptomyces

(6500x) (Talaro & Chess, 2012)

B. Struktur Bakteri
Secara umum, struktur bakteri dibagi menjadi 2 yaitu (Gambar
5);

a. Struktur dasar (dimiliki oleh hampir semua jenis bakteri)

meliputi; dinding sel, membran plasma, sitoplasma,
ribosom, dan DNA
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b. Struktur tambahan (dimiliki oleh jenis bakteri tertentu)
meliputi; kapsul, flagellum, pilus, fimbria, volutin dan
endospora.

Gambar 5. Struktur Umum Bakteri (Norman-McKay, 2019)

Fungsi dari struktur bakteri tersebut meliputi;

1. Dinding sel

Dinding sel berfungsi dalam memberi bentuk dan
melindungi bagian luar sel bakteri. Secara umum dinding sel
terletak diantara kapsul dan membran sitoplasma, tersusun atas
peptidoglikan, yaitu gabungan polisakarida dan protein. Karena
sifatnya yang elastic, selain melindungi sel juga berpengaruh
terhadap bentuk sel.

Berdasarkan perbedaan struktural dinding sel, bakteri
diklasifikasikan menjadi Gram-positif dan Gram-negatif.
Dinding sel bakteri Gram-positif memiliki struktur kimia yang

7 | Aptiani
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lebih sederhana dibandingkan dengan Gram-negatif (Willey,
Sherwood, 2009).
¢ Dinding sel bakteri Gram-positif (Gambar 6)

Dinding sel berlapis tunggal. Peptidoglikan lebih tebal
(15-80 nm), lebih kuat dan kandungan lipidnya rendah
(1-4 %). Dinding sel bakteri Gram-Positif juga
mengandung asam teikoat. Apabila diberi pewarnaan
Gram, dinding selnya dapat menyerap warna violet
(ungu). Contoh Lactobacillus bulgaricus

# i \Wall teichoic acid
+— Lipoteichoic acid

- Cell wall

e T I Cytoplasmic
| |l gﬂl‘l membrane

Gambar 6. Dinding sel bakteri Gram-Positif

0 Dinding sel bakteri Gram-Negatif (Gambar 7)
Terdiri dari komponen peptidoglikan, lipoprotein,
membrane luar, dan lipopolisakarida. Peptidoglikan nya
lebih tipis dibanding Gram—positift dan kandungan
lipidnya tinggi (11-22%). Lapisan peptidoglikan terikat
pada lipoprotein secara kovalen di membran luar dan
membrane plasma. Periplasma terdiri dari enzim
degradasi dengan konsentrasi tinggi dan protein
transport.  Lipoprotein terikat ke peptidoglikan.
Membrane luar melekat dengan lipoprotein. Apabila
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diberi pewarnaan Gram, dinding selnya dapat menyerap
warna merah, Contoh Salmonella typhi.
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Gambar 7. Dinding sel bakteri Gram-Negatif

2. Membran plasma (Gambar 8)

Membran plasma pada bakteri memiliki sifat permeable selective
yang berperan dalam mengatur pertukaran za tantara sel dan
lingkungannya. Secara umum membrane plasma disusun atas
fosfolipid dan protein. Membran plasma bakteri terletak dibagian
bawah dinding sel tetapi tidak terikat.
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Gambar 8. Struktur membran plasma bakteri (Brooks et al., 2013).

3. Sitoplasma

Merupakan suatu cairan sel tempat berlangsungnya reaksi
metabolisme sel untuk mendapatkan energi. Didalamnya
dapat ditemukan ribosom, granula, spora dan DNA.
4. Ribosom

Merupakan tempat terjadinya proses sintesa protein yang
dibantu RNA (mRNA, rRNA, tRNA). Ukuran nya sangat
kecil (10 — 20 nm) (Tortora et al, 2010). Ribosom sel
prokariotik (termasuk sel bakteri) disebut ribosom 708,
dipisahkan kedalam subnumit 30S dan 50S. subunit 30S
mengandung RNA 168, sebaliknya subunit 50S mengandung
RNA 23§ dan 5S. huruf S menunjukkan unit Svedberg, yang
menunjukkan laju relatif sedimentasi (pengendapan) selama
sentrifuge kecepatan tinggi.
5. Endospora

Merupakan strategi bakteri dalam mengatasi kondisi
lingkungan yang tidak menguntungkan. Endospore memiliki
dinding tebal, tahan terhadap panas, dapat melakukan
dormansi dan tahan lama. Adapun ciri-ciri endospore bakteri

10| Apriani
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yaitu; (1) dibentuk oleh semua spesies Bacillus, Clostridinm, dan
Sporosarcina, (2) tahan terhadap pemanasan, desinfektan dan
pengeringan, (3) terbentuk pada kondisi yang tidak
memungkinkan untuk pertumbuhan sel vegetatifnya, (4)
bentuk dan posisi endospore di dalam sel berbeda pada
masing-masing spesies.

6. DNA (deoxyribonucleic acid)

Asam deoksiribonukleat yang berperan sebagai pembawa
informasi genetik.
7. Kapsul

Merupakan lapisan luar dinding sel yang melindungi sel,
baik dari fagositosis maupundari kondisi lingkungan seperti
radiasi, kekeringan, maupun senyawa kimia. Selain itu
berperan juga dalam upaya pertahanan diri dari antitoksin
yang dihasilkan sel inang. Kapsul pada bakteri tersusun atas
polisakarida dan protein dengan komposisi yang berbeda.
Beberapa jenis bakteri melalui proses penanaman pada media
gula tertentu ada yang langsung membentuk lendir yang
kemudian berubah menjadi kapsula, misalnya pada Lenconostoc
mesenteroides. Secara khusus, keberadaan kapsul pada bakteri
memiliki arti penting karena erat hubungannya dengan sifat
patogenitas (keganasan) suatu jenis. Pada bakteri patogen
tertentu, keganasannya akan turun bila kapsul nya dihilangkan.
Hal ini berkaitan dengan adanya bahan-bahan pembentuk
kapsul yang memiliki sifat fatositik pada bakteri tersebut
(Alfred & Heidi, 2015).

8. Flagellum (Gambar 9)

Berperan sebagai alat gerak yang dapat ditemukan pada
beberapa jenis bakteri. Flagella pada bakteri memiliki Panjang
3 — 20 um dan diameter 0,01 — 0,013 um. Terdapat beberapa
tipe flagella. (1) monotrichous (monotrik), yaitu terdapat satu
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flagella diujung (contoh 1V7brio cholera), (2) Amphitrichous
(amfitrik), yaitu memiliki satu flagel atau terdapat satu flagel
dikedua ujung, (contoh .A/kaligenes faecalis), (3) Lophotrichous
(lofotrik), yaitu terdapat beberapa flagel di salah satu atau
kedua ujung (contoh Spirillia), (4) Peritrichous (peritrik), yaitu
terdapat flagella diseluruh permukaan tubuhnya (contoh
Typhoid bacill)

Pergerakan sel oleh flagella akan mendorong sel dengan
putaran melingkar searah sumbu panjangnya, seperti baling
baling. Putarannya dikuatkan oleh arus listrik. Flagella ganda
akan memutar berlawanan dengan arah jarum jam untuk
membentuk suatu berkas yang terkoordinir dan efek
pergerakan sel umumnya kearah nutrisi (kemotaksis positif)
(Salton et al., 2001).

o ——— — G-
Monatrichous Amphitrichous

p—

B
¢ !‘-‘::_E— =——

—

Lophotrichous

Peritrichous

Gambar 9. Susunan flagella (Kumar, 2016)

9. Mesosom

Merupakan penyedia energi atau pabrik energi pada
bakteri. Selain itu berfungsi juga dalam sintesis dinding sel,
dan pembelahan nucleus sel bakteri. Struktur mesosoma pada
bakteri melipat kedalam (invaginasi) sitoplasma. Struktur
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mesosom selalu sinambung dengan membrane sitoplasma
(Pelczar, 1998).
10. Vakuola gas

Merupakan bagian dari sel bakteri yang dapat ditemukan
pada bakteri yang hidup di air dan berfotosintesis
11. Mikrofibril: Fimbria / Pili (Gambar 10)

Fimbria disebut juga Pili merupakan benang-benang halus
yang keluar atau menonjol dari dinding sel berukuran 0,004 —
0,008 pwm. Dibandingkan dengan flagella, struktur fimbria
lebih lurus, tipis dan pendek. Fimbria pada bakteri berperan
dalam membantu bakteri bertahan hidup dan berinteraksi
dengan sel inang. Salah satu aktivitas fungsional fimbria
adalah adhesin, lektin, evasin, agresin dan pili seks. Adhesin
adalah faktor pelekat spesifik pada bakteri pathogen yang
menyebabkan infeksi. Spesifitas perlekatan fimbria dapat
menyebabkan bakteri menempel dan berkoloni pada jaringan
inang spesifik. Misalnya fimbria 987P, K88, K99 pada strain
E.coli  enteropatogen (penyebab diare) berfungsi untuk
kolonisasi dalam usus babi dan anak sapi. Fimbria lainnya
yang tergolong dalam kelompok protein disebut lektin. Lektin
dapat ditemukan pada hewan dan tumbuhan yang berkaitan
dengan gula spesifik pada permukaan sel. misalnya pelekatan
timbria E.coli dan Shigella flexneri terhadap sel darah merah dan
jaringan (epitel usus) secara spesifik dihambat oleh D-manosa
dan D-metilmanosida. Fimbria spesifik juga dimiliki beberapa
bakteri untuk mengikat senyawa tertentu. Misalnya
Psendomonas — aernginosa  memiliki  fimbria  spesifik  untuk
mengikat metil D-galaktosa dan 17brio cholerae mengikat L-
fruktosa atau D-mannosa.
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_- Fimbriag

Gambar 10. Pengamatan struktur pili dengan mikroskop electron pada
E.coli. Pili sex pada bakteri E.co/i Ketika konjugasi antar dua sel (Talaro &
Chess, 2012).

C. Sifat, Karakter Fisiologi Bakteri
Untuk dapat bertahan hidup, terdapat beberapa sifat fisiologis
yang diperlukan oleh bakteri, yaitu;

1. Air. Untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan, bakteri
memerlukan air dalam konsentrasi tinggi disekitarnya. Air
merupakan pengantar semua bahan gizi yang diperlukan sel
dan untuk membuang semua zat yang tidak diperlukan
keluar sel.

2. Garam-garam organik. Diperlukan dalam upaya
mempertahankan keadaan koloidal dan tekanan osmotik di
dalam sel, untuk memelihara keseimbangan asam basa dan
berfungsi sebagai bagian enzim atau sebagai aktivator
reaksi enzim.
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3. Mineral. Diperlukan karbon, nitrogen, belerang, fosfat,
aktivator enzim (Mg, Fe, K dan Ca).

4.  CO, diperlukan dalam proses sintesa dengan timbulnya
asimilasi CO, di dalam sel

5. O, Berdasarkan kebutuhan terhadap oksigen, bakteri
dikelompokkan dalam 5 golongan; (1) Anaerob obligat,
hidup tanpa oksigen, oksigen menjadi toksik terhadap
golongan bakteri jenis ini. Contoh Clostridium  tetani,
Clostridium  botulinum, Clostridium ~ perfringens. (2) Anaerob
acrotolerant, tidak mati dengan adanya oksigen. (3)
Anaerob fakultatif, mampu tumbuh baik dalam suasana
dengan atau tanpa oksigen. Contoh Streptococcus, Aerobacter
aerogenes, Escherichia coli. (4) Aerob obligat, dapat tumbuh
subur bila ada oksigen dalam jumlah besar. Contoh
Mycobacterium tuberculosis. (5) Mikroaerofilik, hanya tumbuh
baik dalam tekanan oksigen yang rendah.

6. Temperatur. Untuk hidup, bakteri mempunyai temperatur
optimum vyaitu kondisi dimana bakteri tersebut dapat
tumbuh sebaik-baiknya dan batas-batas temperatur dimana
pertumbuhan dapat terjadi. Berdasarkan temperatur,
bakteri dikelompokan menjadi 3 golongan; (1) Psikhrofilik
(temp -5 sampai +20°C dengan optimum 1-20°C). (2)
Mesofilik (temp 10 — 45°C dengan optimum 20 — 40°C).
(3) Termofilik (temp 25 — 80°C dengan optimum 50 —
60°C)

7. pH. Keberadaan pH sangat mempengaruhi pertumbuhan
bakteri. Bakteri patogen Sebagian besar hidup pada pH
optimum 7,2 — 7,6

8. Sumber C. Berdasarkan sumber karbon (C), bakteri
digolongkan kedalam 2 golongan ; (1) bakteri autotrof
(litotrof), yaitu bakteri yang hanya memerlukan air, garam
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anorganik  dan  CO, sebagai sumber C  bagi
pertumbuhannya, mensintesis Sebagian besar metabolik
organik CO,. (2) bakteri heterotrof (organotrof), yang
terbagi  menjadi  bakteri  heterotrof  fotosintetik
(memperoleh energi dari cahaya) dan heterotrof
kemosintetik (memperoleh energi dari oksidasi senyawa
organik, memerlukan C dalam bentuk senyawa organic
karbohidrat untuk pertumbuhannya) (Forbes et al., 2007).

Untuk dapat melihat sifat dan karakter fisiologi bakteri dapat

dilakukan dengan pemeriksaan terhadap: (Misnadiatly &
Djajaningrat, 2014).

1.

Kebutuhan akan makanan bakteri tersebut. Apakah
hanya membutuhkan makanan sederhana datau
memerlukan zat-zat tambahan seperti darah.

Suhu. Diperlukan informasi suhu tertentu yang optimal
untuk pertumbuhan bakteri tersebut.

Hubungan bakteri dengan O, dan CO, Dilakukan
pemeriksan sifat bakteri apakah golongan aerob,
anaerob dan tekanan CO,,.

Hubungan bakteri dengan pH pembenihan. Diperlukan
informasi pH optimum, pH maksimum-minimum dari
bekteri tersebut.

Pembentukan pigmen. Diperiksa apakah bakteri
tersebut membentuk pigmen pada pembenihan tertentu.
Daya proteolitik. Diperiksa apakah bakteri tersebut
dapat mencairkan gelatin, mencernakan daging, serum

dan sebagainya.
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13.

14.
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Peragian hidrat arang. Diperiksa apakah bakteri tersebut
dapat membentuk asam, gas, glukosa dan hidrat arang.
Pembentukan indol. Diperiksa apakah bakteri dapat
membentuk indol.

Pembentukan H,S

Reduksi Nitrat. Diperiksa apakah bakteri dapat merubah
nitrat menjadi nitrit

Reduksi litmus dan indikator lain

Hidrolisa tepung kanji. Diperiksa apakah bakteri
tersebut dapat membentuk glukosa

Pembentukan “acetyl metyl carbinol’. Diperiksa dengan
menggunakan tes Voges-Proskauer.

Derajat  keasaman akhir dalam kaldu glukosa.
Ditentukan dengan tetesan merah metil.
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BAB 2

PERTUMBUHAN DAN REPRODUKSI
BAKTERI

A. Pertumbuhan dan Reproduksi Bakteri
Pertumbuhan pada bakteri didefinisikan sebagai kenaikan yang
konstan dari semua komponen kimiawi bakteri yang menyebabkan
bertambahnya ukuran atau substansi atau masa zat. Pertumbuhan
juga diarttkan sebagai pertumbuhan koloni dimana terjadi
pertambahan pada jumlah, ukuran atau massa sel pada koloni
bakteri. Pertumbuhan bakteri tidak mengacu kepada perkembangan
individu organisme sel tetapi pada pertambahan jumlah sel.
Reproduksi bakteri dilakukan melalui pembelahan biner atau
binary fission. Proses pembelahan tersebut dinyatakan menyerupai

pembelahan mitosis pada sel eukariout, namun tidak melibatkan
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spindle dan kromosom. Pembelahan biner dinyatakan sebagai

pembelahan sel secara melintang yang akan menghasilkan 2 sel anak

yang identik dan terpisah. Proses pembelahan biner berlangsung

melalui tiga fase yaitu (Gambar 1):

a. Fase inisiasi (imitiation): sel bersiap untuk melakukan
pembelahan.

b. Fase pemanjangan (elongation): sel mengalami pemanjangan,
kromosom bereplikasi dan protein-protein untuk tahap
pembelahan mulai disintesis.

c. Fase pembelahan (diision): Pada fase ini mesosom—
perpanjangan dari plasma membran terlipat dan tumbuh ke
bagian dalam membentuk sekat. Secara bersamaan dinding sel
mulai disintesis. Sel induk kemudian membelah membentuk
dua sel anak yang identik.

. —
(C & D)

DNA replication and elongation of cell

o o *-\‘\
== )

Division of cell wall and plasma membrane

i - =\
(£ XAz D)

Cross wall formation

N
/ o o ‘:\\\ (/ — \\\
L& ) (L))

Formation of two daughter cells

Gambar 1. Pembelahan Biner Bakteri (Patil and Muskan, 2009).

| Ni Wayan Desi Bintari



Pertumbuhan dan Reproduksi Bakteri

Bakteri akan membelah menjadi 2 sel anak, dari 2 menjadi 4
kemudian 4 menjadi 8 dan seterusnya. Pelipatgandaan sel sesuai
dengan progresi geometric 2" > 2! > 22> 2° ... 2% Apabila
satu volume biak yang sedang tumbuh mengandung N, sel, maka
jumlah sel sesudah n kali pembelahan adalah N, x 2". Selanjutnya
untuk menentukan nilai n, rumus tersebut dapat diturunkan dalam

persamaan logaritma sebagai berikut:

N = N, 2"

Log N = Log Ny +nlog2
logN —log N, = n log?
n = (logN —log Ny)/ log2
n = 3,3 (logN — log Ny)

Pada kondisi optimal bakteri akan membelah diri setiap 15-20
menit. Selang waktu yang diperlukan bagi sel untuk membelah diri
menjadi dua kali lipat disebut dengan waktu generasi. Waktu
generasi tersebut bervariasi tergantung pada spesies dan kondisi
pertumbuhannya.

B. Pertumbuhan dalam Biak Statik

Bakteri apabila dikultivasi pada suatu media biak, maka akan
terus mengalami pertumbuhan hingga salah satu faktor mencapai
minimum dan pertumbuhan menjadi terbatas. Jika pada kondisi
tersebut tidak ada penambahan nutrisi tumbuh atau penyaluran
keluar produk metabolik maka lingkungan pertumbuhan tersebut
disebut sebagai kultur biak statik. Dalam biak statik pertumbuhan
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bakteri dapat dinyatakan dengan grafik logaritme jumlah sel hidup

terthadap waktu atau dikenal dengan kurva pertumbuhan. Kurva

pertumbuhan bakteri berbentuk sigmoid dan dapat dibedakan

menjadi beberapa tahapan yang sangat teratur yaitu tahap ancang-

ancang/ adaptasi (lag phase), tahap eksponensial (logaritmik), tahap

stasionet (stationary phase) dan tahap menuju kematian (death/ decline
phase) (Gambar 2).

a.

Tahap ancang-ancang/ adaptasi (lag phase): Tahap
ancang-ancang mencakup interval waktu antara saat
penanaman dan saat tercapainya kecepatan pembelahan
maksimum. Apabila bakteri dikultivasi pada media nutrisi
baru maka populasi bakteri akan cenderung konstan pada
periode awal. Pada periode /Jag phase ini bakteri masih
beradaptasi dengan kondisi biak baru. Bakteri secara aktif
melakukan proses metabolisme tapi tidak melakukan
pembelahan dengan mulai mensitesis enzim, koenzim dan
molekul esensial lain.

Tahap eksponensial (logaritmik): Tahap eksponensial
merupakan fase dimana bakteri melakukan pembelahan
maksimum yang konstan dimana pertambahan jumlah sel
menjadi 2 kali lipat (generation time). Pada tahap ini terjadi
peningkatan kerapatan sel dan penimbunan produk
metabolisme.

Tahap stasioner (stationary phase): Tahap ini dicirikan
dengan terjadinya keseimbangan antara jumlah sel hidup dan
sel yang mati sehingga kurva menjadi horizontal. Jumlah
bakteri berhenti meningkat karena penurunan derajat
pembelahan sel akibat penipisan kadar nutrisi dan

peningkatan produk metabolisme yang bersifat toksik. Fase
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stasioner umumnya tercapai ketika populasi mencapai 10’
sel/ml.

d.  Tahap menuju kematian (death/decline phase) : Tahap
ini merupakan kebalikan dari fase eksponesial dimana
dicirikan dengan tingkat kematian sel yang mencapai
maksimum. Tingginya tingkat kematian sel disebabkan oleh
rendahnya kadar nutrisi dan tingginya produk metabolisme

yang bersifat toksik.
9.0 Turbidity (optical density) 1.0
0.75
Stationary
= 0.50 >
6 Sty 3
S w
=3 2
3 025 &

0.1

Time

Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Bakteri (Sumber : Maier, 2000)

C. Faktor - Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan
Bakteri

Pertumbuhan bakteri dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor
yang meliputi:

1. Suhu/ temperatur
Kelangsungan hidup sel bakteri akan tergantung pada
kemampuannya beradaptasi dengan variasi suhu lingkungan
habitat alaminya. Kisaran suhu untuk pertumbuhan bakteri
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dapat dinyatakan kedalam tiga suhu kardinal yaitu minimum,
maksimum dan optimum. Suhu minimum merupakan suhu
terendah dimana masih memungkinkan bagi bakteri untuk
melakukan metabolisme. Suhu maksimum adalah suhu
tertingei dimana pertumbuhan dan metabolisme dapat
dilanjutkan. Sedangkan suhu optimum adalah kisaran suhu
yang paling tepat bagi bakteri untuk melakukan metabolisme
secara optimal. Suhu dibawah minimum dapat menyebabkan
inaktivasi enzim bakteri. Sementara suhu diatas maksimum
dapat menyebabkan denaturasi enzim dan asam nukleat
bakteri yang menyebabkan kematian.

Pada sebagian besar bakteri, pertumbuhan optimal
berlangsung pada kisaran suhu 20-45°C. Bakteri patogen
khususnya pada manusia memiliki kisaran suhu optimum
yang sama dengan suhu tubuh manusia yaitu 37°C.
Berdasarkan suhu cardinalnya bakteri dapat dikelompokkan
menjadi 3 golongan yaitu bakteri psychrofil, mesofil dan
thermofil (Tabel 1).

Tabel 1. Pengelompokan bakteri berdasarkan suhu
pertumbuhannya

Suhu pertumbuhan

Golongan
Minimum Optimum Maksimum
Psychrofil 00C 10 —15°C 300C
Mesofil 15 - 250C 25-400C 40 — 55 °C
Thermofil 25 - 45C 50 — 60 °C 60 - 90°C
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2. Cahaya

Cahaya dimanfaatkan oleh bakteri fotoautotrof untuk
proses fotosintesis. Bakteri umumnya adalah mikroorganisme
chemotrophs yang memperoleh energi dari oksidasi donor
electron dalam lingkungannya. Cahaya sebagin besar memiliki
sifat merusak sel bakteri yang tidak memiliki pigmen
fotosintesa. Sehingga di laboratorium dibutuhkan cahaya
dengan panjang gelombang yang sesuai untuk mendukung
pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri dapat terhambat
oleh sinar atau cahaya ultraviolet, infrared, sinar-X dan sinar
gamma yang merusak sel bakteri.

3. Derajat keasaman (pH)

Enzim dan zat seluler bakteri sangat dipengaruhi oleh pH
sechingga pertumbuhannya dalam media tertentu dapat
dihambat jika pH tidak sesuai. Secara umum pH asam dapat
menghambat pertumbuhan bakteri. Sebagian besar bakteri
memiliki kisaran pH netral (pH 7,0) atau sedikit basa (pH 7,2
— 7,4). Namun ada beberapa mikroorganisme yang hidup
pada pH ekstrim. Berdasarkan pH pertumbuhannya, bakteri
dapat dikelompokkan menjadi 3 kelompok yaitu:

a. Asidofilik yaitu bakteri yang dapat tumbuh pada

kisaran pH 1,0 — 6,5.
b. Neutrofilik yaitu bakteri yang dapat dtumbuh pada
kisaran pH 6,9 — 7,4.
c. Alkalifilik yaitu bakteri yang dapat tumbuh pada
kisaran pH 7,5 — 14.
4. Kelembaban
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Air merupakan nutrisi penting bagi kehidupan bakteri.
Kondisi lingkungan yang lembab atau basah merupakan
penunjang terbesar bagi kehidupan bakteri. Sebagian besar
bakteri hidup tumbuh dengan baik pada media yang basah
dan udara lembab. Suasana kering dapat menyebabkan
kematian pada bakteri.

. Tekanan osmotik

Sebagian besar bakteri memiliki kemampuan dalam
menahan tekanan osmosis luar dan kekuatan ion yang
bervariasi. Hal ini disebabkan karena bakteri dapat mengatur
osmolalitas dan konsentrasi ion. Protoplasma bakteri
memiliki tekanan osmotik yang lebih tinggi dari air murni,
schingga jika sel bakteri dimasukkan ke dalam larutan
hipotonis cairan akan memasuki sel yang menyebabkan sel
mengembang dan mungkin pecah atau mati (plasmotipsis).
Sedangkan jika sel bakteri dimasukkan ke dalam larutan yang
bersifat hipertonis misalnya NaCl pekat maka air akan keluar
dari sel bakteri. Hal tersebut menyebabkan mengkerutnya
sitoplasma dan lepasnya membrane plasma dari dinding sel
(plasmolysis).  Oleh  karena itu untuk mempertahankan
hidupnya sel bakteri harus berada pada tekanan osmotik yang
seimbang. Bakteri Gram positif umumnya memiliki tekanan
osmotik internal yang lebih tinggi dibandingakan Gram
negatif. Bakteri Escherichia coli memiliki tekanan osmotik 4-8 x
10° Pa sedangkan Staphylococcns aurens memiliki tekanan
osmotic 20-25 x 10’ Pa.

6. Oksigen
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Oksigen untuk sel bakteri tersedia dalam oksigen molekul
(O,), bentuk air atau dalam CO, maupun senyawa organik
lainnya. Fungsi utama oksigen bagi sel adalah sebagai aseptor
elektron terminal pada respirasi acrob dimana pada prosesnya
oksigen akan direduksi menjadi air. Produk sampingan alami
dari metabolism aerob adalah hydrogen peroksida (H,0,) dan
superoksida (O,-). Hidrogen peroksida memiliki efek toksik
karena dapat merusak DNA. Sementara itu H,O, dan O,-
dapat berikatan dengan besi membentuk radikal hidroksil
(‘OH) yang dapat merusak makromolekul biologis. Bakteri
dalam melindungi selnya memiliki enzim superoksida
dismutase dan katalase yang dapat memecah produk-produk
reaktif tersebut. Berdasarkan responnya terhadap oksigen
maka bakteri dapat dikelompokkan menjadi:

a. Aerob obligat: hidup dalam lingkungan dengan O,
bebas untuk pertumbuhan yang digunakan sebagai
akseptor hydrogen dalam rantai respirasinya.

b. Anaerob obligat: hidup dalam lingkungan tanpa O,
bebas, memerlukan substansi lain selain O, untuk
akseptor hydrogen.

c. Anaerob fakultatif: dapat menyesuaikan
metabolisme dengan kondisi oksigen yang ada.

d. Mikroaerofil: membutuhkan O, dalam jumlah
sedikit untuk respirasi aerobnya (2-10%) dimana
konsentrasi yang lebih tinggi dapat menghambat
pertumbuhan.

e. Aerotolerant anaerob: dapat tumbuh pada kondisi
dengan oksigen tetapi tidak menggunakannya sebagai
aseptor hydrogen dalam rantai respirasinya.
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7. Nutrisi
Pertumbuhan bakteri sangat dipengaruhi oleh nutrisi di
lingkungan atau media pertumbuhannya. Beberapa
komponen nutrisi yang penting bagi pertumbuhan bakteri

diantaranya:

1. Karbon (C): merupakan komponen utama dari
makromolekul biologis. Sumber C dapat berupa
karbon organic atau annorganik. Beberapa bakteri
mendapatkan sumber C dari CO,, sedangkan yang
lainnya memerlukan karbon dalam bentuk organik.
Metabolisme karbon bagi bakteri sangat penting
tidak hanya sebagai komponen utama makromolekul
namun carbon juga sangat berperan sebagai substrat
dalam proses pembentukan energi.

2. Nitrogen (N): merupakan komponen utama
penyusun bahan seluler organic dan diperkirakan
jumlahnya kurang lebih 10% dari berat kering
bakteri. Sumber N dapat berasal dari ammonia,
nitrat, nitrit atau senyawa organic lainnya yang dapat
dimanfaatkan oleh bakteri. Nitrat dan nitrit dapat
berdifusi masuk ke dalam sebagian besar sel bakteri
melalui saluran transmembran dalam bentuk gas
NH,; terlarut.

3. Sulfur (S): merupakan komponen dari banyak
substansi sel organik. Sulfur penting dalam proses
sintesis asam amino (¢ysteine dan  methionine) dan
protein lainnya. Beberapa jenis bakteri menggunakan
sulfat sebagai sumber sulfur dengan mereduksi sulfat
menjadi hidrogen (H,S).
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4. Fosfor (P): merupakan penyusun dari asam nukleat,
nukleutida dan fosfolipid dari bakteri. Beberapa
senyawa fosfor organic dapat mengakumulasi energi
melalui ikatan makroenergi yang digunakan untuk
proses biosintesis.

5. Unsur-unsur mikro: unsur mikro sangat berperan
dalam  reaksi biosentesis sel ~pada  bakteri.
Mikronutrien juga ditemukan sebagai bagian
kofaktor atau enzim yang berperan dalam proses
katalisis dan pembentukan protein. Unsur mikro
yang diperlukan diantaranya zinc (Zn), tembaga (Cu),
Mangan (Mn), Nikel (Ni), kobalt (Co) dan
Molibdenum (Mo).

D. Media Kultur
Media kultur bakteri adalah substansi yang mengandung bahan

nutrisi untuk menumbuhkan atau kultivasi bakteri secara 7z vitro di

laboratorium. Selain itu media kultur juga penting untuk menguji

sifat fisiologi dan biokimia bakteri dan perhitungan bakteri.

Media kultur bakteri berdasarkan bentuknya dikategorikan
menjadi tiga yaitu media cair (broth) dan media padat (solid) dan
media semi padat.

1. Media cair: pada media ini tidak ditambahkan dengan zat
pemadat (agar) sehingga berbentuk cair atau encer. Media cair
umumnya digunakan untuk menumbuhkan kultur biomassa,
uji metabolisme atau inokulasi jenis bakteri tertentu. Beberapa
jenis media cair diantaranya snutrient broth, trjptic soy broth,
thioglycolate broth dan lysogeny broth.
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Media padat: media ini ditambahkan zat pemadat (agar)
kurang lebih 15% schingga menjadi padat. Media padat
merupakan jenis yang paling banyak digunakan untuk kultivasi
bakteri di laboratorium. Inokulasi bakteri pada media padat
memungkinkan bakteri tumbuh membentuk koloni dengan ciri
yang khas pada masing-masing spesies. Beberapa jenis media
padat diantaranya Muller Hinton Agar, Nutrient Agar, Eosin
Methylene Blue Agar dan MacConkey agar.

Media semi padat: pada media ini mengandung agar kurang
lebih 0,3 — 0,4% sehingga media menjadi semipadat. Media ini
dapat digunakan untuk uji motilitas atau transport spesimen.
Beberapa jenis media semi padat diantaranya Sw/fide Indole
Motility (SIM), Mannitol Motility Medium dan Awmries Medium.
Media kultur bakteri juga dapat dikelompokkan berdasarkan
fungsi atau tujuan penggunaanya yang meliputi:

a) Media selektif — digunakan untuk menumbuhkan
bakteri tertentu secara spesifik. Jenis media ini umumnya
mengandung  substansi yang dapat mendukung
pertumbuhan  bakteri  spesifik dan menghambat
pertumbuhan bakteri lain. Misalnya media Eosin Methylene
Blue Agar (EMBA) yang mengandung pewarna zetilen
blue yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram
positif.

b) Media differential — Media ditambahkan beberapa
senyawa atau substansi spesifik yang dapat memberikan
perbedaan karakteristik dari koloni bakteri sehingga
memungkinkan untuk melakukan identifikasi. Misalnya
pada media agar darah (blod agar) bakteri dapat tumbuh
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membentuk warna koloni dan zona berbeda tergantung
dari kemampuannya dalam melakukan hemolisa.

¢) Media diperkaya — media yang ditambahkan substansi
spesifik  tertentu pada media dasar/batal untuk
mendukung pertumbuhan bakteri. Substansi yang dapat
ditambahkan diantaranya darah, serum, albumin, fosfat
dan lain-lain.

d) Media penghitung — media yang digunakan secara
spesifik untuk melakukan perhitungan koloni mikroba
dari berbagai sumber seperti air, susu atau larutan lain.
Misalnya media Plate Count Agar (PCA) yang merupakan
media standar perhitungan total bakteri dari berbagai
sampel uji.

e) Media penguji — media yang digunakan untuk
melakukan karakterisasi metabolisme bakteri
berdasarkan kemampuannya dalam memanfaatkan
senyawa tertentu.

f) Media transport — media yang didisain untuk
melakukan transpot atau pengisiman spesimen untuk
pemeriksaan mikrobiologi. Misalnya media Stuart didisain
sebagai media transport spesimen klinis dengan suspek
gonokokus. Selain itu juga dapat digunakan sebagai
media transport spesimen usap luka, tenggorok atau kulit
yang diduga mengandung bakteri fastidions.
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BAB 3

GENETIKA DAN METABOLISME
BAKTERI

A. Pendahuluan
Bakteri merupakan mikroorganisme prokariotik yang relatif
sederhana, dan mudah untuk dimanipulasi di dalam laboratorium.
Untuk alasan ini, banyak metode pada biologi molecular dan
teknologi rekombinasi DNA yang dikembangkan pada sistem
bakteri. Banyak mekanisme molekuler dasar dalam sel, seperti
translasi dan replikasi, berawal dari studi yang dilakukan pada
bakteri. Itu sebabnya studi genetika pada bakteri memeran peranan
penting pada perkembangan ilmu genetika secara global.
Sains molekular genetik dimulai dari penentuan struktur DNA.
Pada tahun 1953, Francis Crick and James mengilustrarikan
struktur DNA berupa double helix. Untai ganda ini sangat panjang
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bahkan untuk bakteri sederhana saja mencapai 1 mm, ribuan kali
lebih panjang dari bakteri itu sendiri (Snyder). Secara garis besar,
strtuktur DNA  bakteri sama dengan organisme eukariot.
Deoksinukleotida tersusun atas basa, gula dan pospat. Basa DNA
terdiri atas Adenin (A), Sitosin (S), Guanin (G), dan Timin (T).
Purin terdiri atas A dan G dengan dua cincin, sedangkan pirimidin
terdiri atas S dan T dengan hanya 1 cincin. Semua keempat basa
tersebut melekat pada gula deoksiribosa yang memiliki 5 karbon.
Gula ini serupa dengan ribosa yang ditemukan pada RNA, kecuali
tidak memiliki oksigen yang melekat pada karbon keduanya (Snyder
& Champness, 2007).

B. Perbedaan Genom Prokariot dengan Eukariot

Perbedaan antara sel prokariotik (bakteri) dan eukariotik secara
mendasar adalah sel eukariot memiliki nukleus bermembran,
kompleks sistem endomembran dan sitoskeleton, sedangkan
prokariot tidak memilikinya (Vellai & Vida, 1999). Sejatinya,
perbedaan organisasi genom prokariot dan eukariot akan dijelaskan
selanjutnya. Panjang genom prokariot berkisar pada 600 kilo base
pairs (Kb) sampai 9,5 Mega base pairs (Mb) (Fonstein & Haselkorn,
1995), sedangkan untuk eukariot lebih panjang lagi sampai 140.000
Mb dengan segala kompleksisitasnya. Jumlah panjang basa rerata
gen pada prokariot adalah 900 base pair (bp), sedangkan eukariot
adalah 2500 bp. Jumlah rerata gen yang terdapat pada prokariot
adalah 4300 gen (contoh rerata bakteri Escherichia coli), sedangkan
pada eukariot adalah 19.000 gen (contoh rerata cacing
Caenorhabditis  elegans). Pada prokariot, hanya sebagian kecil
organisme seperti cyanobacteria dan proteobacteria yang memiliki
intron berupa Grup Il self-splicing. Intron adalah wilayah In between
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pada gen yang tidak ditranskripsikan. Intron ini umum terdapat
pada eukariot. Pada prokariot, genomnya berupa haploid,
sedangkan pada eukariot terdapat sel yang haploid maupun diploid
atau poliploid. Pada pada prokariot, kromosomnya berjumlah satu,
walaupun beberapa bakteri memiliki ektrakoromosomal DNA
yaitu plasmid. Sedangkan kromosom pada eukariot berjumlah
lebih dari 1 (Vellai & Vida, 1999).

C. Replikasi Kromosom Bakteri

Replikasi atau penggandaan DNA bakteri terjadi saat siklus
pembelahan sel. Molekul DNA bakteri membawa banyak gen yang
kita kenal sebagai kromosom, sebagai analogi pada organisme
tingkat tinggi. Kromosom ini dibedakan dengan molekul plasmid,
yang dapat seukuran kromosom, tetapi plasmid selalu membawa
gen yang tidak berhubungan dengan faktor yang mempengaruhi
petumbuhan. Umumnya bakteri hanya mengandung satu
kromosom, hal ini membuat kromosom adalah DNA yang unik,
Pada beberapa kasus, bakteri mengandung beberapa salinan
kromosom, dalam arti lain bakteri mengandung lebih dari satu
kromosom. Bagaimanapun, salinan ini tidak disebut sebagai
kromosom yang berbeda, karena salinan kromosom tersebut
berasal dari replikasi. Struktur DNA bakteri berbeda dengan
kromosom organisme tingkat tinggi. Kromosom DNA bakteri
berbentuk sirkular, sedangkan kromosom eukariot berbentuk
linear dengan ujung bebas. Kromosom DNA bakteri yang sirkuler
memungkinkan replikasi berlangsung keseluruhan kromosom
tanpa adanya telomer seperti pada organisme eukariotik.
Perbedaan juga terletak pada DNA eukariotik yang dikemas oleh
protein bernama histon yang membentuk nukleosom, sedangkan
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untuk bakteri, DNA dikemas dengan pengemas seperti histon
seperti HU dan HN-S. Secara umum, struktur DNA bakteri lebih
sederhana dibandingkan eukariotik (Snyder & Champness, 2007).
Replikasi dimulai pada posisi kromosom yang dikenal dengan
“origin” dimana ditandai dengan protein inisiator yang melekat
pada DNA untuk memulai replikasi. Bakteri umumnya
mengandung hanya satu kromosom dengan satu origin pada dua
cabang replikasi dengan arah replikasi bergerak dengan arah yang
berlawanan (Gambar 1). Walaupun tidak semua bakteri mengikuti
aturan ini. Kasus ini untuk Escherichia coli yang memiliki DNA
genom sirkuler sepanjang 4,4 Mb, yang membentuk replikon
(salinan DNA hasil replikasi) tunggal dari origin tunggal. Dengan
rerata replikasi 1 Kb/detik untuk satu arahnya, genom ini akan
tereplikasi sempurna dalam 30 menit. Sedangkan, eukariotik
memiliki beberapa kromosom yang linear dengan banyak origin.
Origin yang banyak dibutuhkan oleh eukariot karena mereka
memiliki genom yang jauh lebih besar dibandingkan dengan
bakteri. Replikasi pada eukariotik juga berjalan 20 kali lebih lambat
dibandingkan replikasi pada bakteri. Sebagai contoh, kromosom
terbesar manusia yaitu kromosom nomor 1, memiliki ukuran 250
Mb dan jika hanya memiliki satu origin, maka membutuhkan waktu
lebih dari 50 hari untuk bereplikasi, dibandingkan dengan rerata
pembelahan sel eukariotik yaitu 24 jam (O’Donnell et al., 2013).
Replikasi DNA pada model E. co/i sudah banyak dipelajari dan
menjadi dasar replikasi pada banyak organisme. Pada E. w/, DNA
replikasi diinisiasi pada 072C yang merupakan lokus origin unik
(Gambar 1). Diawali dengan replikasi DNA pada 072C yang dibantu
oleh protein inisiator DnaA yang mengekspos dua templat single
strand DNA (ssDNA) sebagai platform untuk bekerjanya DnaB
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helikase (2-4). Setiap DnaB heksamer merekrut primase (DnaG),
yang mensintesis RNA primer, untuk memulai sintesis DNA
bersamaan dengan enzim DNA polimerase III (10-13). Protein ini
membentuk replisom yang dapat menggandakan genom E. el
Setelah protein tersebut terpasang, replisom mereplikasi DNA dari
0riC secara dua arah yang berlawanan. Kedua arah replikasi akan bertemu
pada titik Zr yang artinya terminasi atau berhentinya proses replikasi.
Setelah DNA replikasi selesai, genom baru hasil replikasi akan terpisah
dan tersegregasi pada sel anakan hasip pembelahan.

D. Plasmid

Plasmid adalah DNA ekstrakromosomal (di luar kromosom)
yang pertama kali diidentifikasi pada kelompok bakteri
Enterobacteriaceae. Plasmid juga diketahui terdapat pada organisme
prokariotik sederhana seperti jamur. Gen yang terkandung dalam
plasmid diketahui tidak berperan penting pada pertumbuhan
bakteri dan fungsi vital lainnya. Pada banyak kasus juga
membuktikan bahwa bakteri yang keilangan plasmidnya tidak
menyebabkan kematian pada bakteri tersebut.

oriC

Gambear 1. Replikasi DNA bakteri yang melibatkan origin dan arah
replikasinya. Gambar berasal dari (Windgassen et al., 2018)
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Plasmid umumnya berbentuk superkoil. Panjang plasmid
berkisar antara beberapa kilo basa sampai ratusan kilo basa.
Plasmid yang kecil umumnya terdapat dalam beberapa salinan,
sedangkan plasmid yang besar umumnya memiliki salinan yang
lebih sedikit. Pada bakteri penting dalam kesehatan, plasmid
menjadi ancaman bagi tenaga kesehatan maupun masyarakat
karena pada bakteri klinis seringkali ditemukan plasmid yang
mengandung gen resistensi terhadap antibiottk maupun gen
virulensi. Terlebih lagi, plasmid dapat berpindah dari bakteri
sesama jenis, maupun pada bakteri yang berbeda jenis. Bakteri
resisten banyak antibiotik seperti multidrug resistant (MDR) dan
extensively drug  resistant (XDR) membuat pilihan antibiotik
semakin terbatas dalam mematikan bakteri tersebut. Bakteri
dengan kategori MDR dan XDR sudah ditemukan di
Indonesia dari sumber baik sampel klinis maupun permukaan
yang dapat menjadi sumber infeksi nosokomial (Ilsan et al.,
2022)(Inggraini et al., 2021)(Ilsan et al., 2023).

E. Efek Plasmid terhadap metabolisme Escherichia coli
Studi menunjukkan bahwa kehilangan plasmid pada bakteri
tidak memberikan efek kematian. Tetapi, diketahui keberadaan
plasmid dapat merubah metabolisme pada bakteri. Dari semua
perubahan karena efek keberadaan plasmid, rerata pertumbuhan
(growth rate) bakteri adalah yang paling dipelajari. Banyak penelitian
yang menyatakan bahwa plasmid mempengaruhi rerata
pertumbuhan bakteri. Kultur barch dan continnons dari banyak
populasi dari bakteri tanpa plasmid terhadap bakteri dengan
plasmid sudah banyak diobservasi dalam eksperimen. Populasi
campuran bakteri tanpa plasmid selalu tumbuh lebih cepat
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dibandingkan bakteri dengan plasmid. Studi juga menunjukkan
bahwa ukuran plasmid dan jumlah salinan plasmid menyebabkan
efek negatif terhadap pertumbuhan bakteri (Diaz Ricci &
Hernandez, 2000).
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BAB 4

MIKROFLORA NORMAL

A. Pendahuluan

Mikroflora normal merupakan istilah yang paling sering
digunakan ketika mengacu pada kumpulan mikroba yang secara
konsisten hidup pada tubuh manusia ataupun hewan yang sehat.
Perlu diketahui ada istilah lain yang digunakan seperti 'komensal’,
'flora normal' dan 'mikrobiota asli'. Dari istilah yang ada, istilah
yang benar-benar tepat adalah 'mikrobiota asli', hal ini dikarenakan
merujuk pada kumpulan makhluk mikroskopis yang asli dari tubuh.
Sedangkan istilah 'Flora' dan 'mikroflora’ memiliki arti yang cukup
rancu dikarenakan dalam kamus bahasa flora diartikan sebagai
tumbuhan sehingga terkadang mengakibatkan salah persespsi
menjadi tumbuhan mikro. Komensalisme mengacu pada hubungan
antara dua organisme di mana satu pasangan mendapat manfaat
dari hubungan tersebut tetapi yang lain tidak memperoleh manfaat
atau kerugian. Akan tetapi, mikroflora normal dengan hewan
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bukanlah salah satu komensalisme, karena masing-masing pasangan
saling mempengaruhi secara nyata. Banyak ilmuwan lebih memilih
pengeunaan 'mikrobiota asli' karena lebih tepat daripada
alternatifnya (Tannock, 1999).

Mikroflora normal disebut juga sebagai kumpulan dari berbagai
macam mikroorganisme yang ada di tubuh semua manusia maupun
hewan. Organisme ini secara berkelanjutan tersedia, serta relatif
stabil, yang mana hidup pada bagian tubuh tertentu selama periode
tertentu dalam kehidupan individu, mulai dari setelah lahir hingga
meninggal. Mikrobiota normal asli memberikan garis pertahanan
pertama melawan patogen mikroba, membantu pencernaan, dan
berkontribusi pada pematangan sistem kekebalan tubuh dan
umumnya dapat membantu anatomi, fisiologi, dari serangan
patogen, dan bahkan morbiditas dari suatu inang yang selanjutnya
berdampak pada homeostasis pada tubuh. Beberapa faktor internal
seperti usia dan faktor eksternal seperti letak geografis, pola makan,
kondisi stres, infeksi bahkan konsumsi antibiotik, merupakan
beberapa faktor yang dapat mempengaruhi fungsi mikroflora
normal (Dekaboruah, et al., 2020; Sunarti, 2022).

Pada manusia, saat pertama ia dilahirkan maka saat itu pula ia
akan terpapar oleh mikroflora normal melalui jalan persalinan;
dengan kata lain, paparan awal diperoleh dari ibu (Salerian, 2020).
Mikroflora normal pada bayi memiliki fungsi serta berkontribusi
pada kesechatannya di masa yang akan datang serta kemunculan
awalnya ditentukan oleh pertukaran mikrobiota ibu terhadap anak-
anaknya (Mueller, et al., 2015). Sebenarnya di dalam rahim, janin itu
steril, akan tetapi saat air ketuban ibu pecah dan proses kelahiran
dimulai, maka paparan mikroflora normal itu akan mulai terjadi.
Kedua, pada episode kehidupan selanjutnya, metode perawatan
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neonatal, misalnya, penanganan dan pemberian makan bayi segera
setelah lahir, mengarah pada pembentukan flora normal yang
permanen dan stabil pada kulit, rongga mulut, dan saluran usus di
sekitar dua hari pertama pasca melahirkan. Proses ini dipengaruhi
oleh beberapa kondisi, misalnya operasi caesar, antibiotik perinatal,
dan juga praktik pemberian susu formula, yang dikaitkan dengan
peningkatan risiko penyakit metabolik dan imun (Mueller, et al.,
2015).

Mikroflora normal memiliki ketetlibatan spatio-temporal yang
berbeda secara individual, bagian tubuh, umur, lokasi geografis,
habitat, kondisi kesehatan, pola makan dan juga berdasarkan jenis
inang (Hamady, et al., 2009; Chen, et al., 2021; Lloyd, et al., 2016).

B. Mikroflora Normal Pada Bagian Tubuh

1. Mikroflora Normal Bagian Mulut

Mikroflora normal yang ditemukan di mulut bisa berbeda
berdasarkan lokasi seperti pada bagian air liur, lidah, enamel gigi,
permukaan gusi dan pada kondisi saat adanya peradangan gusi (Aas,
et al, 2005; Willis & Gabaldon, 2020; Sharma, et al., 2018).
Komposisi mikroflora normal di rongga mulut membawa spektrum
mikroorganisme yang luas, yang dominan adalah bakteri anaerob
seperti Arachnia, Lactobacillus, 1eptotrichia, Actinomyces, Bifidobacterium,
Bacteroides, ~ Selenomonas, Fusobacterium, Peptococcus, Eubacterium,
Peptostreptococcus, Treponema, Propionibacterium, dan 1eillonella (Willis &
Gabaldon, 2020; Sharma, et al., 2018; Deo & Deshmukh, 2019).

Lebih dari 700 spesies atau filotipe bakteri, yang mana lebih dari
50% belum dibudidayakan, telah terdeteksi di rongga mulut.
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Sementara sampai batas tertentu, beberapa genus bersifat umum
dan dapat ditemukan di sebagian besar dalam mulut, namun di sisi
lain ada beberapa spesies yang ditemukan hanya ditempat yang
spesifik. Ada bakteri dominan yang khas dari rongga mulut yang
sehat yang sangat beragam pada bagian mulut tertentu (Dong, et al.,
2018). Pada esofagus yang sehat selama prosedur endoskopi bagian
atas dapat ditemukan S#eptococens spp (Ajayi, et al., 2018). Pada sisi
lain ditemukan spesies yang umum ditemukan pada amandel anak
sehat adalah S#eptococcus a-hemolitik dan Lactobacilli (Choi, et al.,
2020). Sebuah fenomena menarik yang terjadi dimana spesies
Lactobacillus. dapat menempel secara khusus pada reseptor
pembawa manosa, misalnya, L. plantarum, memiliki kenyamanan
yang nyata dalam menahan diri mereka di rongga mulut melalui
gliseraldehida-3-fosfat debidrogenase (GAPDH) di sana dengan bantuan
adhesi ke sel epitel, dan ini dianggap penting bagi Lactobacillus
untuk mengerahkan efek probiotiknya (Wang, et al., 2018).

Upaya untuk membandingkan hasil dari pembuatan profil
mikroflora yang dominan cukup sulit untuk ditafsirkan karena
variasi intrinsik dari (1) subjek seperti, usia, jenis kelamin, etnis
(Choi, et al., 2020), (2) metode pengambilan sampel dengan cara
pembilasan permukaan , aspirasi maupun dengan cara biopsi (Jo, et
al., 2019; Inggala, et al., 2018; Singh, et al., 2017), (3) pola makan
dengan diet harian yang beragam (Leeming, et al., 2019; Singh, et
al., 2017), (4) pengambilan sampel pada lokasi dan teknik pengujian
mikrobiologis yang digunakan (Tang, et al., 2020). Keempatnya
dapat menghasilkan hasil yang berbeda secara signifikan bahkan
tanpa terkecuali pada individu yang sama, keragaman relatif dari
flora normal mikroba dapat berbeda (Eckburg, et al., 2005).
Perbedaan tersebut disebabkan oleh perubahan karena (1) pola
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makan (Leeming, et al., 2019), (2) tingkat stres-depresi pada setiap
individu (Zhu, et al., 2022), (3) kebiasaan seksual (Plummer, et al.,
2019), (4) pengobatan farmakologi (Ramirez, et al., 2020), (5)
perubahan hormonal (Song, et al., 2020) dan (6) faktor manusia itu
sendiri (Chen, et al., 2021).

2. Mikroflora Normal Bagian Saluran Pernapasan Atas
Saluran pernapasan bagian atas manusia sudah terpapar
mikroflora sejak awal kehidupan (Koppen, et al., 2015). Komposisi
mikroflora dibentuk oleh berbagai macam organisme khusus (bisa
berupa bakteri, virus atau bermacam-macam jamur, yang mencegah
potensi patogen apa pun untuk berkolonisasi, berkembang biak,
dan bahkan menyebar ke paru-paru melalui penghalang darah
(Dickson, et al,, 2016). Mikroflora pernapasan normal meliputi
Candida albicans, Diphtheroids, Neisseria catarrhalis, Streptococci  alfa-
hemolitik, dan beberapa stafilokokus (Welp & Bomberger, 2020; Man,
et al., 2017). Saat bayi baru lahir lahir, komposisi mikroflora normal
pada jaringan sangat dinamis. Hal tersebut dipengaruhi oleh banyak
faktor internal maupun eksternal, termasuk cara kelahiran, metode
pemberian makan, riwayat vaksinasi. Faktor lingkungan juga turut
andil dalam hal ini seperti siklus musiman, agen patogen dan
kebiasaan seperti merokok bisa berpengaruh dan merubah jumlah
serta keragaman mikroflora yang ada (Man, et al., 2017).
Keberadaan mikroflora pernapasan tidak statis dan dipengaruhi
oleh beberapa elemen inang dan lingkungan, termasuk kelahiran
alami atau caesar, pola makan, konsumsi antibiotik dan kondisi
berkerumun, misalnya kehadiran penitipan anak dan atau kehadiran
saudara kandung (Gupta, et al., 2017; Man, et al,, 2017). Setiap
dokter harus ingat bahwa keberadaan mikroflora pada saluran
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pernapasan atas yang normal adalah hal yang umum dan untuk
memastikan dalam hal indikasi harus dilakukan pemeriksaan dalam
kultur sputum (Man, et al., 2017; Nardone, et al., 2015).

3. Mikroflora Normal Bagian Organ Pencernaan

Lebih sedikit bakteri yang berhasil diidentifikasi pada lambung
karena lingkungannya yang keras bagi banyak organisme; di mana
hanya organisme tertentu yang memiliki kemampuan bertahan
hidup di sana (Nardone, et al, 2015). Lima filum utama telah
terdeteksi di lambung: Firmicutes, Bacteroidites, Actinobacteria,
Fusobacteria dan Proteobakteri. Pada umumnya lambung manusia
yang sehat didominasi oleh Prevotella, Streptococens, 1V eillonella, Rothia
dan Haemophilus (Nardone, et al., 2015).

Usus berbeda dengan lambung, karena kualitas dan kuantitas
jumlah organisme yang mereka miliki. Berbagai organisme juga
multikomplek, kebanyakan dijumpai mikroorganisme anaerob
daripada organisme aerob (Shin, et al., 2019; Friedman, et al., 2018).
Sebuah penelitian menemukan bahwa jumlah flora normal mikroba
usus sebanyak 1011 organisme dalam 1gram feses; serta jumlah
tersebut terbentuk karena adanya komposisi yang sangat beragam
(>500 spesies yang berbeda), dengan masing-masing jumlahnya
berkisar dalam konsentrasi yang berbeda (Thusby & Juge, 2017).

4. Mikroflora Normal Bagian Vagina

Pada penelitian sebelumnya telah diketahui komposisi
mikroflora normal pada vagina yang sehat. Biasanya merupakan
kombinasi kompleks dari Lactobacillus spp. aerobik, termasuk L.
acidophilus, L. jenseniz, atau L. rhamnosus. Beberapa spesies
Lactobacilli, yaitu L. acidophilus, L. crispatus dan L. jensenii, berperan
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penting dalam melindungi permukaan vagina dengan mengeluarkan
H,O, (Chen, et al., 2021; Chee, et al., 2020). Senyawa asam ini
mencegah kolonisasi anaerob patogen dan serangan dari
Mycoplasma (Tachedjian, et al., 2018; Choi, et al., 2022). Selain
mencegah kolonisasi, itu juga menghambat replikasi mereka. Asam
laktat memblokir enzim histone deacetylases, sehingga memperbesar
proses transkripsi gen dan juga restorasi DNA. Keberadaan
patogen potensial ini sebagian besar terkait dengan infeksi vagina
seperti vaginitis bakteri non-spesifik, Nezsseria gonorrhea atau jenis
penyakit menular seksual lainnya (Choi, et al., 2022).

Jumlah dan komposisi mikroflora vagina sangat dinamis
(Alhabardi, et al., 2021). Telah terbukti berfluktuasi selama (1) usia
(masa kanak-kanak, remaja, dewasa muda, tua). (2) siklus haid rutin.
(3) aktivitas seksual (aktif-pasif, pergaulan bebas). (4) kebiasaan
kebersihan. (5) kebiasaan terkait mode, dan (0) praktik penggunaan
mikrobisida intravaginal, misalnya nonoksinol-4 (Auriemma, et al.,
2021). Terkait dengan dinamika kehadiran mikroflora vagina yang
disebutkan sebelumnya, penelitian mengkonfirmasi bahwa sebagian
besar wanita dalam kondisi sehat memiliki perubahan komposisi
flora vagina jangka pendek, yang meskipun tidak permanen, dapat
menyebabkan perubahan lingkungan mikro lokal (Auriemma, et al.,
2021). Hanya sebagian kecil (22-26%) wanita sehat yang
mengandung flora predominan laktobasilus. Perilaku pribadi, fungsi
biologis termasuk hormon dan atau kondisi eksternal lainnya
mungkin berkontribusi pada pola dinamis mikroflora vagina
(Amabebe & Anumba, 2018).

Perjalanan  evolusi  flora  normal  adalah  episode
berkesinambungan sepanjang hayat yang dimulai segera pada
proses kelahiran (Miller, et al,, 2016). Diyakini bahwa proses
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kolonisasi dimulai selama persalinan, pada saat usus neonatus
ditanami dengan sebagian besar anaerob fakultatif Gram-positif
dari mikroflora vagina ibu pada saat persalinan normal
(Dominguez-Bello, 2010). Kontak dekat sekali lagi bertanggung
jawab atas masuknya mikroflora normal ke bayi baru lahir.
Mikroflora vagina yang dikumpulkan dari ibu tepat setelah
melahirkan memiliki komposisi yang sama dengan mikroflora yang
ditemukan pada tinja neonatus (Dong, et al., 2015).

C. Faktor - Faktor yang Mempengaruhi Keberadaan
Mikroflora Normal

1. Faktor Usia

Mikrobiota kulit juga sangat beragam dan bervariasi pada
2017).
Keanekaragaman mikrobiota kulit cenderung meningkat seiring

kelompok umur yang berbeda (Shibagaki, et al,
bertambahnya usia (Kim, et al, 2020). Peningkatan keragaman
selama delapan tahun pertama kehidupan dikaitkan dengan
berkurangnya dominasi ordo Lactobacillales yaitu Streprococcus
thermophilus  dan  peningkatan taksa lain yang relatif merata,
sedangkan penurunan keragaman pada pubertas disebabkan oleh
Actinobacteria seperti  Propionibacterium  acnes menjadi  dominan
(Lehtimiki, et al., 2017). Dalam kasus masa awal bayi yang baru
lahir, mikro-ekologi usus dibangun selama fase awal kehidupan oleh
komposisi mikroflora usus normal. Pola makan pada bayi yang
belum disapih sebagian besar dipengaruhi oleh jenis makanan
sehari-hari seperti asi dan susu formula. Bayi biasanya hanya dihuni
oleh tiga jenis Lactobacilli asli, dan ketika bertambah dewasa, terjadi
peningkatan baik jumlah spesies yang berbeda maupun sifat
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sementara. Mikroflora usus normal pada geriatri mungkin juga
berbeda dari dewasa muda (Badal, et al, 2020). Mengenai
mikroflora genito-kemih, tampaknya wanita pascamenopause
ditemukan memiliki jumlah mikroorganisme yang lebih tinggi
seperti jamur, clostridia dan laktobasilus dibandingkan dengan
kelompok pra-menopause (Chee, et al, 2020; Amabebe &
Anumba, 2018; Miller, et al., 2016). Studi lain juga mengungkapkan
variasi mikroflora normal pada wanita usia yang lebih tua, tetapi
apakah variasi ini disebabkan oleh usia kronologis, paparan medis,
atau karena penyakit masih belum jelas.

2. Faktor Lingkungan

Ada beberapa penelitian yang melaporkan perbedaan mikroflora
normal tergantung pada lingkungan geografis (Gupta, et al., 2017).
Diketahui ada penelitian pada lansia Jepang yang tinggal di wilayah
perkotaan dengan pedesaan secara keseluruhan, keragaman dan
jumlah mikroflora pada tinja hampir sama hanya saja orang
perkotaan memiliki Bifidobacterium teenis yang jauh lebih sedikit,
tetapi secara signifikan lebih banyak bakteri anaerob total, baci//i dan
Clostridium spp. Dibandingkan dengan yang tinggal di pedesaan.
Perbedaan yang relatif kecil ini mungkin disebabkan oleh pola
makan yang berbeda seperti jumlah asupan serat pada makanan
yang dimakan oleh penduduk pedesaan, walaupun dugaan ini tidak
sejalan dengan data pola makan. Studi terbaru telah mengklarifikasi
pemisahan kritis dalam komposisi mikroflora antara orang schat
dari ras dan etnis yang berbeda (Gupta, et al., 2017).

Perbedaan lingkungan geografis pada komposisi dan keragaman
mikroflora normal yang dilaporkan pada populasi tertentu
sebenarnya bukan berasal dari genetik, seperti yang diperkirakan
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sebelumnya, namun hal tersebut karena variasi komposisi dari pola
makan dan jenis makanan (Lozupone, et al., 2012). Mikroflora usus
bervariasi sesuai dengan lingkungan tubuh. Berbagai faktor
mempengaruhi mikroflora rongga mulut dan usus. Misalnya, ketika
mikroflora usus dibandingkan dengan pria Inggris yang tinggal di
London dan mengonsumsi campuran makanan barat dengan orang
Uganda dari lingkungan yang sama tetapi hanya mengonsumsi
makanan vegetarian, dan ketika sampel feses dianalisis dan hasilnya
adalah sebagai berikut: orang Inggris memiliki lebih banyak
Bifidobacteria dan Bacteroides tetapi lebih sedikit Enterococei,
Lactobacilli dan bahkan ragi dibandingkan dengan orang Uganda,
walaupun semua sampel dikumpulkan dalam waktu yang hampir
bersamaan. Konsumsi makanan vegetarian rutin dan harian terkait
dengan jumlah anaerob yang lebih sedikit dan pencacahan mikroba
fakultatif dan aerobik yang lebih tinggi (Tomova, et al., 2019).

Diyakini bahwa, satu orang memiliki profil mikroorganisme
yang cukup persisten baik dari segi kualitatif maupun kuantitatif
yang dapat dianggap sebagai 'mikroflora normal. Perlu diketahui
bahwa konsumsi antibiotik dapat mempengaruhi komposisi
mikroflora normal. Kadang-kadang, perbedaan mikroflora normal
antar individu dapat berubah sampai batas tertentu. Perbandingan
perbedaan komposisi mikroflora normal untuk berbagai populasi
geografis diperumit oleh perbedaan tak terbatas dalam hal (1)
karakteristik populasi, (2) makanan sehari-hari, (3) teknik isolasi dan
budidaya, (4) teknologi canggih yang diterapkan dan (5) Waktu saat
penelitian dilakukan.

3. Faktor Pola Makan
Bukti bahwa pola konsumsi mempengaruhi flora normal pada
orang dewasa masih jarang, tetapi banyak penelitian telah dilakukan
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pada populasi tertentu, misalnya pada bayi yang baru lahir dan juga
hewan (De Filippo, et al,, 2010; Gehrig, et al., 2019). Data dari
penelitian pada hewan menunjukkan kepada kita bahwa pola makan
telah terbukti mengubah komposisi dan jumlah mikroflora, namun
sayangnya, data yang tersedia hanya terbatas pada pemberian
mineral kalsium, karbohidrat atau serat dan efek langsung atau tidak
langsungnya terhadap mikroflora normal. Kalsium makanan sehari-
hari cenderung mengendap dan menginduksi zat sitotoksik,
misalnya asam empedu, menyebabkan berkurangnya sitolisis; suatu
kondisi perubahan yang ditimbulkan oleh konsumsi inulin dan
galakto-oligosakarida (Fuhren, et al, 2021). Diet suplementasi
kalsium yang diberikan pada model hewan (tikus) sebenarnya
mengurangi populasi Salmonella enteritidis di usus mereka (Bovee-
Oudenhoven, et al., 2003). Jenis makanan secara dominan yang
dapat mempengaruhi komposisi mikroflora pada neonatus pra-
sapih, Bayi yang diberi ASI mengandung jumlah Bifidobacteria
yang lebih tinggi (Ma, et al., 2020).

Secara biokimia, ASI biasanya mengandung sedikit protein dan
sebaliknya oligosakarida dan glikoprotein yang tinggi, yang
memfasilitasi pertumbuhan Bifidobacteria (Martin, et al., 2016).
Sebaliknya, beberapa penelitian menegaskan bahwa bayi yang diberi
susu formula memiliki mikroflora yang lebih canggih, vyaitu
Bifidobacterinm spp., Bacteroides spp., Clostridium spp., dan Streptococcus
spp.; meskipun perbedaan bayi yang diberi ASI vs bayi yang diberi
susu formula tidak terlalu signifikan (Wang, et al., 2020). Jumlah
Bifidobacteria yang lebih tingei ditemukan pada bayi yang diberi
susu formula hanya terjadi pada susu buatan pabrik yang memiliki
besaran buffering yang kecil. Kontribusi flora normal terhadap
fungsi normal usus dapat diringkas sebagai berikut: (1) Mencerna

|5&bry Istyanto



59

Mikroflora Normal

substrat metabolik enterik, (2) Melawan kolonisasi mikroflora asing
non-sendiri, (3) Perakitan vitamin, (4) Pengembangan situs
perlekatan, (5) Memfasilitasi sistem kekebalan tubuh, memproduksi
enzim cksogen, memfasilitasi transit intraluminal, (6) Memajukan
dan membalikkan sel-sel usus tertentu.

4. Faktor adanya Infeksi

Adanya mikroflora normal sebenarnya juga membantu inangnya
agar tidak mudah terkolonisasi dan terinfeksi parasit enteral
(Mumcuoglu, 2019). Parasit biasanya masuk ke dalam tubuh melalui
jalur feses oral dan berinteraksi langsung dengan bakteri komensal
usus dan menyebabkan diare (Mumcuoglu, 2019; Maryanti, et al.,
2017). Infeksi mungkin memiliki manifestasi klinis yang jelas, tetapi
diduga ada lebih banyak infeksi parasit usus tanpa gejala (Maryanti,
et al, 2017). Mikroflora normal dapat meningkatkan resistensi
terthadap infeksi parasit di situs mukosa melalui perubahan
komposisi bakteri usus, dan juga dapat mengubah kekebalan
sistemik  terhadap  parasit  ini = (Mumcuoglu,  2019).

5. Faktor Stress

Kondisi stres secara psikologis dan depresi lebih lanjut sampai
batas tertentu dapat memicu konsumsi makanan yang tidak
terkontrol, yang secara langsung mempengaruhi pertumbuhan dan
perkembangan mikroflora (Madison & Kiecolt-Glaser., 2019).
Selain itu, stres dan depresi dapat membentuk kembali jumlah dan
komposisi mikroflora normal melalui tiga cara: (1) Sekresi hormon
stres yang betlebihan, (2) Inisiasi peradangan, dan (3) Perubahan
otonom vyang tidak terkontrol yang selanjutnya dapat memicu
serangkaian peristiwa yang dapat membuat kondisi menjadi lebih
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buruk. Akibatnya, bakteri usus melepaskan lebih banyak zat produk
akhir, toksin, metabolit, dan bahkan hormon saraf yang selanjutnya
dapat mengubah perilaku makan dan bahkan nafsu makan serta
suasana hati secara umum (Madison & Kiecolt-Glaser., 2019;
Galland, 2014). Beberapa spesies bakteri juga memiliki kemampuan
memfasilitasi disregulasi makan berlebihan, atau dengan kata lain
makan sangat banyak (Clapp, et al., 2017). Bakteri usus juga dapat
merangsang respons terhadap stres dengan menurunkan ambang
batas dan pada gilirannya meningkatkan ristko depresi, yang
menambahkan suplemen probiotik dapat melemahkan kondisi
tersebut (Madison & Kiecolt-Glaser., 2019; Galland, 2014; Clapp,
etal., 2017).

D. Kesimpulan

Mikroflora normal dapat diartikan sebagai kumpulan dari
mikroorganisme seperti bakteri, zat renik, jamur yang merupakan
penghuni tetap dari bagian-bagian tubuh tertentu seperti mulut,
saluran pernapasan, organ pencernaan, vagina dll. Mikroflora
normal dipengaruhi oleh usia, lingkungan, pola makan, infeksi, dan
tingkat stress pada individu.
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BAB 5

BAKTERI PATOGEN GRAM (+) KOKUS

A. Pendahuluan

Bakteri patogen gram positif kokus terdiri dari bakteri dalam
kelompok stafilokokus, streptokokus dan enterokokus. Bakteri ini
merupakan bakteri yang memiliki morfologi bentuk bulat terdapat
dinding sel yang tebal, mengandung lapisan peptidoglikan yang
tebal, polisakarida, asam teikoat dan protein. Bakteri gram positif
kokus umumnya sebagai flora normal tubuh manusia pada bagian
kulit dan selaput lendir, namun kelompok bakteri ini beberapa
diantaranya dapat menjadi oportunistik dan dapat menyebabkan
patogen (Tortora, G. J.; Funke, B. R.; Case, 2018).

Genus stafilokokus sekurang-kurangnya terdapat 30 speseies
namun yang penting dalam bidang Kesehatan adalah Staphylococcus
anreus,  Staphylococcus — epidermidis  dan  Staphylococcus  saprophyticus.
Stafilokokus memilki enzim koagulasi yang memberikan hasil
positif dalam uji plasma koagulasi. Hasil koagulasi positif
menandakan bakteri pathogen. Stafilokokus koagulasi negatif
adalah Staphylococcus epidermidis, bakteri ini merupakan floranormal
tubuh manusia dan dapat menyebabkan oportunistik dalam
keadaan kekebalan tubuh yang menurun (Jawetz, 2020).
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Genus streptokokus merupakan bakteri berbentuk bulat
memiliki susunan seperti rantai, genus ini terdiri dari berbagai jenis
spesies yang terbagi-bagi kedalam beberapa kelompok atau
klasifikasi, namun pembagian klasifikasi tersebut berbeda-beda
dapat berdasarkan sifat tumbubh, sifa hemolisis atau susunan antigen
dan biokimia. Beberapa spesies streptokokus antaralain: bersifat
beta-hemolisis  antaralain ~ Streptococcus — pyogenes  (grup A), dan
Streptococcus  agalactic (grap B). Streptococcus  equisimilis.  Streptococcus
gooepidemicus,  Streptococcus — dysgalactiae  (grup C), Enterococcus,
Streptococcus bovis (graf D), Streptococeus mutans (grap E), Streptococcus
anginosus (grap ), Streptococcus canis, Streptococcus dysgalactiae (grup
H)(Jawetz, 2020). Streptokokus bersifat alpa-hemolisis yaitu
Streptococcus  pneumonia  dan  Streptococens  viridans  sedangkan
Streptococcus  gamma-hemolisis  yaitu ~ Enterococcus — atau
Streptococcus faecalis (Lebofte & Pierce, 2011). Streptococcus pneumonia
sering juga disebut Pneumococcus dengan karakteristik bentuk
yang khas diplokokus dengan kedua ujung meruncing seperti
lancet.

B. Morfologi

Bakteri patogen gram positif kokus memiliki morfologi bentuk
yang berbeda, dan dapat diamati secara mikroskopik dengan
mikroskop cahaya. Morfologi dan bentuk bakteri akan tampak
terlihat lebih jelas jika dilakukan pewarnaan bakteri baik pewarnaan
sederhana atau gram.

Adapun bentuk morfologi bakteri patogen gram positif kokus
dapat teramati seperti pada Gambar 1.
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Gambar 1. Morfologi Bakteri Gram positif Kokus

Hasil pewarnaan mikroskopik dengan teknik pewarnaan gram,
bakteri patogen gram positif kokus dapat teramati berbentuk bulat
seperti peluru, formasi diplokokus, bergerombol seperti buah
anggur, atau berjejer seperti rantai dapat morfologi teramati seperti

pada Gambar 2.
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Gambar 2. Morfologi bentuk bakteri patogen gram positif kokus

C. Perbedaan Karakteristik

Bakteri patogen gram positif kokus memiliki karakteristik
perbedaan berdasarkan morfologi koloni yang tumbuh pada
beberapa media kultur dan sifat biokimia. Perbedaan tersebut
dapat membantu menegakan diagnosis melalui isolasi dan
identifikasi laboratorium. Adapun perbedaan karakteristik bakteri
patogen gram positif kokus adalah sebagai berikut:

Karakteristik | Staphylococcus | Streptococcus | Pneumococcus
Bentuk Kokus, Kokus, seperti | Diplokokus,
bergerombol rantai seperti lancet
seperti anggur
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Karakteristik | Staphylococcus | Streptococcus | Pneumococcus
Kapsul - - positif
Sifat hemolisis Anhemolisis Beta-hemolisis | Alpa-hemolisis
pada Agar (S.epidermidis) (Str. pyogenes)
darah
Hemolisis Alpa hemolisis
(S.anrens) (Str. pneumonia)
Gamma
hemolisis ($7r.
Jaecalis)
Antibiotik Novobiocin: Bacitrasin : Optochin :
Sensitive Sensitif ($z. Sensitif ($z.
(S.anrens & S. pyogenes) prenmonia)
epidermidis) )
Resisten (grup
Resisten (5. B,C dan lainya)
saprobyticus)
Katalase Positif Negatif Negatif
NaCl 7,5 % Tahan Tidak tahan Tidak tahan
Fermentasi Positif (S.aurens) | positif positif
manitol
Negatif (§.
epidermidis)
Koagulase Positif (S. aurens) - -

Negative
(S.epidermidis)
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Karakteristik | Staphylococcus | Streptococcus | Pneumococcus
DNAse test Positif (S. aurens) - -
Negative
(S.epidermidis)
CAMP test - Positif
(Str.algaletic)
SXT - Positif (S
&rup )

Sumber : (Jawetz, 2020),(Savitri et al., 2019),(Cheung et al., 2021)

D. Penyakit

Bakteri kokus gram positif dapat menimbulkan berbagai jenis

penyakit dan menganggu terhadap kesehatan. Penyakit tersebut
dapat disebabkan oleh bakteri
streptokokus dan pneumokokus. Menurut (Cheung et al., 2021)

dari

kelompok

stafilokokus,

penyakit yang dapat ditimbulkan oleh stafilokokus patogen antara

lain :

RAEE RN

Infeksi folikel dan kulit
Infeksi luka, abses
Infeksi sendi

Infeksi kardiovaskular
Infeksi nosocomial

Penyakit yang dapat ditimbulkan oleh streptococcus antara

lain :
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Radang tenggorokan/ faringitis
Impetigo

Sepsis, demam scatlet, demam reumatik
Meningitis

Karies gigi

IR S

Abses dengan infeksi bakteri lain

Penyakit yang ditimbulkan oleh Streptococcus pneumonia atau
pneumokokus adalah pneumonia, meningitis, endocarditis
(Savitri et al., 2019), (Ramachandran, 2014).

E. Diagnosis Laboratorium
Dalam menegakan diagnosa penyakit yang disebabkan oleh
bakteri gram positif kokus perlu ditunjang oleh pemeriksaan
laboratorium, untuk keperluan penegakan diagnosa tersebut
diperlukan tahapan pra analittk seperti pemilihan bahan
pemeriksaan yang tepat untuk pemeriksaan, analitik yaitu
menentukan metoda pemeriksaan dengan sensitivitas dan
spesifisitas yang tepat, serta post analitik yaitu pelaporan hasil
diagnosis laboratorium (Leboffe & Pierce, 2011).
Langkah-langkah pemeriksaan laboratorium bakteri gram positif
kokus dapat dilakukan tahapan sebagai berikut :
1. Pemeriksaan mikroskopik gram
Dilakukan pewarnaan gram dari bahan pemeriksaan dengan
zat warna kristal violet-lugol-alkohol 96%-safranin. Hasil
perwarnaan akan tampak bakteri bentuk bulat, susunan
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diplokokus, rantai atau bergerombol. Berwarna ungu, bersifat
gram positif (Bulele et al., 2019).

2. Kultur/Pembiakan

Kultur dilakukan pada media perbenihan sebagai berikut :
Media Cair: Typticase Soya Broth (TSB) sebagai media
perbenihan untuk memperbanyak bakteri hasil isolasi dari
bahan pemeriksaan.

Hasil positif pertumbuhan: kekeruhan pada media

Media Padat diperkaya: Agar darah (AD)/Blood Agar Plate
(BAP) merupakan media diperkaya dengan protein dari
eritrosit, media ini ditambahkan darah 5-10%.

Karakeristik pertumbuhan koloni bakteri gram positif kokus
pada media agar darah:

Staphylococcus:

Staphylococcus aurens: bulat, halus, cembung, diameter 2-4 mm,
warna kuning emas, hemolisis.

Staphylococcus epidermidis: bulat, halus, cembung, diameter 2-4
mm, warna putih susu, anhemolisis (Gajdacs et al., 2020).
Staphylococcus saprophyticus: bulat, halus, cembung, diameter 2-
4 mm, warna putih/kuning jeruk, anhemolisis.

Streptococcus pyogenes: bulat, halus, cembung, diameter = 1
mm, transparan, beta-hemolisis.

Streptococcus algalactic: bulat, halus, cembung, diameter = 1
mm, transparan, beta-hemolisis.

Streptococcus pneumonia: bulat, halus, cembung, diameter = 1
mm, transparan, alpa-hemolisis.

Streptococcus mutans: bulat, halus, cembung, diameter < 1 mm,
transparan, alpa-hemolisis.
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Streptococcus faecalis: bulat, halus, cembung, diameter < 1 mm,
transparan, gamma-hemolisis.

c. Media padat selektif: Manito/ Salt Agar (MSA), media
selektif MSA mengndung kadar garam yang tinggi yaitu
NaCl 7.5 % mampu menghambat pertumbuhan bakteri lain
selain Staphylococcus. Media sangat baik untuk isolasi
Staphylococcus dari bahan pemeriksaan yang mengandung
banyak floranormal (] Vandepitte et al, 2003). Karakteristik
bakteri Staphylococcus pada media MSA adalah :
Staphylococcus  anreus: bulat, halus, cembung, likat, warna
kuning, mannitol fermenter (media berwarna kuning dengan
suasana pH asam), tumbuh subur.

Staphylococcus epidermidis: bulat, halus, cembung, likat, warna
putith, non mannitol fermenter (media berwarna merah
dengan suasana pH basa).

Kelompok bakteri streptococcus pada media ini dapat
dihambat pertumbuhannya oleh zat penghambat NaCL

3. Uji Biokimia
Tahapan uji  biokimia dapat secara konvensional
menggunakan media gula-gula mannitol dan glukosa, bakteri
Staphylococcus  anreus  fermentasi manitol (+), Staphylococcus
epidermidis (+) atau (-) dan Sterptococcus (+). Saat ini uji
biokimia kelompok bakteri ini dapat mengunakan Teknik
Rapid dengan Analitical Product Index (API) Stap 20, atau
mengunakan alat automatic seperti Vitex/Vitex compact-2
(Leboffe & Pierce, 2011).

4. Uji Katalase
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Uji ini merupakan rangkaian dari uji biokimia untuk
mendeteksi enzim ektraseluller yang dihasilkan oleh bakteri
Staphylococcus  yaitu enzim  katalase yang mampu
menguraikan hydrogen peroksida 3 % menjadi molekul air
dan oksigen. Oksigen yang terbentuk terperangkap menjadi

sebuah gelembung.
Reaksi :
2] 5 () P 2H,0 + O,

Hasil positif ditandai dengan adanya gelembung
Staphylococcus : (+)
Streptococcus : (-)

. Uji plasma koagulasi

Uji ini  digunakan  untuk  mendeteksi  bakteri
Staphylococcus pathogen (S. aurens) dengan cara mereaksikan
koloni bakteri dengan plasma citrate, maka bakteri
Staphylococcus anreus yang memiliki ennzim koagulase mampu
mengumpalkan plasma citrate. Hasil positif ditandai dengan
adanya aglutinasi seperti pasir berwarna putih. Sedangkan
yang negatif tampak suspense berwarna putih.

Staphylococcus anrens (+) aglutinasi

Staphylococcus epidermidis (-) aglutinasi

. Uji sensitivitas antibiotik, menggunakan media Mueller

Hinton dengan antibiotik untuk Stafilokokns (Novobiocin),
Streptococcus (Bacitrasin) dan Preumococus (Optochin) (Jawetz,
2020).
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BAB 6

BAKTERI PATOGEN GRAM (+) BATANG

A. Clostridium tetani
1. Karakteristik

Clostridium tetani merupakan bakteri Gram-positif, berbentuk
batang, motil, anaerobik, dan termasuk dalam organisme patogen.
Bakteri ini memiliki panjang 2,5-4,0 pwm dan lebar 0,4um,
ditemukan dalam bentuk tunggal dan berpasangan (Hanif ez 4,
2015). Clostridium tetani adalah bakteri pembentuk spora dari genus
Clostridinm (Rind et al., 2019). Spora Clostridium tetani menyerupai
raket tenis atau stik drum dengan tekstrur yang sangat keras (Hanif
et al., 2015), oleh karena sifat ini, panas dan kebanyakan antiseptik
tidak dapat mengganggu struktur kimia organisme ini (Rind ez a/,
2019).

2. Klasifikasi Ilmiah

82| Ratih Kartika Dewi



Bakteri Patogen Gram (+) Batang

Kerajaan : Bakteri

Filum : Firmicutes
Kelas : Clostridium
Ordo : Clostridiales
Keluarga : Clostridiaceae
Genus : Clostridinm

Spesies i Clostridium tetani (Gambar 1)
(Dramsi ez al., 2005)

O

/
» \.
Gambar 1. Clostridium tetani (Hodowanec and Bleck, 2014)

Clostridium tetani dikenal sebagai organisme penyebab penyakit
yang dikenal sebagai tetanus, merupakan salah satu dari 4 patogen
penghasil eksotoksin paling terkenal dalam kategori clostridia
(Sharma and Shah, 2018). Tetanus merupakan kondisi yang
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berpotensi fatal, saat ini upaya dalam mengurangi angka kejadian
penyakit ini adalah vaksinasi, sehingga penting untuk mengenali
gambaran klinis yang khas, penatalaksanaan segera, dan pengobatan
infeksi Clostridium tetani (Avila et al., 2018).

3. DPatogenesis

Tetanus ditandai dengan kontraksi otot yang parah dan
menyebar. Kekakuan dan kejang otot pada penyakit tetanus
disebabkan oleh toksin tetanospasmin. Penularan bakteri ini dapat
terjadi melalui jaringan luka yang terpapar oleh spora Clostridinm
tetani yang ada di tanah, kotoran hewan atau manusia (Hassel,
2013). Bakteri bereplikasi dan menyebar secara luas pada area luka,
selanjutnya terjadi ekspresi gen yang mengkode 2 racun yaitu
tetanospasmin dan tetanolysin. Toksin berikatan dengan reseptor
pada membran presinaptik pada motor neuron, kemudian
berpindah secara retrograde ke axonal transport sistem pada spinal
cord dan batang otak (brain stem) (Stock, 2015). Toksin menyebar
ke ujung sel inhibitor termasuk glycinergic interneurons dan
aminobutyric acid-secreting neuron dari batang otak menyebabkan
degradasi synaptobrevin schingga terjadi hambatan penglepasan
glycine dan gama-aminobutyric acid tetapi tidak terjadi hambatan
motor neuron kondisi ini menyebabkan efek hiperaktif yang
menyebabkan kontraksi otot rangka yang tidak disengaja (Tille,
2015).

4. Uji Biokimia
Uji biokimia pada strain Clostridium tetani menunjukkan hasil
positif pada uji: H,S dan DNAse, hidrolisis gelatin. Reaksi negatif

dihasilkan pada uji : gula-gula, nitrat, hidrolisis pati, aktivitas /Zpase
dan lecithinase (Hanif et al., 2015).
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B. Clostridium botulinum
1. Karakteristik

Clostridium botulinum adalah sekelompok bakteri gram positif
berbentuk batang atau seperti silinder, bersifat motil, membentuk
endospora yang menyerupai raket tenis karena secara mikroskopis
spora terlihat pada ujung sub-terminal, bakteri ini biasanya tersebar
luas sebagai saprofit di tanah, kotoran hewan, sayuran, dan lumpur
laut. Tumbuh paling baik dalam kondisi anaerob yang artinya hanya
dapat tumbuh tanpa adanya oksigen (Otoikhian, 2013). Ukuran
Clostridium botulinum sekitar 5 pm X 1,0 pm (mikrometer),
susunan sel bakteri ini tersusun sendiri-sendiri, berpasangan atau
dalam rantai pendek, dan termasuk dalam organisme pleomorfik
(Ekuma and Braide, 2022)
2. Klasifikasi Ilmiah

Kerajaan : Bakteri

Filum : Firmicutes

Kelas : Clostridia

Ordo : Clostridiales

Keluarga : Clostridiaceae

Genus : Clostridinm

Spesies 2 Clostridinm botulinum (Gambar 2)

(Smith e al,, 2015)
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Gambar 2. Clostridium botulinum (Boerema and Broda,2004)

Clostridium botulinum membentuk spora tahan panas yang
memungkinkan mereka bertahan hidup dalam keadaan tidak aktif
sampai pada akhirnya menemukan kondisi yang dapat mendukung
pertumbuhannya. Bakteri ini dalam kondisi rendah oksigen mampu
menghasilkan  botulinum ~ toxin, yaitu racun saraf yang sangat
mematikan dan menjadi penyebab penyakit botulisme. Botulisme
merupakan penyakit neuroparalitik langka yang dapat mengancam
jiwa (Milton ez al, 2020).

3. Patogenesis
Terdapat 3 jenis botulisme: botulisme makanan (Foodborne botulism),
luka (Wound botulism), dan bayi (Infant botulism) (Pellett. 2015).
a. Foodborne botulism terjadi ketika Clostridium botulinum tambuh
dan menghasilkan racun dalam makanan sebelum dikonsumsi.

Sumber paling umum adalah makanan kaleng rumahan yang diproses
dengan tidak benar (Pellett. 2015).
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b. Botulisme luka (Wound botulism) terjadi ketika spora C.
botulinum masuk ke luka terbuka dan mampu bereproduksi dalam
lingkungan anaerobic, kemudian melepaskan racun ke dalam
aliran darah Anda. Wound botulism paling sering terjadi pada
orang yang menggunakan jarum suntik untuk menyuntikkan
obat ke pembuluh darahnya. Dalam kasus yang jarang terjadi,
Wound botulism juga dapat berkembang setelah operasi atau
cedera serius (Pellett. 2015).

c. Botulisme pada bayi (Infant botulism) kebanyakan terjadi
pada bayi di bawah usia 6 bulan. Berbeda dengan foodborne
botulisme yang disebabkan oleh konsumsi racun yang telah
terbentuk sebelumnya dalam makanan, hal ini terjadi saat bayi
menelan spora C. botulinum, Spora berkecambah menjadi bakteri
berkoloni di usus, dan sel vegetatif mengeluarkan toksin
botulinum. Pada kebanyakan orang dewasa dan anak-anak yang
berusia lebih dari 6 bulan, hal ini tidak akan terjadi karena
pertahanan alami di usus yang berkembang dari waktu ke waktu
mencegah perkecambahan dan pertumbuhan bakteri. Meskipun
ada beberapa kemungkinan sumber infeksi botulisme pada bayi,
madu yang terkontaminasi spora C. botulinum sering dikaitkan
dengan sejumlah kasus infeksi botulisme pada bayi. Oleh karena
ahli menyarankan agar bayi tidak makan madu sampai mereka
berusia setidaknya satu tahun (Pellett. 2015).

4. Uji Biokimia
Hasil uji biokimia bakteri Clostridium botulinum menunjukkan

hasil positif pada wji: Superoxide dismutase, 1Lipase, Arginin, Glisin,

Fenilalanin, Proline, Serin, Tirosin, Triptofan, Glukosa, H,S, hidrolisis

(Gelatin, Kasein & Esculin). Hasil negatif ditunjukkan pada beberapa
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uji seperti: Katalase, Indol, Oksidase, Fruktosa, Laktosa, Maltose dan
Lecithinase (Roxas-Duncan et al., 2009).

C. Bacillus anthracis
1. Karakteristik

Bacillus anthracis aadalah satu-satunya patogen obligat dalam
genus Bacillus, dilihat secara mikroskopis Bacillus — anthracis
berbentuk batang, ukuran memiliki lebar 1,0-1,2 um dengan
panjang 3,0-5,0 um tersusun secara tunggal atau berpasangan,
namun dalam sampel klinis sel dapat juga tersusun seperti rantai
pendek berkapsul, termasuk kedalam kelompok gram positif
dengan metabolism aerobik atau anaerobik fakultatif, dan
membentuk spora. Kemampuan dalam membentuk spora
menyebabkam bakteri berumur panjang karena ketahanannya
terhadap desinfektan fisik dan kimia. Spora bakteri ini rentan
terthadap agen, seperti formaldehida, yang secara historis telah
digunakan untuk dekontaminasi kulit binatang (Adegoke, 2004).
2. Klasifikasi Ilmiah

Kerajaan : Bakteri

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Keluarga : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus anthracis (Gambar 3)

(Okstad and Kolste, 2011)
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Gambar 3. Bacillus anthracis (Leslie, 2004)

Bacillus anthracis adalah bakteri pembentuk spora aerobik yang
menyebabkan penyakit pada manusia dan hewan. Bakteri ini
ditemukan dalam dua kategori: antraks kulit dan antraks inhalasi.
Anthrax kulit adalah infeksi kulit yang disebabkan oleh kontak
langsung dengan bakteri. Inhalasi atau antraks pernapasan adalah
penyakit menular yang disebabkan oleh menghirup spora bakteri.
Antraks umumnya menyerang hewan berkuku seperti domba dan
kambing, namun manusia juga dapat tertular penyakit ini. Anthrax
dikenal sebagai agen potensial untuk digunakan sebagai senjata
biologis atau bio-terorisme (Goel, 2015).

3. DPatogenesis

Anthrax pada manusia biasanya diklasifikasikan berdasarkan
portal masuk ke host seperti Anthrax kulit, Antraks inhalasi, dan
Antraks gastrointestinal. Sebagian besar kasus Anthrax pada
manusia adalah Anthrax kulit, yaitu infeksi lokal dengan gejala
sistemik umumnya ringan dan ditandai dengan papul tanpa rasa
sakit dikelilingi oleh edema yang bisa sangat luas. Papula mengalami
ulserasi pada hari ke 5 atau 6 dan berkembang menjadi kerak hitam
yang khas pada Antraks kulit. Tingkat pemulihan lebih dari 99%
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untuk kasus antraks kulit yang diobati dengan antibiotik. Beberapa
kasus, Antraks kulit yang tidak diobati, ditandai dengan penyebaran
bakteri dari tempat awal infeksi dengan perkembangan septikemia
dan toksemia massif. Antraks inhalasi adalah infeksi yang terjadi
setelah  menghirup spora di udara, sedangkan Antraks
gastrointestinal ~ terjadi  akibat menelan  makanan  yang
terkontaminasi strain Baw/llus anthracis. Pada Antraks inhalasi, sel
fagosit mengangkut spora dari alveoli paru ke kelenjar getah bening
regional, tempat spora berkecambah dan bakteri berkembang biak.
Basil kemudian menyebar ke aliran darah, di mana mereka untuk
sementara dihilangkan oleh sistem retikuloendotelial. Sebelum
kematian, yang terjadi 2 sampai 5 hari setelah infeksi, akan timbul
gejala akut yang ditandai dengan hipotensi, edema, dan syok fatal
akibat septikemia dan toksemia yang meluas, oleh karena itu
intervensi terapeutik harus dimulai sejak dini, karena infeksi
septikemia hampir selalu berakibat fatal (Chambers et al., 2018).
4. Uji Biokimia

Hasil uji biokimia pada strain Bacillus anthracis yaitu ujt
katalase, hidrolisis gelatin, indole, vp, glukosa, maltose, ribose, sukrosa dan
reduksi nitrit menunjukkan hasil positif. Hasil negatif ditunjukkan
pada beberapa uji seperti: /sin, Omithine Decarboxylase, Phenylalanine
Deaminase, mannitol, laktosa, rhamnose, inositol, oksidase dan urease (Jula
¢t al., 2011).

D. Listeria monocytogenes
1. Karakteristik

Listeria monocytogenes merupakan kelompok bakteri Gram positif
berbentuk basil, fakultatif anaerob, katalase positif, tidak mampu
membentuk spora, tidak mampu mengoksidasi, serta memproduksi
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B-hemolysis (Tjampakasari, 2021). Koloni Listeria setelah 24-48 jam
memiliki diameter 0,5-1,5 mm, berbentuk bulat, #anslucent, konveks
dengan permukaan halus, tidak berpigmen dengan crystalline di
bagian tengah. Koloni akan sedikit lengket apabila diangkat dari
permukaan agar medium pertumbuhan, namun akan mudah
teremulsifikasi setelah pengangkatan (Liu, 2008).

2. Klasifikasi Ilmiah

Kerajaan : Bakteri

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Keluarga : Listeriaceae

Genus : Listeria

Spesies 2 Listeria monocytogenes (Gambar 4)

(Gray and Killinger, 1960).

Gambar 4. Listeria monocytogenes (Wahab et al., 2018)
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Listeria monocytogenes tersebar secara luas di tanah, tumbuhan, air
permukaan, saluran pembuangan, ditemukan juga pada susu sapi,
serta feses hewan dan manusia. Bakteri ini dapat menginfeksi
manusia melalui bahan pangan sehingga menimbulkan penyakit
yaitu listeriosis (Prahesti et al., 2017).

3. Patogenesis

Listeria mampu menginfeksi berbagai tipe sel pejamu. Rute
infeksi diawali setelah pejamu mengonsumsi bahan makanan
tercemar, bakteri masuk kemudian menuju saluran pencernaan (Liu,
20006). Selanjutnya bakteri akan masuk aliran darah dan menyebar di
jaringan hati, limpa, hingga jaringan plasenta pada ibu hamil
Distribusi dan perpindahan bakteri ini difasilitasi oleh makrofag
(Liu, 2008) (Tjampakasari, 2021).
4. Uji Biokimia

Hasil uji biokimia bakteri Listeria monocytogenes menunjukkan
beberapa hasil positif pada wji: CAMP, katalase, MR-1'P, D-G/lucose,
laktosa, gliserol, Rhamnose, sukrosa, Acid Phosphatase, dan Arginine
Dehydrolase. Hasil negatif ditunjukkan pada wuji:  Tryptophanase,
Cellulose, Xylose, Ribose, Arabinose, Urease, oksidase, Indole, H,S, dan
reduksi nitrit (Gasanov e al., 2005)
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BAD 7

BAKTERI PATOGEN GRAM (-) KOKUS

A. Neisseria Sp.

Sebagian besar anggota genus ini hidup komensal
ckstraseluler di saluran napas bagian atas. Dua spesies yang bersifat
bersifat patogenik dan hidup intraseluler adalah Neisseria meningitides
(meningococcus) dan Nezsseria gonorrboeae  (gonococcus). Isolasi
Neisseria biasanya dilakukan dengan medium agar Thayer-Martin
(vang mengandung antibiotika vancomycin, colistin, nystatin dan
TMP-SMX untuk menghambat kontaminasi bakteri dan jamur) dan
nutrien untuk pertumbuhan Neisseria.

Gonococci hanya tumbuh baik pada medium pertumbuhan
yang lengkap dan tidak dapat tumbuh pada medium agar darah
biasa. Medium yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri ini
antara lain adalah Agar Modified Thayer-Martin (MTM) atau Agar
Martin-Lewis (ML).
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Biakan medium Neisseria selalu diinkubasi dalam lingkungan
CO, untuk meningkatkan pertumbuhan. Koloni N. gonorrhoeae
mempunyai garis tengah berukuran 1-4 mm sesudah diinkubasi 48
jam untuk menumbuhkan tipe-tipe koloni T1, T2, T3 dan T4.
Koloni Neisseriae halus dan tidak berpigmen. Beberapa strain bakteri
menghasilkan koloni kecil yang tidak khas.

Kapsul polisakarida. Kapsul ini membungkus disekeliling
membran terluar bakteri dan melindunginya dari mekanisme imun
efektor yang terlarut di dalam serum. Kapsul yang berperan sebagai
faktor virulensi ini tidak terdapat pada IN. gonorrhea.

Mikroskopi.  Neisseria — gonorrhoeae  yang  disebut  juga
gonococcus adalah bakteri diplokokus yang Gram-negatif, yang
menjadi penyebab gonore, infeksi yang ditularkan melalui
hubungan seksual.

Garis tengah bakteri ini sekitar 1 um, agak memanjang dan
tersusun berpasangan, motil, tidak berkapsul dan tidak membentuk
spora. Meskipun demikian, jika strain dari spesies patogen baru
diisolasi, dapat terlithat adanya kapsul. Organisme ini dapat
ditemukan intraseluler maupun ekstraseluler pada leukosit PMN
(polymorphonuclear). Jika dilakukan subkultur di laboratorium, bakteri
tampak lebih sferis dan cenderung berkelompok. Beberapa strain
gonococcus membentuk fimbriae yang halus.

N. gonorrhoeae memiliki pili tipe IV untuk melekat kuat pada
permukaan. Bakteri ini mempunyai protein permukaan tempat
melekat pada reseptor sel imun, tetapi dapat mencegah terjadinya
respon imun, dan tidak terbentuknya memori imun sehingga
reinfeksi dengan diplokokus ini dapat terjadi. N. gonorrhoeae dapat
menghindari sistem imun dengan membentuk variasi antigenik,
sehingga sel imun sukar mendeteksi diplokokus ini.
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B. Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis, sering disebut sebagai meningococcus adalah
bakteri penyebab meningitis, dan penyakit meningokoka lainnya
misalnya sepsis meningokokus  (meningococcaemia). Bakteri ini
merupakan penyebab penting tingginya morbidita dan mortalitas
meningitis pada anak-anak di negara-negar industri dan dapat
menimbulkan epidemi di Afrika dan Asia. Nedsseria meningitidis
adalah diplococcus yang pada pewarnaan termasuk Gram-negatif,
dan biakan bakteri menunjukkan tepositif terhadap enzim ¢yzochrome
¢ oxidase.

N. meningitidis hidup di saluran napas atas dan nasofaring
sering merupakan bagian flora normal mukosa pada 5-15% orang
dewasa. Selain itu organisme ini dapat ditemukan pada mukosa
rongga mulut, rektum, saluran urogenital dan plak gigi.
Meningococci hanya menginfeksi manusia untuk mendapatkan zat
besi (transferrin dan lactoferrin).

Meningococei diklasifikasi berdasar struktur antigenik kapsul
polisakarida. Terdapat enam kelompok N. meningitidis yang dapat
menimbulkan epidemi, yaitu grup AB,C, W135, X danY.
Meningococens ditularkan melalui ludah dan sekresi respires lainnya,
melalui batuk, bersin, berciuman, dan menjilat mainan.

Infeksi bakteri ini menyebabkan kelelahan umum, demam,
sakit kepala dan kaku kuduk yang dapat cepat berubah menya koma
dan kematian. Gejala meningitis yang ditimbulkan sukar dibedakan
dari meningitis oleh Hemophilus influenze dan Streptococcus pneumoniae.
Sekitar 10% penderita terinfeksi dunia, dan angka kematian dapat
menungkat pada penderita dengan gangguan gangguan imunitas,
misalnya karena sindrom nefrotik atau splenektomi.
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Virulensi meningococcns lipooligosakarida komponen membran
terluar N. meningitidis yang bertindak sebagai endotoksin yang
menjadi penyebab terjadinya syok septik dan perdarahan akibat
kerusakan sel darah merah. Faktor virulensi lain adalah kapsul
polisakarida yang menghambat fagositosis respon imun dan
fimbriae yang menyebabkan pelekatan bakteri pada sel epitel
nasofaring.

Biakan bakteri. Spesies patogenik untuk pembiakannya
memerlukan lingkungan dengan atmosfir mengandung 10% CO,.
Untuk isolasi primer dibutuhkan medium kultur agar darah atau
agar darah yang sudah dipanaskan, dengan inkubasi 37C selama 48
jam sebelum kultur dinyatakan negatif. Untuk medium selektif
digunakan medium MNYC (modified New York City medium) yang
merupakan medium kaya yang mengandung antibiotika untuk
menghambat pertumbuhan organisme kontaminan.

Bentuk Koloni. Koloni berbentuk konvex, berukuran garis
tengah 1-2 mm, ransparan, tidak berpigmen dan non-hemolitik.
Organisme ini tumbuh dengan baik pada lempeng agar darah (blood
agar plate -BAP) dan lempeng agar coklat (chocolate plate-CAP) pada
suhu 35-37 4C dengan lingkungan 5% COZ2. Koloni N. weningitidis
berwarna kelabu dan pada BAP tidak membentuk pigmen,
berbentuk bulat, halus, lembab, mengkilat dan Konveks, dengan
tepi yang jelas batasnya. Pada CAP koloni N. weningitidis berukuran
besar, tak berwarna atau kelabu. Untuk melakukan identifikasi dan
karakterisasi bakteri, jika dilakukan dengan BAP inkubasi lama 18-
24 jam, atau jika pada CAP pada suhu 35-37°C dengan 5% CO0,
(pada candle-jar).

Reaksi biokimiawi. Semua spesies Neisseria memberikan

reaksi  oksidase  positi.  Pemeriksaan ini dilakukan  dengan
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menggunakan 1% larutan oksidase yang baru dibuat pada lempeng
kultur. Neisseriae segera berubah warna menjadi ungu tua. Metoda
lain adalah dengan mencelupkan kertas saring pada sediaan reagen
oksidase lalu mengoleskan pada kertas saring tersebut satu tetes
kultur dari koloni. Jika hasil positif, sisa kultur dapat di sub kultur
untuk penelitian selanjutnya.

Diferensiasi Neissieria. Untuk melakukan diferensiasi
spesies Neissieria dilakukan pemeriksaan reaksi fermentasi. Suatu
suspensi padat dari kultur bakteri yang diinkubasi satu malam
dibuat pada garam penyangga (buffer) dan aliquot suspensi
kemudian ditambahkan pada 10 % stock solution dari gula uji
Tabung yang sudah diinokulasi diinkubasi pada 37°C  pada
penangas air (water bath) dan reaksi dibaca sesudah 3 jam.

Penggunaan karbohidrat oleh N. meningitidis (Tabel 1).
Uji karbohidrat dilakukan untuk memastikan identifikasi strain
misalnya N. meningitidis. Pada uji ini digunakan 4 jenis karbohidrat,
yaitu glucose (dextrosa), maltosa, laktosa dan sukrosa yang
ditambahkan pada CTA (¢ystine trypticase agar), dengan menggunakan
indikator merah fenol pada medium)
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Tabel 1. Penggunaan karbohidrat (pembentukan asam) oleh Nezsseriae dan
Moraxella spp. (Carroll ez al., 2019)

Pertumbuhan Fermentasi Karbohidrat

Pada Media

Thayer Sukrosa/ | DNAse

Martin/ Glukosa | Maltosa Laktosa

Media NYC Fruktosa
N. gonorrhoeae + + - - - -
N. meningitidis + + + - - _
N. lactamica + + + + _ _
N. sicca - + + - + _
N. subflava - + + - +/- _
N. mucosa - + + - + _
N. flavescens - - - - - B
N. cinerea +/- - + - - _
N. polysaccharea | +/- + + - - i
N. elongata - - - - - _
M. catarrhalis - - - - B T

Reaksi fermentasi Neisseriae. Semua spesies Neisseria yang

menyebabkan penyakit pada manusia bereaksi katalase positif dan

oksidase positif, 1dentifikasi spesies Neisseria dilakukan dengan Uiji

reaksi gula yang menghasilkan asam. Sebagai contoh, IN. gonorrboeae

103| Zuraida




Bakteri Patogen Gram (- ) Kokus

pada reaksi gula yang menghasilkan asam hanyalah glukose,
sedangkan IN. weningitidis oleh reaksi glukose dan maltose.

Reaksi gula pada CTA (gstine trypticase agar) untuk N
meningitidis menggunakan glukosa atau dekstrosa dan maltose
menunjukan pembentukan aasm (warna berubah menjadi kuning)
dan tidak ada pemakaian laktosa dan Sukrosa.

Terjadi dan terlihatnya kekeruhan serta warna kuning pada
bagian atas medium menunjukkan adanya petumbuhan bakteri dan
pembentukan asam berarti hasil uji positif. Hasil negatif sesudah
diinkubasi 72 jam. Perubahan warna menjadi kuning tidak terjadi
kekeruhan biasanya bukan reaksi positif

Karakter serologi. Untuk menentukan grup serologi N
meningitides dilakukan reaksi aglutinasi menggunakan antisera yang
dibuat terhadap antigen sel permukaan. Terdapat tiga group
antisera yang penting yaitu group A B dan C. Grup A adalah strain
yang sering mennyebabkan meningitis meningococcus karena
mempunyai patogenitas yang lebih tinggi dibanding serogrop yang
lainya. Grup lainnya umum ditemukan pada nasofaring orang sehat.
N. gonorrhoe secara serologis heterogen meskipun pada isolasi
menunjuk hanya ada satu serogrup

Kelompok komensal Neisseria. Kelompok komensal pada
manusia ini semuanya bersifat oksidase positif dan morfologinya
identik dengan meningococi dan gonococci. Semuanya tumbuh
baik pada nutrient agar dan menghasilkan koloni dalam waktu 18 jam
pada suhu 37°C, untuk membedakannya dari spesies patogen
lainnya. Koloninya lebih tebal dan lebih gpague dibanding gonococci
dan meningococci. Beberapa anggota Neisseriae yang komensal
membentuk koloni yang berpigmen.
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a. Infeksi Neisseria

Hanya ada dua anggota genus yang patogenik untuk
manusiacyaitu N.weningitidis dan N. gonorrhoeae yang keduanya
merupakan parasit obligat yang sukar bertahan hidup di luar
hospesnya. Pada infeksi lokal diagnosis ditetapkan dengan
pewarnaan Gram dan kultur dari bahan infektif.

N.meningitidis dapat menyebabkan:

e Meningitis piogenik akut
e Konjungtivitis
e Endokarditis

e Septikemia

b. Meningitis

Meningitis adalah keadaan kedaruratan medik yang
memerlukan penanganan segera. Jika meningitis meningokokus
atau septicemia terjadi penderita harus diobati dengan memberikan
antibiotika intravenous dan penderita harus dirawat dirumah sakit.
Dengan demikian pemeriksaan laboratorium tidak diperlukan untuk
memastikan adanya  Nezsseria — meningitides karena pemberian
antibiotika telah menurunkan jumlah bakteri di dalam tubuh.

Septikemi oleh N. meningitidis belum menunjukkan gejala
klinis meningitis melainkan selalu menyebabkan terjadinya ruam
purpura, sehingga diagnosis septikemi jarang ditegakkan. Septikemi
yang terjadi dalam waktu beberapa jam sesudah diagnosis
dipastikan, dapat menyebabkan angka kematian penderita mencapai
50%.
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Meningitis meningokokus.  Meningitis oleh  Neisseria

meninggitidis menunjukkan gejala dan keluhan sebagai berikut:

e Sakit kepala yang berat

e Demam

e Mual dan muntah

e Fotofobi

e Kaku kuduk

Letargi atau selalu mengantuk sering dilaporkan, sedangkan
stupor dan koma jarang terjadi. Terjadinya koma menunjukkan
buruknya prognosis. Penderita juga mengeluh terjadinya ruam kulit
yang menunjkkan bahwa penyakit berlangsung progresif. Pada
orang lanjut usia sering menunjukkan perubahan menunjukan
perubahan mental dan terjadinya demam yang lama. Jika terjadi
septikemi meninggokokus yang berat, penderita dapat mengalami
kolaps sirkulasi dan ruam pendarahan. Pada penderita anak,
meningitidis meningokokus menunjukan gambaran klinis sebagai
berikut:

e Infeksi subakut berlangsung progresif selama beberapa hari
e Mudah marah (irritability)

e Muntah

e Kejang kejang yang terjadi pada hari pertama

e Sindrom watrerhouese-Friderichesen berupa perdarahan petekia

yang luas pada kulit dan membrane mukosa demam, Syok
septik dan DIC (disseminated intravascular coagulation)

e Pada bayi terjadinya gejala bisa tidak jelas, misalnya tanpa
kaku kuduk
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c. Diagnosis Infeksi V. meningitidis
Standard emas untuk diagnosis adalah isolasi Neisseria
meninggitidis dari cairan tubuh yang biasa steril. Suatu sampel klinis
misalnya berupa cairan serebro spinal dikirimkan segera ke
laboratorium untuk identifikasi organisme. Diagnosis ditetapkan
dengan membiakkan organisme pada chocolate agar plate yang
kemudian diikuti dengan uji katalase dan uji oksidase (yang positif;
pada semua Neisseria) dan uji karbohidrat maltose, sukrose dan
glukosa.
Pemeriksaan  laboratorium  atas  Cairan  serebrospinal
memastikan terjadinya meningitis, jika terdapat gambaran
sebagai berikut:
e Tekanan terbuka lebih dari 180 mm air
e DPleositosis leukosit polimorfonuklir, dengan hitung sel
leukosit antara 10 dan 10.000 sel/ul, sebagian besar
neutrophil
e [Kadar glukosa menurun, kurang dari 45 mg/dL Dalam uji
karbohidrat ini N.meningitidis memfermentasi glukosa dan
maltosa.
e [Kadar protein meningkat, lebih dari 45 mg/dL
e Untuk menentukan subgrup organisme dilakukan
pemeriksaan serologi.

Pemeriksaan laboratorium lain yang dapat dilakukan, yaitu:
e [Kultur cairan serebrospinal dan darah untuk menemukan
N. meningitidis (Gambar 1).
o PCR (polymerase chain reaction) untuk memastikan diagnosis.
o Computed tomography (CT) scanning dengan indikasi penderita
tidak sadar, adanya papil edema, kelainan neurologi, atau
adanya kejang.
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o MRI (magnetic  resonance imaging). Penggunaan kontras
menunjukkan lebih jelas adanya lesi otak, edema serebral,
dan iskemia serebral.

4 L .
|
Gambear 1. Neisseria meningitidis dalam cairan serebrospinal (Murray et

al., 2015).

Uji klinis untuk mendiagnosis penyakit meningokokus
dilakukan antara 2-48 jam sesudah infeksi dengan membiakkan
bakteri dari darah atau cairan serebro spinal. pemeriksaan PCR
(Polymerase chain reaction) dapat dilakuka untuk menentukan identitas
organisme meskipun antibiotik sudah diberikan untuk mengatasi
infeksi. Karena angka kematian dapat mencapai 15% dalam waktu
12 jam infeksi, pemeriksaan klinis laboratorium harus segera
diberikan tanpa menunggu hasil terapi antibiotika.
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C. Neisserida gonorrhoeae

Neisseria  gonorrboeae, yang Juga dikenal sebagai gonococcus,
adalah diplococcus gram-negatif penyebab penyakit gonore.
Gonococcus dapat menyebabkan infeksi lokal, biasanya di traktus
genitalis, tetapi infeksinya dapat juga menyebar ke berbagai organ.
N.  gonorrhoeae dapat hidup bebas di luar hospes, dan dapat
menyebabkan berbagai infeksi dan bakteremia yaitu gonore, uretritis,
prostatitis dan  epididimitis, orchitis, cervisitis, endometritis, meningitis,
faringitis, artritis, endokarditis (jarang terjadi), konjungtivitis dan
vulvovaginitis.

Gejala infeksi N. gonorrhoeae berbeda-beda tergantung pada
tempat terjadinya infeksi. Sekitar 10% dari laki-laki yang terinfeksi
dan 80% perempuan yang terinfeksi tidak menunjukkan gejala atau
keluhan (asimtomatis). Infeksi pada genital dapat menyebabkan
terbentuknya cairan purulen mirip nanah yang berbau busuk dan
menunjukkan terjadinya keradangan, kemerahan, pembengkakan
dan disuria. Pada bayi sering terjadi konjungtivitis (ophthalmic
neonatorur) (Gambar 2) yang didapat karena bayi terpapar N.
gonorrhoeae  yang  terdapat di jalan lahir. Infeksi ini dapat
menyebabkan kerusakan kerusakan kornea atau perforasi sehingga
bayi menjadi buta.

Infeksi kuman ini juga dapat menimbulkan sindrom
dermatitis-arthritis gonokok (Gambar 3) dengan gejala artralgia,
tenosynovitis dan dermatitis yang tidak gatal dan tidak nyeri. Penyakit
radang pelvis gonore jika tidak diobati dapat menyebabkan infertilitas
karena terjadinya jaringan parut pada tuba fallopii Strain IN.
gonorrhoeae  dapat membentuk beta-laktamase dan dilaporkan
terjadinya pandemi inteksi gonococci di Timur jauh yang menjalar
ke berbagai negeri, antara lain Inggris.
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a. Gonore

Gonore adalah infeksi N.gonorrhoeae yang ditularkan melalui
kontak seksual atau terjadi perinatal dan terutama menginfeksi
membran mukosa dari uretra dan cervix. Jarang terjadi infeksi pada
rektum, orofaring, dan konjungtiva.

Infeksi genital pada perempuan yang menjalar ke atas dapat
menyebabkan endometritis dan salpingitis (yang secara bersama
disebut PID-pelvic inflamatory disease), yang merupakan komplikasi
utama penyebab infertilitas pada perempuan.

Gambar 2. Oftalmia neonatorum gonokokal. Edema kelopak mata,
eritema, dan debit purulen ditandai terlihat. Apusan Gramstained akan
mengungkapkan banyak organisme dan sel inflamasi (Murray et al., 2015)
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Gambar 3. Lesi kulit dari infeksi gonokokus yang disebarluaskan. Lesi
besar klasik dengan nekrotik, lesi sentral keabu-abuan pada eritematosa.
(Murray et al., 2015)

b. Isolasi Gonokokus

Karena gonokokus yang bercampur dengan flora normal sangat
mudah mati, isolasi dilakukan melalui pengambilan bahan kultur
yang benar dan tidak terpapar lingkungan, serta membutuhkan
medium kultur yang sesuai (misalnya Martin-Lewis agar) dan
dilakukan identifikasi yang tepat (Gambar 4).
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Gambar 4. Pewarnaan Diplokokus Gram-negatif intraseluler (N.
gonorrhoeae) (Carroll et al., 2019)

Koleksi bahan pemeriksaan. Pada orang laki-laki untuk
membiakkan gonokokus, bahan pemeriksaan yang terbaik adalah
eksudat uretra atau kerokan wuretra. Kultur dari bahan dari
tenggorok atau rektum hanya dilakukan jika ada indikasi seksual di
daerah tersebut.

Pada perempuan usap cervix lebih baik dari pada bahan
Periksaan berasal dari uretra atau vagina. Yang terbaik adalah bahan
meriksaan dari cervix bersama bahan pemeriksaan rektal. Bahan
pemeriksaan harus segera dibawa ke laboratorium kurang dari 4
jam) dengan menggunakan medium transport.

c. Resistensi Gonococcus terthadap Antibiotika

Antibiotika pada umumnya dapat digunakan untuk mengobati
infeksi dengan Neisseria patogen. Dilaporkan telah  terjadi
peningkatan prevalensi strain-strain  bakteri gonokok dan
meningokok terhadap antibiotika (misalnya keluarga penicillin)
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sehingega harus diganti dengan ceftriaxone (generasi ketiga
cephalosporin). Akan tetapi kemudian juga terjadi resistensi gonokok
tethadap ceftriaxone, sehingga hal ini menyulitkan pengobatan
terhadap gonore. Karena itu gonokok dimasukkan dalam kelompok

"superbug".
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BAB 8

BAKTERI PATOGEN GRAM ( - )
BATANG

A. Infeksi Pada Saluran Percernaan
1. Salmonella sp.

Bakteri Salmonella sp. merupakan salah satu bakteri penyebab
utama food borne disease di Amerika Serikat. Karena bakteri ini
sering ditemukan dalam bahan makanan atau minuman dan
merupakan salah satu bakteri patogen yang sering menginfeksi
manusia melalui makanan dan minuman yang terkontaminasi.

Masuknya bakteri Sa/monella sp. ke dalam tubuh manusia dapat
berpengaruh terhadap kesehatan, diantaranya dapat menyebabkan
penyakit gastroenteritis, demam tifoid dan bakteremia dengan
atau tanpa penyakit. Gastroenteritis yang disebabkan oleh
salmonella merupakan infeksi pada usus dan terjadi lebih dari 8
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sampai 48 jam setelah bakteri patogen itu masuk ke dalam host.
Ciri-cirinya adalah diare, demam, sakit kepala, muntah, sakit pada
abdomen (abdominal pain) yang terjadi selama 2 sampai 5 hari.
Gejalanya antara lain  kehilangan cairan dan kehilangan
keseimbangan elektrolit merupakan bahaya terutama terhadap
anak-anak dan orang tua.

2. Shigella

Shigella merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang,
tungeal, tidak memiliki flagel, aerobik ataupun aerobik fakultatif
dan tidak membentuk spora. Suhu optimum pertumbuhan yakni
37°C dimana habitatnya berada pada saluran pencernaan dengan
infeksinya melalui fase oral.

Bakteri ini mampu mengeluarkan LT toksik yang akan
menginvasi ke epitel sel mukosa usus halus dan berkembang
dengan baik pada daerah invasi tersebut. Shigella akan
mengeluarkan toksik yang akan merangsang terjadinya perubahan
sistematik pada mukosa usus yang dapat menyebabkan sel-sel
akan mati pada jaringan epitel usus halus sehingga terjadi tuak
kecil didaerah invasi. Menurut Prihastika (2005) diare yang
dikeluarkan dapat bercampur dengan lendir dan darah sehingga
isolasi bakteri ini dapat dilakukan melalui fases penderita.

3. Vibrio cholera

V. cholerae termasuk bakteri gram negatif, berbentuk batang
bengkok seperti koma dengan ukuran panjang 2-4 pm. Koch
menamakannya “kommabacillus”. Morfologi sel 7. cholerae  bisa
menjadi batang yang lurus mirip dengan bakteri enteric gram
negatif bila inkubasi diperpanjang. Bakteri 7. cholerae memiliki
satu  buah flagela halus pada wujungnya (Monotrikh) yang
menyebabkan bakteri ini bergerak sangat aktif. Bakteri ini tidak
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membentuk spora, bentuk koloninya cembung (convex), dan
bergranula bila disinari.

V7. cholerae bersifat aerob atau anaerob fakultatif dengan suhu
untuk pertumbuhan yang berkisar antara 18-37°C. Bakteri ini
tumbuh baik pada jenis media yang mengandung garam mineral
dan asparagin sebagai sumber karbon dan nitrogen. Pada media
TCBS (thiosulfate-citrate-bile- sucrose) pertumbuhan 7. cholerae akan
menjadi lebih baik dan cepat, menghasilkan koloni berbentuk
bulat, berwarna kuning, berdiameter 1-3 mm dan mukoid
sechingga dapat dibedakan dari koloni bakteri lain untuk
memudahkan dalam proses isolasinya.

V. cholerae dapat juga tumbuh pada pH yang sangat tinggi (8,5-
9,5), namun umumnya bakteri ini memerlukan pH yang netral
untuk pertumbuhan dengan kecepatan optimum dan pada pH
asam akan mengalami laju kematian yang sangat cepat.

V. cholerae  memfermentasi sukrosa dan maltosa tanpa
menghasilkan gas pada media TCBS (thiosulfate-citrate-bile-sucrose).
Bakteri ini akan tumbuh dengan baik pada media APW (alkali
pepton water) setelah 6 jam masa inkubasi pada suhu kamar
sehingga media ini dipakai untuk media transport.

Secara alamiah, bakteri 1. cholerae patogen terhadap manusia.
Bakteri ini sangat sensitif dengan asam karena bakteri ini tidak
tahan asam dan panas. Apabila seseorang mengonsumsi makanan
yang mengandung bakteri sebanyak 102-104 sel/gram pada
makanan maka seseorang dengan asam lambung yang normal
akan terinfeksi oleh 17brio.

Sebagian besar infeksi disebabkan oleh 1. cholerae simptomatik
atau diare yang ringan pada pasien. Gejala akan timbul setelah 1-4
hari masa inkubasi terlampaui. Munculnya diare encer yang
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berlimpah tanpa didahului oleh rasa mulas dan tanpa adanya
tenesmus merupakan gejala paling khas timbul bila terinfeksi oleh
bakteri ini. Diare yang semula berwarna dan berbau dalam waktu
singkat akan berubah menjadi cairan putih keruh serupa dengan
air cucian beras yang mengandung mucus, sel-sel epitel.
Selanjutnya akan timbul gejala mual-mual setelah diare diikuti
dengan muntah dan biasanya kejang otot-otot betis, biseps,
triseps, pektoralis, dan kram perut.

Pada umumnya bakteri ini tidak bersifat invasif dan tetap
berada di saluran pencernaan penderita yang terinfeksi kuman ini.
Toksin yang dikeluarkan oleh spesies ini akan diabsorbsi kedalam
sel-sel epitel dan merangsang hipersekresi air pada bagian
pencernaan khususnya usus halus. Akibatnya tubuh akan
mengalami  perdarahan dan kekurangan elektrolit yang
mengakibatkan diare, dehidrasi, asidosis, syok bahkan sampai
kematian. Bakteri /. cholerae paling banyak terdapat pada perairan
yang tercemar oleh limbah industri, limbah rumah tangga, dan
kotoran. Penyebaran bakteri 1. cholerae berasal dari hasil perikanan
yang terkontaminasi bakteri ini.

4. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) adalah salah satu bakteri yang termasuk
golongan coliform dan hidup normal di dalam kotoran manusia
maupun hewan, oleh karena itu disebut juga koliform fekal. E. co/i
adalah bakteri bersifat gram negatif, berbentuk batang dan tidak
membentuk spora. E. /i umum ditemukan dalam air, sehingga
keberadaannya dalam air dapat dianggap sebagai petunjuk
terjadinya pencemaran kotoran dalam arti luas, baik dari kotoran

hewan maupun manusia.
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E. co/i hidup dalam jumlah besar di dalam usus manusia, yaitu
untuk membantu sistem pencernaan manusia dan melindungi dari
bakteri patogen. Namun pada strain baru dari E.co/f merupakan
patogen berbahaya yang menyebabkan penyakit diare.

Patogenesis E. /i merupakan flora normal saluran
pencernaan. Flora normal adalah mikroba yang secara alamiah
menghuni tubuh manusia, akan tetapi mempunyai potensi
menimbulkan penyakit. Bakteri ini menjadi patogen jika jumlah
bakteri ini dalam saluran pencernaan meningkat atau berada di
luar usus dan menghasilkan enterotoksin yang dapat
menyebabkan diare. Penularan bakteri E. ¢/ melalui makanan
mentah dan air, makanan yang kurang matang dan kontaminasi,
yaitu apabila makanan yang sudah dimasak bersentuhan dengan
bahan mentah atau peralatan yang terkontaminasi. E. co/i dapat
berpindah karena adanya kegiatan seperti dari tangan ke mulut
atau dengan pemindahan melalui air. Strain tertentu dapat
menyebabkan peradangan selaput perut dan usus. E. co/i menjadi
patogen berbahaya apabila hidup di luar usus seperti pada saluran
kemih, yang dapat mengakibatkan peradangan selaput lender.

E. cofi memiliki beberapa jenis spesies yang hidup dalam
saluran pencernaan manusia dan hewan, dengan diketahuinya
bahwa jasad tersebut tersebar pada semua individu, analisis
bakteriologi terhadap air minum ditujukan kepada kehadiran jasad
tersebut dalam air. Walaupun adanya jasad yang terdapat dalam
air, itu belum bisa memastikan bahwa jasad tersebut patogen.

E. coli menyebabkan gangguan pada sistem pencernaan pada

manusia diantaranya disebabkan oleh enzeropathogenic Escherichia coli
(EPEC), diffuse adherent Escherichia coli (DAEC), enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC), enteroaggregative Escherichia coli (EAEC),
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enteroinvasive Escherichia coli (EYEC) dan enterobaemorrhagic Escherichia
coli (EHEC).

B. Infeksi Pada Darah
1. Salmonella

Bakteri Salmonella sp. berada pada family Enterobacteriaceae.
Klasifikasi dari Salmonella sp. dapat dibagi berdasarkan spesies,
subspecies dan serotipe. Genus Salmonella terbagi ke dalam 2
spesies yakni : Salmonella enteric dan  Salmonella bongori. Spesies
Salmonella enterica dibagi lagi menjadi 6 subspesies yaitu : subspecies
enteric atau subspesies 1; subspecies salamae atau subspecies 115 arizonae
atau Illa; diarizonae atau 11lb; houtenae atau 1V; indica atau VI.

Secara umum organisme yang berasal dari genus Salwonella
merupakan sumber penyebab berbagai macam infeksi, mulai dari
gastroenteritis ringan sampai berat seperti demam tifoid dan
bakterimia. Salmonella adalah agen penyebab salmonelosis yaitu
penyakit endemis dan menimbulkan kerugian yang besar di
Indonesia.

Bakteri Salmonella typhi dapat berkembang biak dan hidup di
dalam makrofag selanjutnya dibawa ke Plague Peyeri lleum Distal,
kemudian menuju kelenjar getah bening mesenterika. Melalui
duktus torasikus bakteri masuk ke dalam sistem peredaran darah
sehingga menyebabkan bakterimia (asimtomatik) dan demam tifoid.
Bakterimia dikatakan asimtomatik karena baru pertama terjadi
kurang lebih 24-72 jam setelah bakteri tertelan dan biasanya tanpa
gejala sebab bakteri langsung ditangkap oleh sel-sel sistem retikulo
endotelial tubuh yang utama yaitu hati, limpa dan sumsum tulang.
Pada organ ini, bakteri akan meninggalkan makrofag dan kemudian
berkembang biak diluar sel (ruang sinusoid), selanjutnya menuju ke
dalam sirkulasi darah lagi yang menyebabkan bakterimia kedua
kalinya dengan tanda dan gejala infeksi sistemik.

Dalam hati, bakteri masuk ke dalam kandung empedu dan
berkembang biak. Secara berselang akan diekskresikan bersama
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dengan cairan empedu ke dalam lumen usus. Kurang lebih separuh
bakteri dikeluarkan bersama feses dan separuhnya lagi masuk ke
dalam sirkulasi menembus usus. Proses yang sama diawal terulang
kembali, akibat aktivasi makrofag maka saat fagositosis bakteri
Salmonella terjadi pelepasan beberapa mediator inflamasi yang
menimbulkan gejala reaksi inflamasi sistemik yakni; demam,
malaise, mialgia, sakit perut, sakit kepala, instabilitas vascular,
gangguan mental dan koagulasi.

2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella ~ pnenmoniae  merupakan bakteri gram negatif (-),
berbentuk batang pendek, memiliki ukuran 0,5 um x 1,2 pum.
Bakteri ini memiliki kapsul, tetapi tidak membentuk spora. Klebsiella
pnenmoniae tidak mampu bergerak karena tidak memiliki flagel tetapi
mampu memfermentasikan karbohidrat membentuk asam dan gas.
Berdasarkan kebutuhannya akan oksigen, Klebsiella pneumoniae
merupakan bakteri fakultatif anaerob. Klebsiella pnenmoniae dapat
memfermentasikan  laktosa.  Spesies  Klebsiella — pneunoniae
menunjukkan pertumbuhan mucoid, kapsul polisakarida yang besar
dan tidak motil.

Kilebsiella pneumoniae bisa didapatkan dari sampel darah, urin,
cairan pleura, dan luka untuk pewarnaan Gram. Berbagai metode
yang telah ada dilakukan untuk mendeteksi keberadaan bakteri jenis
ini, di antaranya adalah pewarnaan gram, difusi cakram, PCR, SPC,
western blot, kit diagnostic, dan Epsilometer fest. Namun, dari metode
konvensional dan instrumental tersebut perlu dipilih satu metode
yang paling baik dan cocok untuk mendeteksi Klebsiella pneumoniae
ini agar dapat memudahkan dalam proses identifikasi Klebsiella
pneumoniae.

Metode pertama, dengan metode konvensional menggunakan
kultur bakteri. Metode ini dilakukan dengan mengencerkan sampel
mengandung Klebszella pnenmoniae kemudian dikultur pada media
biakan agar selektif bakteri gram negatif (McConkey Agar dan
EMB Agar) dengan tujuan seleksi bakteri gram negatif dan positif
dapat teridentifikasi pertumbuhannya melalui seleksi media agar.
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Kemudian, diinkubasi pada suhu 25-30°C yang merupakan suhu
optimal bagi pertumbuhan bakteri gram negatif selama 1-2 hari,
kemudian koloni yang timbul diamati dan dianalisis menggunakan
SPC (Standard Plate Count). Hasil positif menunjukkan adanya koloni
bakteri berwarna merah muda.

Selanjutnya, metode imunositokimia, yaitu dengan tahapan awal
mengisolasi protein darti owter membrane protein Klebsiella pnenmoniae
dengan cara penambahan PBS dan NOG 0,5%, kemudian
disentrifugasi 12000 rpm dan diambil supernatannya. Selanjutnya,
dilakukan metode SDS-PAGE untuk menentukan spesifitas bakteri
ini dengan membandingkan hasilnya dengan bakteri lain.
Selanjutnya, dilakukan elektroelusi untuk mendapatkan protein
sampel murni pertumbuhan dan penyebaran bakteri ini pun dapat
dihambat agar menurunkan prevalensi penyakit yang disebabkan
oleh bakteri ini dengan cara memotong horizontal gel protein yang
dimaksud. Lalu, setiap potongan dipotong kembali vertikal dan
dimasukkan ke dalam membran dialisis berisi buffer elektroforesis.
Hasil elusi didialisis selama 48 jam dengan cairan H,O pada 24 jam
pertama dan PBS pH 7,4 pada 24 jam kedua masing-masing pada
suhu 4°C. Hasil elektroforesis diamati dan dibandingkan dengan
standard sebagai kontrol positif.

Metode selanjutnya adalah menggunakan kit diagnostic bernama
Primerdesign  genesig Kit for K. pneumoniae. Kit ini ditujukan untuk
identifikasi seluruh jenis isolat Klebsiella pneumoniae, termasuk jenis
baru Klebsiella yang memiliki strain mirip dengan yang sudah ada.

C. Infeksi Pada Saluran Kemih
1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae adalah bakteri yang hidup di usus besar
manusia dan hewan, tanah, air dan dapat pula ditemukan pada
komposisi material. Sebagian bakteri enterik ini tidak menimbulkan
penyakit pada host bila bakteri tetap berada di dalam usus besar,
tetapi pada keadaan-keadaan dimana terjadi perubahan pada host
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atau bila ada kesempatan memasuki bagian tubuh yang lain, banyak
diantara bakteri ini mampu menimbulkan penyakit pada tiap
jaringan tubuh manusia. Organisme-organisme di dalam famili ini
pada kenyataannya mempunyai peranan penting di dalam infeksi
nosokomial misalnya sebagai penyebab infeksi saluran kemih,
infeksi pada luka, dan infeksi lainnya.

Morfologi Enterobacteriaceae adalah bakteri berbentuk batang
pendek dengan ukuran 0,5 um x 3,0 um, gram negatif, tidak
berspora, gerak positif dengan flagel peritrikh (Salmonella, Proteus,
Escherichia) atau gerak negatif (Shigella, Klebsiella), mempunyai
kapsul/selubung yang jelas seperti pada Klebsiella atau hanya berupa
selubung tipis pada Escherichia atau tidak berkapsul sama sekali.
Sebagian besar spesies mempunyai fili atau fimbriae yang berfungsi
sebagai alat perlekatan dengan bakteri lain.

2. Escherichia coli

Bakteri ini berbentuk batang pendek, gemuk, berukuran 2,4 pm
x 0,4 pm sampai 0,7 pm, gram negatif, tak bersimpai, bergerak aktif
dan tidak berspora. Patogenesis E. co/i adalah penyebab yang paling
umum dari infeksi saluran kemih dan merupakan penyebab infeksi
saluran kemih pertama pada kira-kira 90% wanita muda. Gejala dan
tanda-tandanya antara lain sering kencing, disuria, hematuria, dan
piuria. Nyeri pinggang berhubungan dengan infeksi saluran kemih
bagian atas. Tak satupun dari gejala atau tanda-tanda ini bersifat
khusus untuk bakteri E. /. Infeksi saluran kemih dapat
mengakibatkan bakteremia dengan tanda-tanda khusus sepsis.

E. coli yang nefropatogenik secara khas menghasilkan hemolisin.
Kebanyakan infeksi disebabkan oleh E. ¢/ dengan sejumlah kecil
tipe antigen O. Antigen K tampaknya penting dalam patogenesis
infeksi saluran atas. Pieloneftritis berhubungan dengan jenis philus
khusus, philus P yang mengikat zat golongan darah P.

Infeksi saluran kemih misalnya sistitis, pielitis dan pielonefritis.
Infeksi dapat terjadi akibat sumbatan saluran kemih karena adanya
pembesaran prostat, batu dan kehamilan. E. cw/ yang biasa
menyebabkan infeksi saluran kemih ialah jenis 01, 2, 4, 6, dan 7.
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Jenis-jenis pembawa antigen K dapat menyebabkan timbulnya
pielonefritis.

D. Infeksi Pada Saluran Pernapasan
1. Klebsiella pneumonia

Kilebsiella pnenmoniae merupakan salah satu spesies pada bakteri
kelompok bakteri Enterobacteriaceae. Bakteri ini berada dalam sistem
pernafasan dan tinja kurang lebih pada 5% individu normal. Hal
tersebut menyebabkan sebuah proporsi kecil (kira-kira 1%) dari
radang paru-paru. Bakteri ini biasanya menyebabkan infeksi pada
orang-orang yang imunokompromais seperti alkoholis, diabetes
mellitus, dan penyakit paru kronik.

Klebsiella - pnenmoniae adalah bakteri gram negatif berbentuk
batang yang tidak dapat melakukan pergerakan (nonmotil).
Berdasarkan kebutuhannya akan oksigen, bakteri ini termasuk
anaerob fakultatif. Patogenesitasnya ditentukan oleh antigen O,
yaitu lipopolisakarida yang terdapat pada sembilan varietas; dan
antigen K yaitu polisakarida yang dikelilingi oleh kapsul dengan
lebih dari 80 varietas.

Infeksi Klebsiella pnenmoniae dapat diobati dengan antibiotik,
khususnya antibiotik yang mengandung cincin beta laktam, seperti
golongan penisilin dan sefalosporin. Akan tetapi beberapa strain
dari bakteri ini mampu memproduksi enzim ESBL (extended spectrum
beta-lactamase) yang dapat melumpuhkan beberapa kerja antibiotik,
seperti  beta  lactam  aminoglikosida, dan  trimetoprim-
sulfametoksazol. Aktivitas ini diatur oleh gen ampC, gen yang
terdapat dalam plasmid, yang mengalami mutasi pada beberapa
strain K. pnenmoniae. Distribusi strain resistensi ini berbeda pada
setiap spesimen. Sekitar 1 sampai 6% isolat K. pmeumoniae yang
berasal dari nasofaring memproduksi enzim ESBL, 8.3% dari tinja,
8.5% dari urin, dan 16.6% dari saluran napas.

Klebsiella pnenmoniae dapat menimbulkan konsolidasi hemoragik
intensif pada paru-paru, bronkitis kronik, infeksi sekunder, dan
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pneumonia lobaris. Pneumonia yang disebabkan oleh bakteri ini
dapat bersifat pneumonia komunitas maupun pneumonia
nosokomial. Kadang-kadang menyebabkan infeksi sistem saluran
kemih dan bakteremia dengan luka yang melemahkan pasien.
2. Mycobacterium tuberculosis

Tuberkulosis adalah suatu penyakit menular yang disebabkan
oleh kuman Mycobacterium tuberculosis. Terdapat beberapa spesies
Mycobacterium, antara lain: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
leprae dan sebagainya, yang dikenal sebagai Bakteri Tahan Asam
(BTA). Selain Mycobacterinm tuberculosis yang dapat menyebabkan
gangguan pernapasan, ada pun MOTT (Mycobacterium Other Than
Tuberculoszs) yang bisa menggangeu diagnosis dan pengobatan TBC.

Kuman tuberkulosis menular melalui udara. Apabila penderita
TB batuk atau bersin, ia akan menyebarkan 3.000 kuman ke udara.
Kuman tersebut ada dalam percikan dahak, yang disebut dengan
droplet nuclei. Percikan dahak yang amat kecil ini melayang-layang di
udara dan mampu menembus dan bersarang dalam paru orang-
orang di sekitarnya. Di perumahan yang bersih sekalipun, penularan
kuman TB dapat tersebar karena penularannya yang melalui udara.

Gejala yang ditimbulkan penyakit tuberkulosis yaitu batuk
berdahak selama 2 minggu atau lebih. Batuk yang dialami dapat
disertai dengan dahak bercampur darah, batuk darah, sesak nafas,
badan lemas, nafsu makan menurun, berat badan menutrun, malaise,
berkeringat malam hari tanpa kegiatan fisik, demam lebih dari satu
bulan.

Jenis Pemeriksaan Tuberkulosis

1. Pemeriksaan Bakteriologik

Cara pengambilan dahak 3 kali (SPS) :

(1) Sewaktu/spot (dahak sewaktu saat kunjungan)

(2) Pagi (keesokan harinya)

(3) Sewaktu/spot (pada saat mengantarkan dahak pagi) atau setiap
pagi 3 hari berturut-turut.
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Bahan pemeriksaan/spesimen yang berbentuk cairan
dikumpulkan/ditampung dalam pot yang bermulut lebar,
berpenampang 6 cm atau lebih dengan tutup berulir, tidak mudah
pecah dan tidak bocor. Apabila ada fasilitas, spesimen tersebut
dapat dibuat sediaan apus pada gelas objek (difiksasi) sebelum
dikirim ke laboratorium.

Bahan pemeriksaan hasil BJH, dapat dibuat sediaan apus
kering di gelas objek, atau untuk kepentingan biakan dan uji
resistensi dapat ditambahkan NaCl 0,9% 3-5 ml sebelum dikirim
ke laboratorium.

Spesimen dahak yang ada dalam pot (jika pada gelas objek
dimasukkan ke dalam kotak sediaan) yang akan dikirim ke
laboratorium, harus dipastikan telah tertulis identitas pasien yang
sesuai dengan formulir permohonan pemeriksaan laboratorium.
Bila lokasi fasilitas laboratotium berada jauh dari klinik/tempat
pelayanan pasien, spesimen dahak dapat dikirim dengan kertas
saring melalui jasa pos.

Pemeriksaan bakteriologi dari spesimen dahak dan bahan
lain (cairan pleura, liquor cerebrospinal, bilasan bronkus, bilasan
lambung, kurasan bronkoalveolar/BAL, urin, feces dan jaringan
biopsi, termasuk BJH) dapat dilakukan dengan cara : Mikroskopik
dan Biakan.

(1) Pemeriksaan mikroskopik

Mikroskopik biasa : pewarnaan Ziehl-Nielsen.

Interpretasi hasil pemeriksaan dahak dari 3 kali

pemeriksaan ialah bila :

e 3 kali positif atau 2 kali positif, 1 kali negatif ®
BTA positif

e 1 kali positif, 2 kali negatif ® ulang BTA 3 kali,
kemudian

e bila 1 kali positif, 2 kali negatif ® BTA positif

e bila 3 kali negatif ® BTA negative

1 28crlina



129

| Herlina

Bakteri Patogen Gram (- ) Batang

Scala IUATLD (International Union Against

Tuberculosis and Lung Disease) :

e Tidak ditemukan BTA dalam 100 lapang
pandang, disebut negatif

e Ditemukan 1-9 BTA dalam 100 lapang pandang,
ditulis jumlah kuman yang ditemukan.

e Ditemukan 10-99 BTA dalam 100 lapang
pandang, disebut + (1+)

e Ditemukan 1-10 BTA dalam 1 lapang pandang,
disebut ++ (2+)

e Ditemukan >10 BTA dalam 1 lapang pandang,
disebut +++ (3+)

(2) Pemeriksaan biakan kuman :

Pemeriksaan biakan M. fuberculosis dengan metode
konvensional ialah dengan cara :

e Egg base media :Lowenstein-Jensen (dianjurkan),
Ogawa, Kudoh

e Agar base media : Middle brook

Melakukan biakan dimaksudkan untuk
mendapatkan diagnosis pasti, dan dapat mendeteksi
Mycobacterium tuberculosis dan juga Mycobacterium other
than tuberculosis (MOTT). Untuk mendeteksi MOTT
dapat digunakan beberapa cara, baik dengan melihat
cepatnya  pertumbuhan,  menggunakan  uji
nikotinamid, uji niasin maupun pencampuran
dengan ¢yanogen bromide serta melihat pigmen yang
timbul. Selain pemeriksaan mikrobiologi, diagnosis
TB dapat ditegakkan dengan peemriksaan lain
antara lain yaitu :

e Pemeriksaan radiologi
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e Pemeriksaan khusus (BACTEC dan PCR

e Pemeriksaan serologi (ELISA, ICT, Mycodot,
PAP, Uji serologi Ig TB).
3. Corynebacterium diphtheria

Penyakit difteri merupakan penyakit yang disebabkan oleh
bakteri Corynebacterium diphtheria dari biotipe gravis, mitis atau
intermedius. Bakteri ini terutama menyerang tonsil, faring, laring,
hidung, ada kalanya menyerang selaput lendir atau kulit serta
kadang-kadang konjungtiva atau vagina. Gejala difteri adalah
tenggorokan terasa sakit, timbul lesi membran diikuti dengan
kelenjar limfe yang membesar dan melunak. Pada kasus yang
sedang sampai berat ditandai dengan pembengkakan dan oedema di
leher dengan pembentukan membran pada trakea secara ekstensif
dan dapat terjadi obstruksi jalan napas.

Pemeriksaan laboratorium terdiri dari pemeriksaan mikroskopik,
kultur, uji biokimia dan uji toksigenitas. Pertama spesimen swab
tenggorok diinokulasi pada medium selektif ¢ystzne tellurite blood agar
(CTBA), inkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C. Adanya koloni
yang diduga koloni C. diphtheriae pada medium CTBA dengan ciri
koloni bulat, hitam keabuan divalidasi dengan pemeriksaan
mikroskopik menggunakan pewarnaan Albert.

Morfologi C. diphtheriae secara mikroskopik menunjukkan
gambaran bentuk batang dengan pembesaran (granul) pada salah
satu atau kedua ujungnya. Pengujian dilanjutkan dengan uji
biokimia dan uji toksigenisitas.

Uji biokimia dilakukan dengan melakukana inokulasi kembali
koloni yang diduga pada medium CTBA ke medium agar darah.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Kemudian
dilakukan uji biokimia menggunakan produk komersial API Coryne
dan dianalisis dengan software komputer dari pabrikan. Setelah
dipastikan bahwa bakteri yang diperiksa adalah Corynebacterinm
diphtheriae, dilakukan uji toksigenitas untuk mengetahui kemampuan
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bakteri mengeluarkan toksin difteri yang merupakan faktor virulensi
utama bakteri tersebut.

Uji toksigenisitas untuk difteri dilakukan dengan metode
Polimerase Chain Reaction (PCR) menggunakan Salah satu pasangan
primer dengan target gen fox (dtx).
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BAD 9

PENYEBARAN DAN PENGENDALIAN
BAKTERI

A. Penyebaran Bakteri

Penyebaran bakteri dapat terjadi secara langsung atau melalui
perantara. Penyebaran secara langsung terjadi melalui kontak
langsung secara fisik, misalnya hubungan seksual, terkena luka
terbuka dan masuk melalui membran mukosa, seperti selaput
lendir, mata dan hidung. Metode penyebaran secara langsung dapat
terjadi antara manusia dengan manusia, manusia dengan hewan dan
melalui ibu ke bayi yang dikandungnya.

Penyebaran secara tidak langsung merupakan proses penyebaran
bakteri melalui perantara. Metode penyebaran tidak langsung
diantaranya:

1) Penyebaran melalui udara (airborne diseases)
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Bakteri yang menginfeksi pernafasan  seperti  bakteri
Mycobacterium tuberculosis umumnya melakukan penyebaran melalui
udara. Bakteri akan keluar dan menyebar bersama dengan percikan
(droplef) ketika bersin atau batuk. Drgplet yang dikeluarkan dari
manusia yang terinfeksi dapat menyebar dengan sangat cepat,
apabila terkena ke dalam membran mukosa manusia maka bakteri
tersebut akan menularkan ke manusia yang sehat.

2) Penyebaran melalui makanan (foodborne diseases)

Penyebaran bakteri juga dapat melalui makanan atau minuman
yang dikonsumsi, seperti Salmonella sp., E. coli, Clostridium sp., dan
Vibrio cholerae. Penyebaran terjadi apabila makanan atau minuman
tidak dimasak dengan matang atau tidak higienis, sehingga bakteri
tidak sepenuhnya mati dan dapat melakukan penyebaran.

3) Penyebaran melalui benda yang terkontaminasi

Bakteri dapat bertahan di permukaan benda selama beberapa
waktu. Apabila seseorang mengeluarkan droplet atau pekerja medis
melakukan kelalaian bekerja di rumah sakit, dapat menjadi sarana
penyebaran bakteri. Penyebaran dapat terjadi akibat tusukan
(tetanus) atau tersentuh benda yang terkontaminasi.

4) Penyebaran melalui serangga

Serangga berperan sebagai vektor dalam penyebaran bakteri.
Kecoak dan lalat merupakan vektor untuk infeksi disentri, kolera
dan diare.
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B. Pengendalian Bakteri

Pengendalian bakteri merupakan upaya yang dilakukan untuk
menghambat dan menekan jumlah bakteri, sehingga dapat
mengurangi infeksi dan kerugian yang ditimbulkan. Pengendalian
bakteri sangat penting dilakukan agar dapat menckan penyebaran
penyakit, membunuh bakteri yang menginfeksi tubuh manusia dan
untuk mencegah terjadinya pembusukan bahan makanan yang
disebabkan oleh mikroba khususnya bakteri.

C. Istilah - Istilah Khusus dalam Pengendalian Bakteri
Istilah — istilah khusus dalam pengendalian bakteri digunakan
untuk memudahkan pemahaman dalam proses pengendalian.
Beberapa istilah tersebut diantaranya:
1) Sterilisasi
Sterilisasi adalah proses utuk menghancurkan segala bentuk
kehidupan. Suatu alat atau bahan dikatakan steril apabila
tidak terdapat mikroorganisme hidup di dalam atau
dipermukaannya.
2) Sanitasi
Sanitasi merupakan usaha yang dilakukan untuk mengurangi
populasi mikroorganisme sampai batas tertentu yang
dianggap aman.
3) Desinfektan
Desinfektan merupakan bahan kimia yang mampu
membunuh seluruh atau sebagian besar mikroorganisme
pada benda mati, seperti meja kerja, alat-alat mikrobiologi,
lantai dan pakaian. Desinfektan dapat menghancurkan sel
vegetatif bakteri, tetapi tidak dapat menghancurkan spora
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sepenuhnya. Proses pengendalian bakteri menggunakan
bahan kimia disebut dengan desinfeksi.

4) Antiseptik
Antiseptik merupakan bahan kimia yang dapat membunuh
mikroorganisme pada jaringan hidup. Antiseptik mampu
melawan atau menghilangkan sepsis (infeksi) pada jaringan
hidup.

5) Bakterisida
Agen yang mampu membunuh bentuk vegetatif bakteri.

6) Bakteriostatik
Agen yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri,
tetapi tidak sampai membunuh.

Faktor yang Mempengaruhi Efektivitas Antimikroba

Faktor yang dapat mempengaruhi kerja suatu antimikroba

dalam menghambat atau membunuh bakteri harus diperhatikan

agar proses pengendalian bakteri dapat dilakukan secara optimum.

Faktor-faktor tersebut diantaranya:

1) Jumlah Bakteri
Semakin banyak jumlah bakteri pada suatu tempat, maka
akan semakin banyak waktu yang dibutuhkan untuk
mengurangi jumlah populasi bakteri tersebut.

2) Jenis Bakteri
Proses pengendalian akan lebih sulit dan lama apabila
terdapat lebih dari satu jenis bakteri. Bakteri yang memiliki
spora dan kapsul akan lebih sulit untuk dibunuh dan
dikendalikan dibandingkan dengan bakteri yang tidak
memiliki spora dan kapsul.
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3) Waktu Kontak

Semakin lama paparan antimikroba yang dilakukan, maka
akan semakin banyak bakteri yang terbunuh.

4) Lingkungan

Lingkungan yang terdapat bahan organik seperti darah,
feses dan saliva akan menghambat kemampuan
antimikroba. Hal ini disebabkan karena bahan organik dan
zat antimikroba dapat membantuk endapan, sehingga
antimikroba tidak mampu lagi mengikat bakteri. Selain itu
akumulasi bahan organik pada permukaan bakteri dapat
menjadi pelindung agar tidak terjadi kontak langsung
dengan zat antimikroba.

E. Pengendalian Bakteri Secara Fisika

Pengendalian bakteri secara fisika dilakukan dengan cara
penggunan suhu (pemanasan atau pendinginan), tekanan osmotik,
radiasi dan filtrasi.

D)

2)

Suhu

Suhu sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri.
Suhu yang terlalu rendah dapat menurunkan metabolisme
bakteri, sehingga pertumbuhannya melambat. Sedangkan
suhu tinggi dapat mematikan bakteri karena protein pada
bakteri  terdenaturasi dan enzim menjadi rusak.
Pengendalian bakteri menggunakan suhu dapat dilakukan
dengan cara panas lembab, air mendidih, pasteurisasi, panas
kering dan suhu rendah.

Panas lembab

Pengendalian bakteri dengan teknik panas lembab dapat
menggunakan autoklaf, yaitu alat yang memiliki prinsip
panas tinggi bertekanan. Autoklaf mampu memanaskan
sampai suhu 121 °C dengan tekanan 2 atm. Tekanan yang
tinggi dapat meningkatkan suhu melebihi suhu didih air
karena penguapan.
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3) Air mendidih
Perebusan alat atau bahan di dalam air mendidih dapat
dilakukan sebagai upaya pengendalian bakteri. Sel — sel
vegetatif bakteri dapat mati karena proses perebusan
tetapi tidak dapat membunuh spora.

4) Pasteurisasi
Pasteurisasi biasanya dilakukan untuk mensterilisasi
bahan makanan atau minuman. Teknik pasteurisasi ada
bermacam-macam, diantaranya menggunakan suhu 65
°C selama 30 menit. Pasteurisasi High Temperature Short
Time Pastenrization (HTSTP) menggunakan suhu 72°C
selama 15 detik. Ulrra High Temperature Pastenrization
(UHT) merupakan pasteurisasi menggunakan suhu 140
°C selama 3 detik, kemudian dilanjutkan dengan
pendinginan pada ruang hampa udara.

5) Panas kering
Pengendalian bakteri dengan panas kering dapat
dilakukan dengan menggunakan udara panas (oven) dan
pembakaran. Udara panas digunakan untuk mensterilkan
alat-alat yang tahan panas seperti alat yang terbuat dari
gelas dan keramik. Suhu yang digunakan untuk sterilisasi
adalah 60 — 180°C. Pembakaran atau pemijaran
dilakukan untuk mensterilkan alat yang terbuat dari
platina atau nikron, seperti jarum ose.

6) Suhu rendah
Suhu rendah atau pendinginan dilakukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri, pengawet makanan.
Suhu rendah tidak dapat digunakan untuk sterilisasi
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karena bakteri mampu bertahan pada suhu 3 — 7°C
selama berbulan-bulan.

7) Tekanan osmotik
Tekanan osmotik adalah besarnya tekanan yang diberikan
kepada suatu larutan agar molekul — molekul pelarut tidak
dapat mengalir ke larutan melalui membran semi permeabel.
Apabila bakteri berada pada lingkungan dengan kadar
garam (NaCl) yang tinggi, maka bakteri akan mengalami
plasmolisis, yaitu air akan keluar meninggalkan sel bakteri.
Apabila bakteri berada pada lingkungan dengan kadar
garam (NaCl) yang sangat rendah maka bakkteri akan
mengalami  plasmoptosis, yaitu masuknya air dari
lingkungan ke dalam sel bakteri sehingga mengakibatkan sel
bakteri pecah.

8) Radiasi
Radiasi mampu membuat kerusakan pada sel bakteri,
sehingga dapat digunakan sebagai teknik pengendalian.
Radiasi yang biasanya digunakan untuk sterilisasi adalah
sinar UV dan sinar X. Panjang gelombang pada sinar UV
yang efektif untuk mematikan bakteri adalah berkisar antara
260 - 270 nm. Sinar UV mampu merusak asam nukleat
bakteri. Daya tembus sinar UV sangat rendah, sehingga
hanya efektif membunuh bakteri yang berada dipermukaan
alat.

9) Filtrasi
Sterilisasi alat dan bahan yang rentan terhadap suhu dan
bahan kimia dapat digunakan dengan metode penyaringan.
Filtrasi atau penyaringan bakteri dilakukan dengan

141 | Maulin Inggraini



Penyebaran dan Pengendalian Bakteri

menggunakan membran filter dengan pori-pori sebesar 0,22
— 0,45 um.

F. Pengendalian Bakteri Secara Kimia
Pengendalian  bakteri secara kimia dilakukan  dengan
menggunakan bahan kimia sebagai agen pembunuh bakteri. Bahan
kimia yang digunakan harus memiliki daya bunuh yang tinggi,
memiliki senyawa kimia yang stabil terutama apabila berada dalam
senyawa organik dan logam, bahan dasar yang murah dan tidak
mengakibatkan kerugian atau kerusakan bagi pengguna. Bahan
kimia yang umum digunakan adalah alkohol, fenol, aldehid dan
iodine.
1) Alkohol
Alkohol hanya efektif digunakan pada bagian permukaan
saja, karena alkohol tidak dapat menembus ke dalam
senyawa organik. Alkohol hanya dapat membunuh jamur
dan sel vegetatif bakteri. Alkohol tidak dapat membunuh
virus dan spora. Mekanisme alkohol dalam membunuh
bakteri adalah dengan mendenaturasi protein, melarutkan
lemak dan merusak membran sel. Konsentrasi alkohol yang
dapat membunuh bakteri adalah berkisar 60 — 95%, tetapi
konsentrasi yang biasa digunakan sebagai desinfektan
adalah 70%.
2) Fenol
Fenol dapat menghambat pembentukan membran sel,
menginaktif enzim dan mendenaturasi protein. Fenol dapat
mempertahankan kestabilannya pada bahan organik,
sechingga sampai saat ini fenol merupakan bahan kimia
terbaik sebagai desinfektan. Fenol biasanya dikombinasikan
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dengan deterjen untuk meningkatkan proses pembersihan.
Fenol tidak dapat digunakan untuk antiseptik, karena fenol
dapat mengakibatkan iritasi apabila terkena kulit atau
selaput lendir. Fenol juga tidak boleh digunakan pada
permukaan alat makan.

3) Aldehid
Mekanisme kerja aldehid adalah dengan mendenaturasi
protein dan memecah ikatan hidrogen. Aldehid efektif
untuk  sel vegetatif  bakteri tetapi tidak  dapat
menghancurkan spora. Golongan aldehid yang sering
digunakan adalah formaldehid dalam bentuk formalin.
Formalin sering digunakan sebagai pengawet spesimen
biologi, inaktivasi bakteri dan virus dalam vaksin. Formalin
dapat mengakibatkan iritasi pada mata, kulit dan hidung
serta menyebabkan gangguan pernafasan.

4) Iodin
Iodin memiliki mekanisme membunuh bakteri dengan
menginaktifasi enzim dan protein. Iodin efektif terhadap
bakteri dan spora. Iodin dapat diinaktifasi oleh bahan
organik dan dapat mengkorosi logam. Iodin tidak merusak
dan mengiritasi kulit, sehingga digunakan untuk preparasi
tangan sebelum melakukan operasi di rumah sakit.
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G. Pengendalian Bakteri Menggunakan Antibiotik

Pengendalian bakteri juga dapat menggunakan antibiotik.
Antibiotik merupakan hasil metabolisme sekunder
mikroorganisme yang dalam jumlah sedikit dapat membunuh atau
menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain.

1) Sifat antibiotik yang ideal

Antibiotik dikatakan ideal apabila memiliki sifat-sifat

sebagai berikut:

a) Memiliki kemampuan merusak mikroorganisme yang
spesifik.

b) Tidak menimbulkan efek samping terhadap inang.

¢) Tidak membunuh flora normal pada tubuh inang.

d) Memiliki kelarutan yang tinggi.

e) Antibiotik yang diberikan secara oral tidak dapat
diinaktifkan oleh asam lambung dan apabila diberikan
melalui suntikan tidak terjadi pengikatan dengan protein
darah.

f) Konsentrasi antibiotik dalam jaringan harus tetap tinggi
sehingga mampu membunuh mikroorganisme target.

2) Penggolongan antibiotik

Berdasarkan aktivitasnya, antibiotik dibagi menjadi
antibiotik  berspektrum luas dan sempit. Antibiotik
berspektrum luas merupakan antibiotik yang mampu
membunuh mikroorganisme Gram + dan Gram -. Antibiotik
ini umumnya digunakan untuk pasien dengan infeksi yang
belum teridentifikasi. Sedangkan antibiotik berpektrum
sempit hanya efektif melawan satu jenis bakteri.
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Penggolongan antibiotik berdasarkan mekanisme kerjanya
dalam  menghambat  pertumbuhan  mikroorganisme,
diantaranya adalah dengan menghambat sintesis dinding sel
(penisilin, basitrasin, sefalosporin, vankomisin, sikloserin dan
fosfomisin). Menggangeu permeabilitas dan merusak
membran sel (polimiksin, golongan makrolida dan poliena).
Menggangeu biosintesis asam nukleat (golongan asam
nalidiksat dan golongan kuinolon), menghambat sintesis
protein (streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin,

klindamisin dan gentamisin)
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BAB 10

PEWARNAAN BAKTERI

A. Pendahuluan

Tujuan pewarnaan bakteri adalah untuk memudahkan
pengamatan morfologi bakteri dengan menggunakan mikroskop
agar ukuran dan bentuk bakteri dapat diketahui. Selain itu dapat
juga berfungsi untuk melihat struktur dalam dan struktur luar
bakteri seperti dinding sel dan vakuola, sifat fisik dan kimia bakteri
yang khas dengan zat pewarna dan meningkatkan kontras
mikroorganisme (Pelczar, 2008).
Faktor yang diperlukan dalam pewarnaan bakteri (Kurniati dkk.,
2018)
1. Fiksasi

Adapun fungsi fiksasi adalah: (1) globula-globula protein tidak

dapat mengkerut; (2) sifat reaktif gugusan karboksilat,

sulfuhidril, amino primer menjadi lebih tinggi; (3) afinitas
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pewarna bakteri menjadi berubah, (4) autolisis sel dapat
dicegah; (5) bakteri dapat dibunuh secara cepat dengan tidak
merubah struktur dan bentuknya; (6) bakteri dapat menempel
pada gelas benda, (7) sel-sel menjadi lebih kuat (keras). Proses
fiksasi yang sering digunakan adalah dengan melewatkan gelas
benda di atas spiritus.

2. Substrat
Setiap pewarna bakteri asam atau pewarna bakteri basa dapat
bereaksi dengan bahan tertentu. Oleh karena itu, substrat
organik (lipid, protein, asam nukleat, dan karbohidrat) juga
mempengaruhi pewarnaan biologis.

3. Intensifikasi Pewarnaan
Menambah jumlah pewarna bakteri atau menambahkan
mordan merupakan suatu cara yang dapat dilakukan.

4. Pelunturan pewarna bakteri (Decolorizer).
Untuk mendapatkan kontras yang baik pada gambar
mikroskopis dilakukan pelunturan pewarna bakteri. Secara
umum, sel-sel bakteri yang sulit diwarnai akan lebih sulit untuk
dilakukan pelunturan warna, sebaliknya sel bakteri yang mudah
untuk diwarnai maka akan mudah dilakukan pelunturan

pewarna.
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B. Jenis-jenis Pewarnaan
1. Pewarnaan sederhana

Salah satu jenis prosedur pewarnaan yang dapat digunakan
adalah pewarnaan sederhana, dimana hanya satu pewarnaan yang
dapat digunakan, dan semua jenis bakteri muncul sebagai warna
dari pewarnaan itu ketika dilihat di bawah mikroskop (Gambar 1).
Beberapa pewarna yang biasa digunakan untuk pewarnaan
sederhana adalah kristal violet, safranin, dan metylen blue. Pewarnaan
sederhana dapat digunakan untuk menentukan morfologi dan
susunan spesies bakteri, tetapi tidak dapat memberikan informasi
tambahan apapun (Lee, 2021).
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Gambar 1. Pewarnaan Sederhana Bacil/us Menggunakan Kristal Violet
(Muntasir Alam, University of Dhaka, Department of
Microbiology in 2007)

2. Pewarnaan Negatif
Pewarna negatif adalah pewarna yang menggunakan pewarna
asam sebagai pewarna utama, seperti eosin, migrosin, atau tinta
India. Pewarnaan negatif cenderung menggelapkan latar
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belakang dan tidak mewarnai sel bakteri. Hal ini dapat terjadi
karena zat warna yang digunakan pada pewarnaan negatif adalah
zat warna asam dan memiliki komponen kromofor bermuatan
negatif yang juga terdapat pada sitoplasma bakteri (Gambar 2).
Akibatnya zat warna tidak menembus ke dalam inti sel sel
bakteri. Ketika diwarnai negatif, sel bakteri tampak transparan
(transparan) (Madigan & Martinko, 2000).

Gambar 2. Monomers of Escherichia coli RNA polymerase holoenzyme
(Baschong & Aebi, 2000)

3. Pewarnaan Differensial

Pewarnaan yang bertujuan untuk membedakan antara
bakteri satu dengan yang lainnya, dimana zat warna yang
digunakan untuk pewarnaan menggunakan lebih dari satu

macam zat warna (Presscot ¢z a/, 2002).

a. Pewarnaan Gram (Gambar 3).

Pewarnaan Gram pertama kali digunakan pada tahun
1884 oleh Hans Christian Gram. Gram sedang mencari
metode yang memungkinkan visualisasi cocci di bagian
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jaringan paru-paru dari mereka yang telah meninggal
radang paru-paru (Smith & Hussey, 2016).

Terdapat 4 jenis reagen pada pewarnaan gram: (1)
pewarna utama yaitu kristal violet, (2) Penambahan larutan
mordan (iodine) untuk mengintensifkan pewarna bakteri
utama, (3) Proses dekolorisasi menggunakan alcohol
untuk menghilangkan pewarna utama dari sel, (4)
Pemberian pewarna penutup menggunakan safranin.
Safranin digunakan untuk mewarnai ulang sel-sel yang
kehilangan warna utama setelah pemberian alkohol;
pewarna harus kontras dengan warna utama (Bassiri,
2013).

Safranin adalah pewarna yang digunakan pada
pewarnaan bakteri yang menyebabkan bakteri berwarna
merah pada bakteri gram negatif. Bakteri gram negatif
pada dinding sel bakteri memiliki peptidoglikan yang tipis
dan lapisan lemak yang tebal, sehingga ikatan yang terjadi
adalah ikatan lemah pada saat berikatan dengan gentian
violet, ketika dilunturkan dengan alkohol maka pewarna
gentien violet menjadi luntur. Hal ini menyebabkan
bakteri akan menyerap warna safranin yaitu merah karena
bakteri tidak mampu menyerap pewarna utama (Campbell
& Reece, 2012).
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Gambar 3. Prosedur Pewarnaan Gram

Pada pewarnaan Gram terdapat 2 jenis bakteri yaitu
Gram positif dan Gram negatif. Dalam pewarnaan, bakteri
Gram positif berwarna ungu (Gambar 4), sedangkan bakteri
Gram negatif berwarna merah (Waluyo, 2008) (Gambar 4).
Pewarnaan Gram merupakan salah satu metode paling
sederhana dan murah untuk diagnosis cepat infeksi bakteri.
Metode ini jauh lebih cepat dibandingkan dengan kultur
bakteri (Bulele ez al, 2019).
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Gambar 4. Bentuk Mikroskopik Bakteri Gram Positif coccus
(Staphylococens anrens) dan Bakteri Gram Negatif Basil
(E.Coli)
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b. Pewarna Tahan Asam dengan Ziehl Neelsen

Franz Ziehl ahli bakteriologi dan Friedrich Neelsen ahli
patologi pertama kali menemukan pewarnaan Zizeh/-Neelsen.
ZN merupakan pewarna bakteri tahan asam, terutama
spesies Mycobacteria. Pewarnaan Zieh! Neelsen merupakan
pewarnaan  diferensial,  yaitu = pewarnaan  yang
menggunakan lebih dari satu macam zat warna dan
mampu membedakan bakteri tahan asam dengan bakteri
yang bukan tahan asam (Adriyani, 2016) (Gambar 5).

Untuk mendeteksi awal penyakit TB dapat dilakukan
pemeriksaan mikroskopis dengan metode pewarnaan
Ziehl-Neelsen (ZN). Bakteri Tahan Asam (BTA) pada
sputum dapat diperiksa dengan teknik ZN karena mudah,
murah, dan mempunyai spesifisitas yang tinggi (Agrawal ez
al., 2016). Mikroorganisme tahan asam memerlukan teknik
pewarnaan khusus. Pewarnaan tahan asam menggunakan
tiga pereaksi yaitu pewarna primer, senyawa pemucat dan
pewarna tandingan. Pewarna primer yaitu karbol fuksin
yang membuat sel menjadi berwarna merah. Senyawa
pemucat yaitu Asam-alkohol (HCI 3% + Etanol 95%)
sebelum pemucatan apusan didinginkan terlebih dahulu
sehingga zat lilin sel mengeras, sedangkan pewarna
tandingan adalah metilen biru (Lee, 2021).
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Gambar 5. Teknik Mycwbacterinm Menggunakan Pewarnaan Zieh/
Neelsen (Merah: bakteri tahan asam, Biru: Bakteri tidak
tahan asam)

4. Pewarnaan Spora
Dalam mempertahankan diri dari kondisi yang kurang
mendukung untuk kehidupan dari bakteri membentuk spora.
Adapun golongan bakteri yang mampu membentuk spora
antara lain adalah golongan Bacillus sp. dan Clostridium sp.
(Purwaningsih & Waulandari, 2021). Terdapat 2 metode
pewarnaan spora:
a. Schaeffer Fulton
Pemanasan diperlukan dalam pewarnaan spora agar zat
warna dapat meresap ke dalam spora. Hijau malakit
(malachite green) merupakan zat warna pertama yang akan
mewarnai endospora menjadi hijau dan zat warna kedua
akan mewarnai sel vegetatif menjadi merah adalah safranin.
Zat warna ini mudah terlepas sewaktu pencucian dengan air
karena tidak berikatan erat dengan dinding sel dan
sitoplasma. Sebaliknya, spora tetap bewarna hijau sewaktu
pencucian dengan air karena air tidak dapat menembus

dinding endospora (Lay, 1994) (Gambar 0).
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Gambar 6. Pengamatan Preparat Spora Bakteri menggunakan Metode
Schaeffer Fulton

b. Klein

Pewarnaan dilakukan dengan pemanasan sehingga pori-
pori dinding spora akan membesar dan zat warna dapat
masuk.  Suspensi  bakteri  dibuat dengan cara
menambahkan 1,5 ml NaCl 0,9% steril ke dalam tabung
agar miring, biakan bakteri kemudian dihomogenkan
dengan ose atau di kocok, kemudian dipindahkan
suspensi tersebut ke tabung kosong steril. Menambahkan
karbol fuchsin (1:1) pada suspensi bakteri dan panaskan
dalam water bath pada suhu 80°C selama 10 menit.
Preparat atau sediaan dibuat dari suspensi di atas. H,SO,
1% diteteskan selama 2 detik dan dicuci, kemudian
dikeringkan dengan kertas saring. Setelah itu diamati
dibawah mikroskop dengan perbesaran lensa objektif
100X. Hasil yang didapatkan spora berwarna merah,
badan sel bakteri (vegetatif) biru (Presscot, 2002).
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5. Pewarnaan Kapsul

Pewarnaan kapsul merupakan suatu teknik yang digunakan
untuk mengetahui suatu bakteri apakah memiliki kapsul pada
tubuhnya. Lapisan polimer yang terdapat diluar dinding sel
disebut kapsul (Hadiutomo, 1990). Bahan kapsul bersifat larut
dalam air dan dapat dilepaskan atau dihilangkan dengan
pembilasan sehingga pewarnaan kapsul lebih sulit dibandingkan
dengan jenis prosedur pewarnaan differensial lainnya. Artefak
dapat terbentuk jika Apusan dipanaskan. Hal ini terjadi karena
penyusutan sel yang dihasilkan dapat membentuk suatu zona
jernih di sekitar organisme dan terlihat seperti kapsul. Kristal
violet merupakan pewarna primer dan senyawa pemucat adalah
tembaga sulfat. Ciri kuman berkapsul, koloni terlihat berlendir
apabila ditanam pada media differential secara makroskopis
contohnya Klebsiella sp n (Gambar 7).

Gambar 7. Pewarnaan Kapsul dengan Metode Burry Gins

6. Pewarnaan Khusus
a. Pewarnaan Polikromatik dengan pewarnaan Giemsa
(Gambear 8).
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Giemsa merupakan pewarna dengan prinsip Romanowsky
yang terdiri dari Azure B (produk oksidasi methylen blue)
yang memiliki warna biru dan eosin (eosin B atau Y) yang
berwarna merah, kombinasi kedua zat warna tersebut bersifat
polikromatik sehingga dapat memberikan beberapa warna
terhadap sediaan apus darah (Nugraha, 2015). Azure B
(trimetil tionin) bersifat basa dan dan mewarnai komponen
sel yang  Dbersifat asam, sedangkan eosin Y
(tetrabromflurecein)  bersifat asam dan mewarnai
komponen yang bersifat basa seperti granula eosinophil.
Hasil dari ikatan antara eosin Y dengan azur B berwarna
ungu (Arianda, 2015). Untuk membedakan inti sel dan
morfologi sitoplasma sel darah merah, sel darah putih,
trombosit serta parasit darah digunakan pewarna giemsa
(Nugraha, 2015).
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Gambar 8. Prosedur Pewarnaan Giemsa
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b. Pewarnaan Metakhromatik dengan pewarnaan

Albert, Loeffler dan Neisser

Granula metakromatik tidak hanya ditemukan pada
Corynebacterinm diphtheriae tetapi juga pada beberapa bakteri
selain dari  Corynebacterinm  diphtheriae, fungi, algae, dan
protozoa. Granula metakromatik mengandung polifosfat,
asam ribonukleat, dan protein. Granula metakromatik
sangat mungkin mempunyai fungsi sebagai sumber
cadangan energi (Beishir, 1991).

1) Pewarnaan Albert Versi Beishir (Beishir, 1991)
Buatlah sediaan yang kemudian ditetesi dengan zat
warna Albert dan biarkanlah selama 5 menit.
Kemudian bersihkan sediaan dari sisa-sisa zat warna
(Tidak boleh dicuci dengan air). Larutan Lugol
diteteskan dan biarkanlah selama 1 menit. Sediaan
dimiringkan supaya bersih dari sisa-sisa zat warna.
Dicuci dengan air yang mengalir dan sediaan
dikeringkan (Beishir, 1991). Hail pengamatan
terlihat bintik sangat ungu (intense purple dots)
tampak sebagai granula metakromatik. Sitoplasma
berwarna hijau pucat (very pale green). Sitoplasma
yang berwarna pucat sulit untuk diidentifikasi
(Beishir, 1991). Minyak imersi harus digunakan pada
waktu memakai mikroskop. Perbesaran yang
digunakan adalah 1000 kali (Gambar 9).
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Gambar 9. Hasil Mikroskopis Pewarnaan Albert

2) Pewarnaan Biru Metilen Alkalin Loeffler
Versi Beishir Beishir, 1991)
Sediaan dibuat dan ditetesi dengan Methylen
Blue Alkalin Loeffler dan dibiarkan selama 5 menit.
Kemudian dicuci dengan air yang mengalir dan
sediaan dikeringkan (Beishir, 1991). Hasil
pengamatan terlihat bintik sangat biru (zzense
blue) sebagai granula metakromatik. Sitoplasma
berwarna biru pucat (Beishir, 1991).
3) Pewarnaan Neisser
Diperlukan 3 macam larutan  pada
pewarnaan ini, dimana masing-masing disebut:
Neisser A, Neisser B dan Neisser C. Pertama,
sediaan kuman dibuat pada gelas objek dan
dilakukan fiksasi, kemudian tunggu menjadi
dingin. Kedua, Neisser A dan B dituangkan pada
sediaan kuman dan dibiarkan selama 1 menit.
Ketiga, sisa Nezwsser Adan B dibuang dari gelas
objek. Keempat, Neisser C dituang pada sediaan
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dan biarkan selama 1,5 menit. Kelima, sisa Neisser
C dari gelas objek dibuang. Keenam, dikeringkan
dengan kertas pengering. Hasil pengamatan
terlihat granula metakromatik tampak berwarna
biru gelap atau biru hitam dalam sitoplasma
kuman yang tampak berwarna kuning coklat.
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BAB 11

UJI BIOKIMIA BAKTERI

A. Uji TSIA (Triple Sugar-Iron Agar)
1) Prinsip
Uji  TSIA  digunakan untuk membedakan golongan
Enterobacteriaceae  dari  basilus  gram-negatif intestinal lainya.
Perbedaan tersebut didasarkan pada fermentasi karbohidrat
(glukosa dan laktosa atau sukrosa) dan produksi hydrogen sulfide
(H,S). Fenol merah merupakan indikator untuk identifikasi
kemampuan bakteri dalam melakukan fermentasi karbohidrat.
Adanya fermentasi jika terjadi perubahan warna dari merah (basa)
menjadi kuning (asam). Ferric  ammonium  citrate merupakan
indikator adanya H,S. H,S terbentuk dari adanya reaksi antara
natrinm tiosulfat dengan Ferric ammoninm citrate membentuk endapan
hitam di dasar tabung. Produksi gas ditunjukan dengan adanya

gelembung atau pecahnya media agar di dalam tabung.
2) Bahan
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- Media TSIA
3) Prosedur
Koloni bakteri diambil dengan menggunakan ose dan
diinokulasikan pada media TSIA dengan menusuk melalui
bagian tengah maedia ke bagian bawah tabung. Kemudian
diambil dengan menggoreskan zig-zag pada permukaan bidang
miring. Selanjutnya tabung tersebut diinkubasikan pada suhu
37°C selama 24 jam dengan mengamati perubahan warna pada
media (Abdalla et al., 2018). Adapun interpretasi hasil dapat
dilihat pada gambar berikut :

Triple Sugar Iron Agar (TSIA) Test

TP

Gas h;r&o&m O
Fulfide hydiogen bydhogen
sulfide

Gambar 1. Interpretasi hasil pengujian TSIA (T7iple Sugar-Iron Agar)
(Aryal, 2022)

Tabel 1. Interpretasi Uji TSIA (Hajna, 1945; Lehman, 2005)

No | Warna pada media | Simbol | Interpretasi Bakteri
(Slant/buti)
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Kuning/Kuning A/A | Hanya terjadi Enterobacter
fermentasi aerogenes, E.
glukosa cloacae,
dan katabolisasi | Escherichia cols,
pepton Klebsiella oxytoca,

Staphylococcus
anrens dan K.
pneumoniae.

Kuning/Kuning A/A | Fermentasi Escherichia,

terbentuk Gas | glukosa dan Klebsiella,

gelembung udara laktosa/sukrosa | Enterobacter
serta terbentuk
gas

Kuning/Kuning A/A | Fermentasi Citrobacter freundi,

terbentuk warna H.S | glukosa dan Protens mirabilis,

hitam laktosa/sukrosa | dan P.
serta terbentuk .

.S vulgaris

Kuning/Kuning A/A | Fermentasi

terbentuk warna HoS gas | glukosa dan ‘

hitam dan laktosa/sukrosa Citrobacter sp 'dan

gelembung udara serta tetbentuk | L70rens vilgaris
HoS dan gas

Kuning/Merah A/K | Hanya terjadi Klebsiella
fermentasi
glukosa

Merah/Kuning K/A | Hanya terjadi Citrobacter freund,
fermentasi Citrobacter koser:

1§6mriah Nur




Uji Biokimia Bakteri

glukosa dan dan Morganella
katabolisasi morganii
pepton
7 | Merah/Kuning K/A | Hanya tetjadi Enterobacter cloacae
terbentuk gas fermentasi
gelembung udara glukosa dan
terbentuk gas
8 | Merah/Kuning K/A | Hanya tetjadi Citrobacter freundi,
terbentuk warna H,S fermentasi Edwardsiella tarda,
hitam glukosa dan Proteus
terbentuk HoS o
mirabilis, dan
Salmonella spp
9 | Merah/Kuning K/A | Hanya tetjadi Salmonella dan
terbentuk HaS gas | fermentasi Protens
gelembung udara glukosa dan
dan warna hitam terbentuk gas
dan HoS
10 | Merah/Merah K/K | Tidak tetrjadi Acinetobacter spp.
fermentasi dan | dan Pseudomonas
katabolisme pp.
pepton
B. Uji Methyl Red (MR)
1) Prinsip
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Uji MR digunakan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
mengasilkan asam dari fermentasi glukosa. Indikator pH metil
merah akan mendeteksi asam seperti asam laktat, asam asetat atau
asam format. Bakteri akan mengubah glukosa menjadi asam piruvat
melalui  jalur Embden-Meyerhof yang selanjutnya akan
dimetabolisme menjadi asam. Jenis asam yang dihasilkan berbeda
dasi satu spesies ke spesies lainnya tergantung dari jalur enzimatik
yang pada bakteri tersebut. Indikator metil merah pada kisaran pH
4,4 akan berubah menjadi merah yang menandakan uji positif.
Sedangkan pada pH 6,0 akan menghasilkan warna kuning yang
menandakan uji negatif (Dalynn, 2014; Prakash, 20106).

2) Bahan

o Indicator methyl red
o  MR-1'P broth

o Bakteri kontrol ( ex; Escherichia coli dan E. aerogenes/ Klebsiella
pneumoniae)

3) Prosedur

Masukan 2,5 ml biakan kedalam tabung steril berisi media MR-
VP kemudian menambahkan 5 tetes reagen metil merah kemudian
bandingkan organisme uji dengan biakan kontrol. Biakan kontrol
yang digunakan untuk MR positif misalnya Escherichia coli sedangkan
MR negatif  misalnya menggunakan [E. aerggenes. Selanjutnya
dilakukan inkubasi 35-37°C selama minimum 48 jam (dapat
dilakukan inkubasi sampai 3 hari untuk menyakinkan hasil yang
didapatkan). Hasil positif menunjukan warna merah pada
permukaaan media sedangkan hasil negatif jika permukaan media
berwarna kuning seperti pada gambar berikut :
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Gambar 2. Interpretasi hasil uji MR
A. Hasil positif; B. Hasil Negatif (McDivitt, 2009)

C. Uiji Vogues Proskacur (VP)
1) Prinsip
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Uji VP digunakan untuk membedakan bakteri berdasarkan
kemampuan dalam menghasilkan acetylmethylearbinol (acetion)/ 2,3-
butanediol dari fermentasi glukosa. Bakteri mengfermentasi
glukosa melalui jalur butanediol sehingga menghasilkam acetoin
(asetil metil karbinol atan 3-hidrosibutanon) yang selanjutnya akan
direduksi menjadi 2, 3-butanediol.

2) Bahan
e Reagen Barrits A (a-INaphthol) dan barrits B 40% (Potassium
Hydroxide).
® MR-17P broth
e Bakteri kontrol ( ex; Escherichia coli dan Enterobacter aerogenes)
3) Prosedur

Masukan 2,5 ml biakan kedalam wedia broth MR-1P
kemudian di inkubasi selama 24 jam pada suhu 35°C.
Selanjutnya memberikan penambahan 0,6 ml (12 tetes) reagen
barritt A (a-Naphthol) dan 0,2 ml (4 tetes) reagen barrits B 40%
Potassium Hydroxide). Homogenkan selama 1 menit. Diamkan
selama 30 menit kemudian amati. Adapun interpratasi hasil
positif jika terbentuk warna merah muda atau merah pada
permukaan media sedangkan hasil negatif jika pada permukaan
media berwarna kuning, dapat di lihat pada gambar berikut :
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Gambar 3. Interpretasi hasil uji VP; A. Hasil positif; B.
Hasil Negatif (McDivitt, 2009)

D. Uji SIM
1) Prinsip

SIM  merupakan media kombinasi yang mampu
mengidentifikasi karakteristik bakteri berupa reduksi sulfur,
indol dan motilitas. Media tersebut dapat digunakan untuk
mengidentifikasi enterobacteriaceae khususnya  salmonella  dan
shigella berdasarkan kemampuan menghasilkan hydrogen
sulfide, indol dan menunjukan motilitas. Media SIM
mengandung ferric ammonium sitrat, kasein pepton dan  sodium
tiosulfat. Ferric ammonium citrate akan bereaksi dengan H,S yang
dihasilkan oleh bakteri membentuk besi sulfida (endapan hitam).
Produksi indol terdeteksi pada media karena adanya kasein pepton.
Mikroba yang memiliki enzim triptofanase akan mendegradasi
triptofan untuk menghasilkan indol, asam piruvat dan ammonia.
Asam piruvat dan ammonia akan digunakan mikroba sebagai
sumber energi sedangkan indol akan terakumulasi dalam media.
Indol dapat dideteksi pada media dengan adanya penambahan
reagen  Kovacs. Indol akan berinteraksi dengan  p-
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dimethylaminobenzaldehyde dalam reagen menghasilkan pita
merah pada bagian atas media. Motilitas mikroba dapat
terlthat karena adanya penambahan agar sehingga
menghasilkan media semi padat yang ideal untuk mendeteksi
motilitas mikroba (Cooper, 2019).
4) Bahan
e Media SIM
e Reagen kovacs
3) Prosedur
Melakukan inokulasi bakteri kedalam media SIM selama 18-
24 jam pada suhu 33 — 37°C dengan menggunakan metode
tusuk (tusuk bagian tengah media hingga 1/3 bagian bawah
tabung) selanjutnya melakukan interpretasi hasil sebagai berikut:
e H,S positif jika terbentuk endapan warna hitam pada
media
e Indol Positif jika terdapat endapan merah (cicin merah)
diatas permukaan media setelah penambahan reagen
kovacs
e Motilitas positif ditunjukan dengan adanya pertumbuhan
bakteri menjauhi garis tusukan inokulasi sedangkan non-
motil hanya tumbuh di sepanjang garis tusukan inokulasi
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Gambar 4. Interpretasi hasil uji SIM ; A. Hasil positif HS; B.
Hasil Positif Indol (Cooper, 2019)
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BAB 12

UJI SENSITIVITAS BAKTERI

A. Agen Kemoterapi

Agen kemoterapi adalah zat kimia yang digunakan untuk
membunuh atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang
sudah terbentuk di jaringan tubuh. Sedangkan istilah antibiotik
digunakan secara longgar untuk menggambarkan agen antibakteri
yang digunakan untuk mengobati infeksi sistemik. Istilah antibiotik
diciptakan dari kata 'antibiosis' yang secara harfiah berarti 'melawan
kehidupan'. Di masa lalu, antibiotik dianggap sebagai senyawa
organik yang dihasilkan oleh satu mikroorganisme yang bersifat
racun bagi mikroorganisme lainnya. Akibatnya, antibiotik pada
awalnya, secara luas didefinisikan sebagai zat yang diproduksi oleh
satu mikroorganisme atau asal biologis yang pada konsentrasi
rendah dapat menghambat pertumbuhan, atau mematikan
mikroorganisme lain. Namun, di zaman modern definisinya telah
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dimodifikasi, untuk memasukkan antimikroba yang juga diproduksi

sebagian atau seluruhnya melalui cara sintetik. Beberapa jenis

Antibiotik dan mekanisme kerjanya dipaparkan dalam tabel 1.

Tabel 1. Antibiotik dan Mekanisme Kerjanya

No Antibiotik

Mekanisme Kerja

1. | Penisilin

Menghambat transpeptidasi asam N-
asetilmuramat sehingga terbentuk struktur
peptidoglikan yang lemah.

2. | Kloramfenikol

Memiliki afinitas pada ribosom bakteri
sehingga dapat menghambat
pembentukan ikatan peptida pada proses
sintesis protein bakteri.

3 | Streptomisin

Memiliki afinitas pada ribosom bakteri
yang dapat mengganggu sintesis protein
bakteri yang disebabkan kesalahan
pembacaan kodon pada mRNA.

4. | Tetrasiklin

Memiliki afinitas pada ribosom bakteri
yang dapat mencegah ikatan hidrogen
antara antikodon pada kompleks tRNA-
asam amino dan kodon pada mRNA
selama proses sintesis protein bakteri.

Polimiksin dan
Daptomysin

Menghancurkan membran sel

6. | Basitrasin

Mencegah sintesis dinding sel

7. | Kuinalon

Mencegah sintesis DNA

8. | Rifampin

Menghambat sintesis RNA
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9. | Trimethropim Mengahambat metabolimse asam folat

179

Antibiotik  yang mampu membunuh  bakteri disebut
bakterisidal, sedangkan yang menghambat pertumbuhan bakteri
disebut bakteriostatik. Mekanisme kerja agen antibakteri meliputi
penghambatan sintesis dinding sel bakteri, penghambatan fungsi
membran sitoplasma bakteri, penghambatan sintesis asam nukleat
bakteri, penghambatan sintesis protein bakteri, dan penghambatan
jalur utama metabolisme.

Pada saat menentukan antibiotik untuk terapi, tenaga medis
harus mengetahui mekanisme kerja antibiotik, efek samping dan
spektrum aktivitas antimikroba. Dimana setiap antibiotik memiliki
mekanisme kerja khusus yang berlainan, dan beberapa antibiotik
dapat menimbulkan efek samping sistemik pada inang (Gambar 1).

DMA-directad RNA
Sintesls Dinding Sel m RNA Elongasi Polimerase
Asam Nalidiksat Rifampin
Sikioserin Kuinolon [
Vankomisin | Siprofloksasin Straptovarisin
Basitrasin Novebiosin
Penisilin Sintesis Protein
Sefalosporin (50s Inhibitar)
:::;:::’:::: Eritromisin (makrolida)
Kloramfenikal
Khindamisin
Linkomisin
Trimetcprim
Sulfonamida Sintesis Protein
(30s Inhibitor)

Tetrasilin
Spektinomisin
; Streptomisin
Struktur Membran Gentamisin
Sitoplasma . > Kanamisin
" - = ’ Amiknsh
Palimiksin Nitrofurans

Daptomisin

PABA

Membran  Dinding Sel
Sitoplasma Mupirosin
Puromisin
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Gambar 1.Target Kerja Antibiotik. Antibiotik bekerja sesuai target,
mekanisme kerjanya yaitu penghambatan sintesis dinding sel, sintesis
protein, metabolism asam folat, dan merusak struktur membran

sitoplasma bakteri

Antibiotik memiliki spektrum aktivitas antimikroba yang
beragam. Beberapa antibiotik memiliki spektrum aktivitas yang
terbatas, yang hanya efektif terhadap satu kelompok
mikroorganisme saja. Sedangkan, yang lain menunjukkan
spektrum  aktivitas yang luas terhadap beberapa jenis
mikroorganisme. Sensitivitas sejumlah besar mikroorganisme
patogen terhadap antibiotik telah diketahui, namun masih perlu
dilakukan pengujian laboratorium untuk untuk menentukan
pilihan terapi yang tepat.

Pengujian Sensitivitas Bakteri
Uiji sensitivitas bakteri merupakan prosedur laboratorium yang

dilakukan oleh Ahli Teknologi Laboratoirum Medis (ATLM) untuk
mengidentifikasi jenis antimikroba mana yang secara khusus efektif

untuk masing-masing pasien. Pada skala yang lebih luas, uji ini

dapat membantu mengevaluasi layanan pengobatan yang diberikan

oleh rumah sakit, klinik, dan program nasional untuk pengendalian

dan pencegahan penyakit menular.

Setelah beberapa dekade penggunaan antibiotik secara luas,

bakteri patogen yang berasal dari manusia dan hewan menjadi

semakin resisten terhadap banyak agen antimikroba. Saat ini, para

peneliti harus menerapkan kegiatan pengawasan berkelanjutan
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untuk pola resistensi akibat mutasi pada DNA bakteri. Resistensi
antimikroba berkembang melalui sejumlah mekanisme yaitu
petubahan permeabilitas pada dinding/membran sel bakteti yang
membatasi akses antimikroba ke tempat target, penonaktifan
antimikroba di dalam sel, mutasi di sel target, modifikasi enzimatik
atau degradasi antimikroba dan akuisisi jalur metabolisme alternatif
untuk yang dihambat oleh obat.

Karena munculnya banyak strain bakteri resisten antibiotik,
strain bakteri yang diisolasi dari sampel klinis harus dilakukan uji
sensitivitas bakteri untuk memberikan informasi bagi klinisi tentang
terapi antibiotik yang seharusnya diberikan kepada pasien. Selain
itu, ketersediaan informasi dari hasil uji sensitivitas bakteri akan
membantu klinisi dalam memilih antibiotik yang paling sesuai untuk
pengobatan infeksi bakteri.

Uji sensitivitas bakteri harus dikerjakan dengan metode yang
akurat dan teliti, yang hasilnya harus dapat diterapkan langsung
pada keadaan Kklinis. Kriteria utama ketepatan metode uijt
sensitivitas bakteri adalah hubunganya dengan respon pasien
terhadap terapi antibiotik. Prinsip utama uji sensitivitas bakteri
adalah mengukur kemampuan zat antimikroba untuk menghambat
pertumbuhan bakteri secara 7z vitro. Pada umumnya laboratorium
klinik saat melakukan uji sensitivitas bakteri menggunakan metode
difusi cakram dan dilusi atau pengenceran yaitu konsentrasi hambat
minimum. WHO sendiri merekomendasikan metode modifikasi
difusi  cakram  Kirby-Bawer,  dengan  mempertimbangkan
kesederhanaan teknik dan ketelitiannya. Metode difusi cakram
Kirby-Bawer ~ cocok  digunakan  untuk  bakteri famili
Enterobacteriaceae, tetapi metode ini juga dapat digunakan untuk
semua patogen yang dapat tumbuh cepat. Metode difusi cakram
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Kirby-Bauer telah disesuaikan juga untuk bakteri-bakteri penting
secara klinis yang sulit tumbuh, tetapi tidak untuk mikobakteria dan
bakteri anaerob obligat.

C. Uji Sensitivitas Bakteri Metode Difusi Kirby-Bauer
1) Prinsip:

Metode Kirby — Bauner merupakan uji sensitivitas bakteri dengan
metode difusi cakram. Suspensi standar bakteri yang akan diuji
diinokulasi pada permukaan pelat agar Mueller Hinton. Kertas saring
cakram yang mengandung konsentrasi antibiotik tertentu ditekan ke
permukaan pelat agar Mueller Hinton dan diinkubasi pada 35°C
semalaman  (18-24 jam). Setelah inkubasi, zona hambat
pertumbuhan bakteri di sekitar setiap cakram diukur dan ditentukan
kerentanannya.

2) Alat:

Inkubator, dispenser cakram atau pinset, pembakar bunsen,
pensil penanda alat gelas, dan penggaris millimeter.
3) Bahan:

Larutan standar 0,5 McFarland, plate agar Muweller Hinton (pH
7,2- 7,4), air pepton, cakram kertas saring yang diresapi antibiotik
dengan konsentrasi yang tepat, dan kapas bertangkai steril.

Persiapan larutan standar 0,5 McFarland: Laratan A adalah dibuat
dengan menambahkan barium klorida (BaCl,. 2H,0O) menjadi 100
mlL akuadest. Larutan B disiapkan dengan menambahkan 1 mL
asam sulfat (H,SO, (0,36N) ke 100 mL akuadest. Kemudian 0,5 mL
larutan A ditambahkan ke 99,5 ml larutan B, diaduk rata dan
didistribusikan dalam tabung reaksi dengan tutup ulir. Tutupnya
tertutup rapat untuk menghindari penguapan. Campuran disimpan
dalam gelap. Larutan dikocok dengan kuat sebelum digunakan.
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4) Spesimen:

Persiapan suspensi bakteri: kira-kira, 4-5 koloni yang terisolasi
dengan baik dari strain bakteri yang akan diuji diinokulasi ke dalam
5 mL air pepton, dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3-4 jam.
Kekeruhan suspensi disesuaikan dengan cocok dengan standar 0,5
McFarland. Jika kepadatan lebih dari itu dapat diencerkan dengan
larutan saline steril. Perbandingan dilakukan terhadap latar belakang
putih dengan garis hitam kontras atau dengan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 600 nm.

5) Prosedur:

1. Setelah standarisasi suspensi bakteri, rendam kapas steril di
dalamnya dan putar kapas beberapa kali dengan tekanan
kuat pada dinding bagian dalam tabung untuk melepaskan
kelebihan cairan.

2. Siapkan pelat agar Mueller Hinton (MH) (pH 7,2-7,4) dengan
ketebalan 4mm.

3. Inokulasi permukaan kering pelat agar MH dengan menggores
swab tiga kali di seluruh permukaan agar. digoreskan dalam tiga
arah dengan memutar pelat 60° setelah setiap goresan.

4. Tempatkan cakram antibiotik yang sesuai pada permukaan agar-
agar dengan menggunakan pinset steril, lalu tekan dengan lembut
setiap cakram ke agar-agar. Jangan pindahkan cakram antibiotik
setelah menyentuh agar karena beberapa antibiotik segera
menyebar.

Atau dengan menggunakan dispenser cakram, letakkan cakram-
cakram antibiotik dengan meletakkan dispenser di atas
permukaan agar dan menekan pompa dispenser sehingga cakram-
cakram dikeluarkan secara bersamaan ke atas permukaan agar.
Cakram antibiotik harus ditempatkan sedemikian rupa sehingga
setidaknya dengan jarak 20 mm satu sama lainnya.
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Catatan: 6 cakram antibiotik dapat dimasukkan ke dalam pelat 85

mm.

5. Balikkan pelat dan inkubasi pada suhu 35°C - 37°C selama 16-18

jam.
6) Observasi:

1. Periksa plate agar MH untuk mengamati keberadaan dan ukuran
zona penghambatan.

2. Diameter zona hambat termasuk diameter cakram antibiotik
diukur dengan menggunakan skala milimeter.

3. Semua pengukuran dilakukan dengan mata telanjang, untuk
menghindari pantulan cahaya bagian belakang cawan petri
menggunakan latar belakang warna hitam.

4. Ukur zona hambat untuk setiap antibiotik, selanjutnya
bandingkan dengan Tabel 2 standar Kirby-Bauer dan
interpretasikan zona hambat sebagai sensitif, intermediet atau

resisten.

Tabel 2. Standar Kirby-Baner

Standar Interpretasi Diameter Zona Hambat Untuk Bakteri Selain Hemophilus
dan Neisseria Gonorrhoeae

Diameter Zona Hambat, Dibulatkan (Mm)
Senyawa Anti Mikroba
Kandungan . . . .
Resistensi | Intermediet | Sensitif
Cakram

Ampisilin
Bila diuji dengan organisme < S
enterik Gram-negatif 10k =13 ) =17
Bila divji dengan Staphylococensd 10 g <28 - =29
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Bila diuji dengan Enterocococcuse 10 p2 <16 -

Blla diuji dengan . 10 2 <51 ) >30
Nonenterococcal streptooccnse E

Bila divji dengan Listeria 10 42 <19 ) >50
monocytogenes =

KarbenisilinP

Bila diuji dengan Pseudomonas 100 g <13 - >17
Bila diuji dengan organisme < >
Gram-negatif lain 100 kg =19 i =2
Sefoksitind 30 pz <14 - >18
Sefalotind 30 13 <14 - >18
Kloramfenikol 30 p2 <12 13-17 >18
Klindamisina 2 g <14 15-20 >21
Eritromisin 15 pz <13 14-22 >23
Gentamisin® 10 2 <12 13-14 >15
Kanamisin 30 g <13 14-17 >18
Metilisin bila diuji dengan < >
Staphylococcust > U =9 10-13 =14
Novobiosing 30 pg <17 18-21 >22
Penisilin G

Bila divji dengan Staphylococensd 10 unit <28 - =29
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Bila diuji dengan Enterocococcuse 10 unit <14 - -
Bila diuji dengan L. 10 unit <19 ) >20
monocytogenes

Bila diuji dengan 10 unit <19 ) >0

Nonenterococcal streptococcus

Rifampin 5 Jg <16 17-19 =20

Streptomisin 10 g <11 12-14 >15

Tetrasikllinh 30 Ug <14 15-18 >19

Tobramisine 10 pg <12 13-14 >15

Trimetoptim/sulfametoksazoll  1,25/23,75 g <10 - >16

Vankomisin

Bila divji dengan Enterocococcus 30 pg <9 10-11 -

e omin o w e s

Senyawa anti mikroba khusus

saluran kemih'

Sulfonamida 220 atau <12 - >17
300 g

Trimetoprim! 5 g <10 - >16

*Cakram klindamisin digunakan untuk uji sensitivitas klindamisin dan
linkomisin.

bGalur S. aurens resisten menghasilkan B-laktamase dan dianjurkan
pengujian menggunakan cakram penisilin G 10 unit. Penisilin G harus

llsﬁoni Setiawan




187

Uji Sensitivitas Bakteri

digunakan untuk menguji sensitivitas semua penisilin yang sensitif
terthadap penisilinase, seperti ampisilin, amoksisilin, azlosilin,
bakampisilin, karbenisilin, hetasilin, mezlosilin, piperasilin, dan tikarsilin.
Hasil juga dapat diaplikasikan untuk fenoksimetil penisilin atau
fenetisilin.

cUntuk  enterococcus, aerococcus, dan nonenterococcal streptococeus, penyebutan
sebagai "setengah sensitif” menunjukkan dibutuhkan penisilin dosis
tinggi atau ampisilin untuk endokarditis dan infeksi jaringan invasif yang
parah yang kemungkinan memerlukan terapi kombinasi dengan
aminoglikosida (gentamisin) untuk meningkatkan respons terapi dan
kerja bakterisida. Nonenterococcal streptococcns dalam kasus endokarditis
harus memiliki konsentrasi hambat minimal yang ditentukan. Isolat
urine harus dinyatakan sensitif terhadap ampisilin atau penisilin
penggunaan tunggal.

dAmpisilin/sulbaktam, aztreonam, sefotetan, seftazidim, seftriakson,
dan imipenem merupakan senyawa-senyawa 3-laktam yang mempunyai
cakram diagnostik yang saat ini sedang diteliti dan biasanya memiliki
spektrum aktivitas antimikroba yang lebih luas, terutama terhadap
basilus Gram-negatif jika dibandingkan dengan sefalosporin generasi
sebelumnya, seperti sefalotin. Hasil uji sefazolin 30 pg mungkin tidak
akurat untuk memperkirakan sensitivitas sefalosporin generasi pertama
yang lain. Sefalotin harus diuji untuk mewakili sefalotin, sefaklor
(kecuali untuk Haemophilus), sefapirin, sefradin, sefaleksin, dan
sefadroksil. Galur . aureus yang menunjukkan resistensi terhadap Salah
satu penisilin yang resisten penisilinase (penicillinase-resistant penicillin,
MRSA) harus dilaporkan sebagai resisten terhadap Sefalosporin dan
senyawa (-laktam baru lainnya, seperti amoksisilin/ asam klavulanat,
ampisilin/sulbaktam, imipenem, dan tikarsilinfasam  klavulanat,
bagaimanapun hasil uji iz vitro. Ini penting sekali karena pada sebagian
besar kasus infeksi MRSA yang terdokumentasi, respons pasien
terthadap terapi sefalosporin sangat rendah atau data klinis yang
meyakinkan rhasih harus ditentukan untuk mengonfirmasi efikasi klinis
(kombinasi asam klavulanat atau sulbaktam dan imipenem).
Staphylococcus spp. koagulase negatif dan resisten metisilin juga tampak
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tidak memberikan respons yang baik terhadap obat-obat yang
disebutkan di atas.

cUkuran daerah hambat yang didapat dari aminoglikosida, khususnya
ketika diuji dengan P. aeruginosa, sangat bergantung pada media karena
variasi yang beragam pada kandungan kation divalen. Standar
interpretasi ini hanya dapat digunakan bila pengujian menggunakan
media MHA yang menunjukkan hasil pegujian diameter daerah hambat
dalam rentang yang benar ketika divjikan dengan P. aeruginosa ATCC®
27853. Organisme-organisme pada kategori intermediet mungkin
bersifat sensitif/peka atau mungkin juga bersifat resisten bila diuji
dengan menggunakan metode pengenceran. Karena itu, lebih tepat jika
diklasifikasikan sebagai "sensitivitas tidak menentu".

fSenyawa anti-staphylococcus yang dapat diuji adalah penisilin resisten
B-laktamase, yaitu oksasilin atau metisilin. Hasil uji dapat diterapkan
untuk senyawa-senyawa penisilin selain dari kedua obat ini dan juga
untuk kloksasilin dan dikloksasilin. Oksasilin lebih dianjurkan karena
lebih tahan terhadap degradasi selama penyimpanan, dapat digunakan
untuk uji Presmococcus, dan dapat mendeteksi galur-galur Staphylococcus
yang heteroresisten. Jangan menggunakan nafsilin pada media yang
mengandung darah. Cakram kloksasilin sebaiknya tidak digunakan
karena tidak dapat mendeteksi S. aureus yang resisten terhadap metisilin.
Ketika  pengujian  dengan  staphylococcus menunjukkan  hasil
intermediet, galur-galur wuji harus diselidiki lebih lanjut untuk
menentukan apakah galur-galur tersebut heteroresisten.

gData novobisin tidak berdasarkan standar NCCLS

hCakram tetrasiklin digunakan untuk semua jenis tetrasiklin. Hasil uji
juga dapat diterapkan untuk klortetrasiklin, demeklosiklin, doksisiklin,
metasiklin, minosiklin, dan oksitetrasiklin. Meskipun demikian,
organisme-organisme tertentu mungkin lebih sensitif terhadap
doksisiklin dan minosiklin daripada terhadap tetrasiklin.

iCakram sulfisoksazol dapat digunakan untuk semua sulfonamida yang
tersedia secara komersial. Media yang mengandung darah, kecuali media
yang mengandung darah kuda yang telah terlisis, tidak dianjurkan untuk
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pengujian sulfonamida. MHA untuk pengujian sulfonamida dan/atau
trimetoprim sedapat mungkin harus bebas timidin.

Data  sensitivitas/kepekaan untuk sinoksasin, asam nalidiksat,
nitrofurantoin, norfloksasin, sulfonamida, dan trimetoprim hanya
berlaku untuk organisme-organisme yang diisolasi dari infeksi saluran
kemih.

KKategori "intermediet” harus dilaporkan. Kategori ini biasanya
menunjukkan bahwa hasil uji dapat dianggap tidak pasti atau tidak
menentu.

7) Interpretasi Hasil:

189

Setiap antibiotik menghasilkan ukuran zona spesifik

(Gambar 2) untuk setiap bakteri uji, tergantung pada ukuran zona
hambat, bakteri diklasifikasikan sebagai berikut:

Sensitif (S) : Infeksi dapat diobati dengan dosis normal
antibiotik.
Intermediet(I) : Infeksi dapat merespon terapi dengan lebih
\dosis tinggi
Resisten (R) : Tidak merespons antibiotik seperti dosis
biasanya.
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Gambar 2. Hasil Uji Sensitivitas Bakteri Metode Kirby Bauer.

8) Strain Kontrol:
S. anreus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC
29212, dan P. aernginosa ATCC 27853 harus diuji secara berkala.

D. Uji Sensitivitas Bakteri Metode Stokes
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1) Prinsip:

Metode Stokes merupakan uji sensntivitas bakteri metode difusi
cakram, serta metode lain yang digunakan untuk pengujian sensitivitas
antibiotik rutin strain bakteri. Metode ini memanfaatkan kontrol bawaan
terthadap banyak variabel dan karena itu memberikan hasil yang dapat
diandalkan. Satu set strain standar digunakan sebagai strain kontrol
tergantung pada bakteri yang akan diuji. Strain kontrol adalah Escherichia
coli NCTC 10414 untuk menguji basil coliform dari saluran kemih.
Psendomonas aernginosa NCTC 10662 melawan aminoglikosida. Dalam tes
ini cakram antibiotik diterapkan antara standar dan uji inokulan, sehingga
terbentuk zona hambat di sekitar masing-masing cakram terdiri dari
bakteri standar dan uji. Difusi dati antibiotik terjadi dan dengan demikian
kerentanan bakteri terhadap antibiotik diketahui dengan mengukur
ukuran zona hambatan.

2) Alat:

Inkubator, dispenser cakram atau pinset, pembakar bunsen, pensil
penanda alat gelas, dan penggaris millimeter.
3) Bahan:

Larutan standar 0,5 McFarland, plate agar Mueller Hinton (pH 7,2-
7,4), air pepton, cakram kertas saring yang diresapi antibiotik dengan
konsentrasi yang tepat, dan kapas bertangkai steril.

4) Spesimen:

Persiapan suspensi bakteri: Kira-kira, 4-5 koloni yang diisolasi
dengan baik dari strain bakteri yang akan diuji, selanjutnya dipindahkan ke
kaldu Tryptic soy broth atau kaldu BHI. Kekeruhan suspensi disesuaikan
agar sesuai dengan standar 0,5 McFarland.

5) Prosedur:
1. Agar MH dikeringkan dengan tutup terbuka sehingga ada tidak
ada tetesan uap air di permukaan. Tarik garis pada plate agar MH
seperti Gambar 3.
2. Kultur kontrol diinokulasi dalam di dua sisi dengan bantuan

swab steril (Gambar 3).
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3. Organisme wuji diinokulasi di bagian tengah tanpa
menyentuh kedua sisi.

4. Cakram antibiotik dipasang dengan forsep pada garis di
antaranya organisme uji dan kontrol dan ditekan dengan
lembut untuk memastikan antibiotik kontak dengan media.
Jarak antara dua cakram minimum 2 cm. Empat disk bisa
digunakan pada pelat bundar 85 mm.

5. Untuk inokulasi, metode pelapisan berputar juga dapat
digunakan dimana regangan kontrol diterapkan pada
pinggiran luar dan regangan uji diterapkan di bagian tengah.
Enam cakram dapat diletakkan di atas pelat bundar 85 mm.

6. Pelat kemudian diinkubasi semalaman pada suhu 35°C —
37°C.

6) Observasi:

Ukuran zona diukur dari tepi cakram ke tepi dari zona.
Perbandingan zona hambat antara bakteri standar dan ujt
menunjukkan sensitivitas uji bakteri. Jika zona uji jelas lebih besar
dari kontrol atau tidak memberikan zona hambatan sama sekali,
tidak perlu melakukan pengukuran dengan skala milimeter.

7) Interpretasi Hasil:
Setiap ukuran zona ditafsirkan sebagai berikut:

Sensitif : Ukuran zona hambat sama dengan
lebih lebar dari atau tidak lebih dari 3
mm lebih kecil dari kontrol.

Intermediet : Ukuran zona lebih besar dari 2 mm,
tetapi lebih kecil dari kontrol lebih dari
3 mm.

Resisten : Ukuran zona 2 mm atau kurang.
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Gambar 3. Hasil Uji Sensitivitas Bakteri Metode Szkes.

8) Strain Kontrol:
S. aurens NCTC 6571, E. coli NCTC 10414 dan P. aernginosa NCTC
10662.

E. Uji Sensitivitas Antibiotik Metode Agar Dilusi
1) Prinsip:
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Uji sensitivitas bakteri metode dilusi merupakan metode
kuantitatif untuk menentukan konsentrasi hambat minimum dari
antibiotik terhadap bakteri yang akan diuji. Uji ini berguna dalam
pengujian isolat dari infeksi serius seperti endokarditis bakteri atau
untuk memverifikasi hasil samar-samar (misalnya kerentanan antara
ciprofloxacin  terthadap  Salmonella  tphi). Dalam kasus ini,
konsentrasi antibiotik terhadap patogen perlu lebih tepat jadi bila
ragu tentang sensitivitas patogen tersebut cara untuk penilaian yang
tepat adalah untuk menentukan mnimum inbibitory concentration
(MIC)/Konsentrasi Hambatan Minimum (KHM) antibiotik
terhadap bakteri uji.

Uji sensitivitas bakteri metode dilusi, pengenceran serial
antibiotik disiapkan dalam agar-agar dan dituangkan ke dalam
cawan petri. Pengenceran dibuat dalam volume air yang kecil dan
ditambahkan ke dalam agar-agar yang telah dicairkan dan
didinginkan hingga tidak lebih dari 60°C. Pengenceran agar metode
memiliki keuntungan yang memungkinkan untuk menguji jumlah
bakteri pada setiap cawan berisi larutan antibiotik.

2) Alat:

Water bath, uji steril tabung, pipet, botol beralas datar bertutup
ulir (25 mL) dan cawan petri (diameter 90 mm).
3) Bahan:

Larutan standar 0,5 McFarland, agar Mueller Hinton steril (pH 7,2-
7,4), kaldu Mueller Hinton steril, antibiotik serbuk, larutan saline
steril (0,85%) dan larutan stok antibiotik.

Persiapan larutan stok antibiotik:
Pengenceran antibiotik dibuat sesuai tabel 3. Mempersiapkan
larutan stok yang mengandung antibiotik 2000 pg/mL yang akan
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diuji. Misalnya menimbang 200 mg bubuk antibiotik dan larutkan
dalam 5 mlL air suling/pelarut yang sesuai. Campurkan 0,5 mL
larutan ini dengan 9,5 ml akudest (larutan kerja mengandung
antibiotik dengan kandungan 200 pg/ml.-larutan A).

Tabel 3. Sistem persiapan pengenceran

Larutan +Akudest steril | =Konsentrasi Konsentrasi
Antibiotik (vol) intermediaet akhir 1:10 dalam
(ng/mL) dalam | agar plate
tabung reaksi (mg/mL)
Volume pg/mL
6,4 200-A 3,6 1280-B 128
(Stok)
2 1280-B 2 640-C 64
1 1280-B 3 320-D 32
1 1280-B 7 160-E 16
1 160-E 2 80-F 8
1 160-E 3 40-G 4
1 160-E 7 20-H 2
2 20-H 2 10-I1
1 20-H 3 5-] 0,5
1 20-H 7 2,5-K 0,25
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Persiapan suspensi bakteri:

Sekitar 4-5 koloni yang diisolasi dengan baik dari strain bakteri
yang akan diuji dipindahkan ke Tryptic soy broth atau kaldu BHI.
Kekeruhan dari suspensi disesuaikan agar sesuai dengan standar 0,5
McFarland (1,5 x 10° CFU/mL).

2) Prosedur:
Persiapan pelat agar MH dengan variasi konsentrasi antibiotik:

1. Masukkan 2 mL larutan antibiotik encer ke dalam masing-
masing botol tutup sekrup steril yang ditandai.

Catatan: Dianjurkan untuk memulai dengan pengenceran
tertinggi satu pipet dapat digunakan untuk mengeluarkan
semua pengenceran yang disiapkan.

2. Agar Mueller-Hinton steril didinginkan dan dipertahankan
pada suhu 50°C — 55°C dalam penangas air (Tabel 3).

3. Tuang media tersebut (18 mL) ke dalam botol bertutup ulir

yang mengandung konsentrasi antibiotik yang berbeda,
kocok dan tuangkan ke dalam cawan petri steril.
Catatan: Dengan metode ini, volume media yang tepat (22,6
ml) dituangkan ke dalam botol bertutup ulir, pastikan
terhindar dari agar cair yang mengental selama transfer ke
pengenceran antibiotik (Tabel 3).

4. Simpan plate pada pengaturan suhu 4°C.

5. Setelah plate terpasang, keringkan plate dengan baik di
dalam inkubator pada suhu 37°C selama 30-60 menit. Plate
harus kering sebelumnya melakukan tes.

Prosedur Uji:

1. Kotak diberi tanda di bagian bawah pelat yang berisi

antibiotik.
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Catatan: 20 — 25 galur dapat diuji pada plate termasuk
kontrol.

2. Satu ose loop inokulasi dikalibrasi untuk menghasilkan
0,001 — 0,002 mL (1-2 uL) biakan.

3. Inokulasikan biakan pada permukaan media, ditunjukkan
dengan kotak yang ditandai di bawah ini. Dalam setiap
kasus 104 bakteri dikirim ke tempat berdiameter 5 - 8 mm.
Catatan: Inokulasi dilakukan dimulai dari cawan yang berisi
pengenceran antibiotik tertinggi.

4. Inokulasi plate kontrol tanpa antibiotik secara bersamaan
sebagai kontrol.

5. Biarkan tetesan mengering dan inkubasi plate tanpa
dibalikan pada suhu 37°C selama 16 —18 jam.

3) Observasi:

Baca lempeng untuk mengetahui ada tidaknya pertumbuhan.
Periksalah piring kontrol untuk pertumbuhan. Plate kontrol harus
menunjukkan confulen atau dekat pertumbuhan confulen. Konsentrasi di
mana pertumbuhan benar-benar terhambat dianggap sebagai MIC.
Organisme dilaporkan sensitif, intermediet atau resisten dengan
membandingkan nilai MIC uji dengan yang diberikan di tabel NCCLS.
4) Interpretasi Hasil:

Pengenceran antibiotik tertinggi menunjukkan lebih dari 99%
penghambatan pertumbuhan bakteri dianggap sebagai MIC dari
bakteri.

5) Strain Kontrol:

Staphylococcus  anrens ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, dan  Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.
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F. Uji Sensitivitas Antibiotik Dilusi Cair (Gambar 4)
1) Prinsip:

Uiji sensitivitas antibiotik dilusi cair dikenal sebagai metode pengenceran
tabung, termasuk metode kuantitatif untuk menentukan MIC dari antibiotik
terhadap bakteri yang akan diuji. Dalam metode ini, pengenceran serial dari
antibiotik diambil dalam tabung reaksi dan suspensi standar bakteri
diinokulasi. Setelah diinkubasi semalaman, MIC antibiotik ditentukan dengan
mengamati yang terendah konsentrasi antibiotik yang menghambat
pertumbuhan bakteri. Minimum Bactericidal ~ Concentration (MBC) juga bisa
diperkirakan dengan metode ini dengan subkultur dari yang konsentrasi
antibiotic terendah yang dapat membunuh bakteri.

Larutan stok agen antimikroba yang akan diuji disiapkan. Pengenceran
dua kali lipat dari larutan ini disiapkan dalam kaldu yang sesuai. Suspensi
bakteri standar diinokulasikan ke dalam media dengan satu media bebas agen
antimikroba sebagai kontrol. Media yang diinokulasi diinokulasi pada suhu
35-37°C selama 18-24 jam. dan diperiksa pertumbuhannya. MIC diambil
sebagai yang terendah konsentrasi agen antimikroba yang benar-benar
menghambat pertumbuhan.

2) Alat:
Water bath, tabung reaksi steril. pipet steril ukuran 10 mL, 5 mL, 2 mL
dan 1 mL, tabung tertutup steril dan rak tabung reaksi.
3) Bahan:
Larutan standar 0,5 McFarland, Mueller Hinfon cair steril, dan
antibiotik bubuk.

Persiapan larutan stok antibiotik:
Pengenceran antibiotik dibuat menggunakan rumus sebagai
berikut:
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W= (1000 x V x C)/P

Dimana:

P = Potensi yang diberikan oleh pabrikan

V= Volume (mL) yang dibutuhkan

C = Konsentrasi akhir larutan (per mL)

W = Berat antimikroba yang akan dilarutkan

Mempersiapkan larutan stok yang mengandung 2000 pg/ml
antibiotik yang akan diuji. Misalnya menimbang 200 mg bubuk
antibiotik dilarutkan dalam 5 mL akuadest/pelarut yang sesuai.
Campurkan 0,5 mL larutan tersebut dengan 9,5 ml. akuadest
(larutan stok mengandung antibiotik dengan kandungan 200 pg
/mL-larutan A)

4) Prosedur:

1. Pengenceran serial antibiotik dalam Mueller Hinton cair steril
dan disimpan dalam tabung reaksi.

2. Tabung terakhir dijaga bebas dari antibiotik dan berfungsi
sebagai kontrol pertumbuhan.

3. Susun tabung reaksi di rak.

4. Suspensi standar dari mikroorganisme yang akan diuji
diinokulasikan ke dalam tabung.

5. Tabung diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 18 jam.

5) Observasi:

Pada akhir masa inkubasi, tabung diperiksa kekeruhannya.

Kekeruhan menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri belum

dihambat oleh konsentrasi antibiotik yang ada dalam medium.
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Gambar 4. Uji Sensitivitas Antibiotik metode Di/ution Cair

6) Interpretasi Hasil:

MIC didefinisikan sebagai pengenceran tertinggi yang
menghambat pertumbuhan dinilai dengan kurangnya kekeruhan di
dalam tabung. Keuntungan utama dari pengenceran kaldu metode
untuk penentuan MIC adalah bahwa hal itu dapat dengan mudah
dikonversi untuk menentukan konsentrasi MBC juga. Pengenceran
tertinggi menunjukkan setidaknya 99% penghambatan adalah
diambil sebagai MBC. Tabung yang tidak menunjukkan pertumbuhan
yang terlihat di subkultur media padat dan diinkubasi pada suhu 37°C
semalam.

7) Strain Kontrol:
Staphylococcus — anrens ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, and Psendomonas aernginosa ATCC 27853.
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G. Uji Sensitivitas Antibiotik Metode E-test
1) Prinsip:

E-fest merupakan sistem otomatis untuk mengukur MIC isolat
Bakteri. Metode ini adalah tes yang sangat sederhana untuk
melakukan MIC isolat bakteri dibandingkan dengan teknik lain
seperti metode dilusi cair dan agar. Sebuah zona elips
penghambatan pertumbuhan terlihat sekitar strip setelah inkubasi.
MIC dibaca dari skala di persimpangan zona dengan strip yang
sangat mudah untuk menafsirkan hasil MIC. Uji-E didasarkan pada
prinsip difusi cakram di mana antibiotik berdifusi ke dalam media
ketika strip ditempatkan media.

E-test adalah strip plastik (5 x 50 mm; pembawa antibiotik)
dengan gradien berkelanjutan dari antibiotik yang diimobilisasi pada
satu sisi dan skala interpretatif MIC sesuai dengan dua kali lipat
pengenceran MIC di sisi lain. Antibiotik yang telah ditentukan
sebelumnya gradien diimobilisasi pada permukaan yang berlawanan
dengan skala MIC. Saat dipindahkan ke agar, gradien antibiotik
terus menerus diberdirikan di bawah strip sehingga tetap stabil
selama periode tertentu meliputi waktu kritis sebagian besar
mikroorganisme yang terkena untuk uji kepekaan.

2) Alat:

Inkubator, dan pinset.
3) Bahan:

Strip E-fest yang tersedia secara komersial, larutan standar 0,5
McFarland, swab steril, larutan saline 0,85% dan agar Mueller Hinton
steril (150 atau 90 mm dengan kedalaman 4mm). Dalam pelat 90
mm, satu strip antibiotik dapat diuji dalam pelat 150 mm,
setidaknya 4 strip antibiotik dapat diuji.

4) Spesimen

201 | Doni Setiawan



Uji Sensitivitas Bakteri

Persiapan suspensi bakteri: Inokulasi air pepton dengan bakteri

uji dan inkubasi pada suhu 37 °C selama 3-4 jam. Kekeruhan

suspensi disesuaikan dengan standar 0,5 McFarland.

5) Prosedur:
Membuka paket E-test

1.

Keluarkan kemasan yang disimpan pada suhu -20°C atau -
70°C.

Simpan pada suhu kamar, membutuhkan waktu sekitar 30
menit jika disimpan pada — 20° C dan kira-kira satu jam jika
disimpan pada — 70° C dan pastikan semua uap air telah
menguap sebelum dibuka.

. Periksa kemasan apakah ada lubang atau retakan. Jangan

gunakan jika rusak.

Potong sepanjang garis putus-putus di bagian atas.
Keluarkan strip sedikit dari bukaan dan keluarkan dengan
pinset.

Jika setrip saling menempel, pelintir dengan jari.

Sentuh hanya gagangnya, yaitu area betlabel E.

Tempatkan strip yang akan digunakan ke dalam cawan petri
yang bersih dan kering.

6) Pemeriksaan

1.

2.

3.

Gunakan strip E-fest dengan pinset. Pastikan skala MIC
menghadap ke atas yaitu ke arah bukaan plate.

Pastikan permukaan agar kering sebelum menginokulasi
bakteri dengan swab. Celupkan swab di inokulum, buang
kelebihan cairan dan swab seluruh permukaan agar secara
merata dalam 3 arah.

Biarkan permukaan agar mengering selama 10 menit sampai
15 menit di meja kerja atau di inkubator.
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Buka paket E-test dan letakkan strip di cawan petri kering.

. Oleskan strip ke permukaan agar-agar dengan pinset. Selalu

menerapkan strip dengan skala MIC menghadap
pembukaan plate Jangan menerapkannya terbalik.

Catatan: Bersikaplah tegas saat mengaplikasikan = strip.
Setelah diterapkan, jangan memindahkan strip.

. Gunakan cetakan untuk memposisikan 4 hingga 6 strip

pada pelat 150 mm atau satu hingga dua strip pada pelat 90
mm.

. Tempatkan pegangan setrip paling dekat dengan tepi plate.

Catatan: Selalu simpan strip yang tidak digunakan dalam
wadah kedap udara di -20°C atau -70°C.
Inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

7) Observasi:

Setelah inkubasi zona elips penghambatan pertumbuhan terlihat di

sekitar strip. MIC dibaca dari skala di persimpangan zona dengan strip
(Gambear 5).
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Strain sans

Gambar 5. E-fest

8) Interpretasi Hasil:

Baca pelat setelah masa inkubasi yang disarankan hanya jika
pertumbuhan yang cukup terlihat dan zona penghambatan jelas
bisa dilihat. Baca MIC di mana elips memotong skala. Selalu baca
titik akhir pada penghambatan lengkap semua pertumbuhan
termasuk kabut dan koloni terisolasi. Karena E-test terdiri dari
gradien kontinu, nilai MIC di antara pengenceran dua kali lipat
dapat diperoleh. Selalu bulatkan nilai ini ke pengenceran dua kali
lipat berikutnya sebelum interpretasi. Misalnya: Jika breakpoint
ampisilin adalah diberikan sebagai S=1, I = 2, R=4 pg/mlL,
kemudian MIC uji-E sebesar 1,5 pg/ml. dibulatkan menjadi 2
ng/mlL dan kategorinya dilaporkan sebagai Intermediet (I)

9) Strain Kontrol:

Label kemasan untuk setiap antibiotik akan mencantumkan

kinerja dan data reprodusibilitas.
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BAB 13

BAKTERIOLOGI AIR

A. Air

Air merupakan komponen penyusun bumi terbesar. Sebanyak
tiga per empat dari permukaan bumi mengandung air. Keberadaan
air merupakan hal yang sangat penting bagi kehidupan manusia. Air
yang kita pakai sehari-hari dalam kehidupan kita merupakan hasil
dari siklus hidrologis yang terjadi secara berkelanjutan (Gambar 1).
Siklus hidrologis menghasilkan air pada permuakaan bumi seperti
danau, sungai dan lautan. Volume air permukaan terbesar
ditemukan pada air laut (Talaro & Chess, 2009). Bab ini akan
membahas  tentang  bakteriologi  air  yaitu  penyebaran
mikroorganisme pada ekosistem air tawar dan air laut serta teknik
untuk mendeteksi cemaran bakteri pada sampel air.
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Gambar 1. Siklus Hidrologis (Talaro & Chess, 2009)

B. Bakteri Pada Air

Secara alamiah bakteri dapat ditemukan pada air, baik air tawar
dan air laut. Air tawar dan air laut memiliki banyak perbedaan.
Beberapa diantaranya kadar garam, suhu rata-rata, kedalaman dan
jens nutrisi. Namun, keduanya merupakan habitat yang baik untk
mikroorganisme (Madigan et al., 2021). Habitat air tawat seperti
danau dan sungai berbeda antara yang satu dan lainnya. Danau dan
sungai yang letaknya terisolasi dan jauh dari peradaban manusia
biasanya masih bersih dan belum tercemar polutan. Sedangkan
danau dan sungai yang dekat dengan pearadaban manusia biasanya
mudah tercemar dari limbah hasil pertanian, industri maupun
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limbah rumah tangga (Madigan et al., 2021). Pada air tawar baik
organisme yang memproduksi oksigen maupun yang menggunakan
oksigen dapat hidup. Mikroorganisme inilah termasuk bakteri yang
berkontribusi pada siklus alami oksigen, karbom dan nutrisi lainnya
seperti nitrogen, fosfor dan unsur mineral logam (Madigan et al.,
2021).

Air laut diketahui memiliki kandungan nutrisi yang lebih rendah
dari air tawar. Oleh katenanya sebagian besar mikroorganisme yang
ada di laut memiliki sel yang kecil, ciri khas sel yang bertahan hidup
pada lingkungan dengan nutrisi yang rendah. Temperatur air laut
umumnya lebih dingin dari air tawar dan lebih stabil sesuai dengan
musim. Hal ini juga menjadi salah satu sebab rendahnya jumlah
total sel mikroorganisme yang ada di lautan sekitar 10°/ml
dibandingkan dengan 10"/ml pada air tawar (Madigan et al., 2021).
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Gambar 2. Keragaman bakteri dan arkaea pada air tawar (Talaro & Chess,
2009).

C. Penyakit yang Disebarkan dari Air

Manusia mengkonsumsi air sebanyak dua sampai empat liter per
hari. Air yang layak minum seharusnya tidak mengandung
mikroorganisme. Ketika air yang kita pakai terkontaminasi oleh
limbah baik dari manusia maupun hewan maka air tersebut
berpotensi menyebabkan penyakit pada manusia. Pada tahun 1854
seorang dokter berkebangsaan Inggris John Snow menemukan
tersebarnya penyakit kolera dari air. Saat itu terjadi wabah kolera
yang memakan korban sebanyak 500 orang. John Snow
menyimpulkan adanya hubungan antara konsumsi air dari sumur
Broad Stree, London. Tahun 1893 Robert Koch berhasil
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mengisolasi bakteri patogen penyebab penyakit kolera, [7zbrio
cholera. Penyakit umum bakteri yang sering terjadi sejak dulu adalah
kolera dan demam tifoid (tipes) (Bitton, 2014).

Penyakit diare terjadi utamanya karena kontaminasi bakteri pada
makanan dan minuman. Penyakit ini telah banyak memakan korban
setidaknya sebanyak 3,1 juta orang didunia dimana sebagian besar
adalah anak-anak. Diare yang sering terjadi disebabkan karena air
tanah dan air permukaan yang tidak dibersihkan terlebih dahulu.
Penyakit lainnya karena mengkonsumsi air tanah dan air permukaan
terkait dengan saluran pencernaan (Bitton, 2014). Beberapa bakteri
patogen yang sering ditemukan pada air sebagai penyebab penyakit
pada manusia yaitu: Salmonella spp,, Shigella spp., Escherichia coli,
Vibrio cholera. Campylobacter jejuni, 1eptospira, 1egionella spp., Francissella
tularensis, Yersinia enterocolitica dan Helicobacter pylori (Brown & Smith,
2017; Mara & Horan, 2003)

D. Bakteri Patogen

Feses manusia dan hewan mengandung milyaran bakteri sampai
dengan sekitar 10" per gram feses. Sebagian dari bakteri yang
berada pada feses merupakan patogen dan dapat disebarkan oleh
air dan media lainnya (Bitton, 2014; Mara & Horan, 2003).
Penyakit yang umumnya ditimbulkan karena infeksi bakteri tersebut
adalah demam tifoid dan kolera, namun infeksi lainnya juga dapat
terjadi. Bakteri patogen yang ditemukan pada air yang terkontamiasi
sebagian besar dari kelompok enterobacteriaceae. Beberapa bakteri
tersebut adalah sebagai berikut.
1. Vibrio cholerae

Vibrio cholera adalah Gram negatif, berbentuk koma dengan satu
flagellum polar. Bakteri ini bersifat fakultatif anaerobik. Bakteri ini
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menyebabkan penyakit kolera. Penyakit ini disebabkan karena
enterotoksin dari . cholera. Enterotoksin inilah yang menyebabkan
diare ringan sampai parah diitkuti muntah serta kehilangan cairan
tubuh dan mineral. Sebanyak 3 sampai 5 juta orang terinfeksi kolera
dan sebanyak 100.000-120.000 kematian per tahunnya sebagian
besar di negara Asia (Bitton, 2014).
2. Salmonella

Salmonella disebarkan melalui makanan dan minuman yang
terkontaminasi (ayam, susu dan telur). Sa/monella yang menyebabkan
demam tifoid antara lain Salmonella typhi dan Salmonella paratyphi.
Kedua jenis bakteri tersebut sering menyebabkan penyakit pada
manusia dari air yang terkontaminasi. Infeksi — Salmonella  dapat
menyebabkan demam, mual dan diare selama tiga sampai 5 hari,
jika tidak diobati dengan baik dapat berakibat fatal (Bitton, 2014).

3. Shigella
Shigella adalah anggota kelompok enterobacteriaceae. Shigella dapat

menyebabkan penyakit shigellosis. Penyakit ini menginfeksi usus
besar, menyebabkan kram, diare, demam dan feses yang dihasilkan
mengandung darah. Hal ini disebabkan karena peradangan pada
mukosa usus. Shigella termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram
negatif berbentuk batang (Bitton, 2014).
4. Escherichia coli

E. coli merupakan flora normal pada usus besar manusia dan
beberapa hewan berdarah panas. E. ¢/ adalah Gram negatif
anaerob fakultatif. Kebanyakan E. co/7 tidak bersifat patogen namun
ada E. co/i yang memiliki sifat patogen dan menyebabkan diare.
E.coli yang dapat menyebabkan penyakit adalah enterotoxigenic E. coli
(ETEC), enteropathogenic E. c/i (EPEC), enterohemorrhagic E.
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coli (EHEC), enteroinvasive E. coii (EIEC), dan enteroaggregative E.
coli (EAggEC) (Bitton, 2014).
5. Yersinia

Yersinia merupakan genus anggota kelompok enterobacteriaceae.
Yersinia enterocolitica adalah Gram negatif, berbentuk batang yang
dapat menyebabkan radang pada saluran pencernaan. Bakteri ini
telah diisolasi dari air sungai, air minum dan air selokan. Sebagian
besar bakteri yang berhasil diisolasi dari air minum tidak memiliki
sifat patogen. Penyebaran diduga melalui pembuangan dari manusia
dan hewan (Bitton, 2014; Cornelissen et al., 2013).
6. Campylobacter

Beberapa Campylobacter yang dapat menyebabkan infeksi antara
lain Campylobacter jejuni dan Campylobacter fetus. Bakteri ini masuk ke
dalam kelompok Gram negatif, termotoleran (tidak tumbuh di
bawah 30°C). Bakteri ini menginfeksi manusia dan hewan. Hewan
yang menjadi reservoir bakteri ini yaitu ungags, burung liar dan
hewan ternak. Penyebaran penyakit terjadi dari makanan yang tidak
dimasak dengan baik, konsumsi susu mentah dan air minum yang
tercemar Campylobacter (Bitton, 2014).

E. Deteksi Cemaran Bakteri Pada Air
1. Teknik Most Probable Number (MPN)

Air di alam secara alami mengandung banyak mikroorganisme
yang tidak berbahaya bagi manusia. Jumlah bakteri yang ditemukan
pada air belum tentu menjadi permasalahan. Jenis bakteri yang
ditemukanlah yang menjadi salah satu parameter penting dalam
mendeteksi patogen pada air. Oleh karenanya diperlukan indikator
bakteri tertentu yang menjadi tanda bahwa air sudah tercemar
dengan feses dan bakteri dari usus. Pendekatan lainnya yaitu dengan
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mendeteksi keberadaan bakteri yang umumnya menyebabkan
penyakit pada manusia seperti Salmonella typhi, Shigella dysentriae dan
Vibrio cholerae (Brown & Smith, 2017; Cappuccino & Welsh, 2017).

Uji Most Probable Number (MPN) atau yang dikenal dengan uji
angka paling mungkin merupakan uji mikrobiologis yang dapat
digunakan untuk mendeteksi cemaran pada air. Metode MPN
terdiri dari tiga tahapan yaitu uji penduga (presumptive test), uji
penguat (confirmed test) dan uji pelengkap (completed test). Hasil
dari uji MPN berupa nilai MPN. Nilai ini merupakan perkiraan
jumlah Colony Forming Unit (CFU) dalam sampel. Nilat MPN secara
umum diartitkan sebagai perkiraan jumlah bakteri yang tumbuh.
Satuan yang umumnya dipakai untuk MPN adalah per 100 mL atau
per gram.

Bakteri coliform merupakan standar yang digunakan pada deteksi
cemaran bakteri pada air. Escherichia coli dan Enterobacter aerogenes
merupakan indikator yang baik pada deteksi cemaran bakteri pada
air. . coli (bakteri coliform) terdapat pada usus manusia dan
beberapa hewan dan tidak selalu ditemukan pada air dan tanah. E.
coli mudah ditumbuhkan, waktu tumbuh cepat dan tidak
memerlukan nutrisi  khusus. E. @/ mudah didiferensiasi
menggunakan uji-uji mikrobiologis (Brown & Smith, 2017).
Pengujian metode MPN dapat dilakukan dengan menggunakan
ulangan tiga dan lima (Tortora et al., 2019). Standar Nasional
Indonesia (SNI) untuk pengujian kualitas mikrobiologis air adalah
SNI ISO 9308-1:2010 (SN1 LSO 9308-1:2010, 2010). Tahapan uji
MPN adalah sebagai berikut:

a) Uji Penduga

Uji penduga dapat menggunakan media Lactose Broth, Mac
Conkey Broth (MCB) merupakan uji awalan untuk mengetahui
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apakah sampel air yang diuji mengandung bakteri yang dapat
memfermentasi laktosa dan memproduksi gas. Apabila sampel
yang digunakan diduga mengandung bakteri asam laktat maka
dapat menggunakan media Briliant Green Lactose Bile Broth
(BGLBB). Uji penduga juga ingin mengetahui gas yang
dihasilkan oleh bakteri yang memfermentasi laktosa, oleh
karenanya digunakan tabung durham. Volume inokulasi
sampel air ada tiga yaitu sebanyak 10 ml, 1.0 ml dan 0.1 ml
Ulangan yang harus dilakukan sebanyak 5 tabung per volume
sampel. Total tabung reaksi yang digunakan sebanyak 15
tabung (Brown & Smith, 2017; Jamil et al., 2022).

Setelah diinokulasi, inkubasi dilakukan didalam incubator
selama 24 jam pada suhu 35°C. (Jamil et al., Mikrobiologi Get
Press 2022; Benson). Setelah 24 jam periksa tabung, jika ada
gas maka hasil positif, tabung yang belum menunjukkan gas
diinkubasi kembali sampai 48 jam. Jika tidak menunjukkan
adanya gas maka hasil negatif (Gambar 3).

b) Uji Penguat

Tabung yang menunjukkan hasil positif akan masuk ke
tahapan uji berikutnya yaitu uji penguat. Pada uji penguat
sebanyak 1 ose dipindahkan dari tabung positif ke dalam
tabung baru yang mengandung 10 ml BGLBB 2%. dan tabung
durham Kemudian dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu
37°C selama 24-48 jam. Apabila dari setelah 24-48 jam
terbentuk gas maka memperkuat bukti adanya bakteri colzform.
Pada uji penguat kita juga dapat menggunakan Endo Agar atau
Levine Eosin Methylene Blue Agar (EMB) yang diinokulasi dengan
hasil positif pada uji penduga. Koloni E. co/i dan Enterobacter
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aerogenes akan dapat dibedakan berdasarkan warna hijau metalik
pada Levine EMB agar

E. coli akan menunjukkan warna hijau metalik lebih kuat
dibandingkan dengan E. aerogenes (Brown & Smith, 2017; Jamil
et al., 2022). Koloni c/iform dan sekitarnya akan menunjukkan
warna merah pada Endo agar. Sedangkan bakteri yang tidak
memfermentasi laktosa tidak akan mempengaruhi warna

medianya.
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sample 10 10 10 10 10 0 1 10 10 10 0.1 01 01 01 01 (ml) 3
A\ Double-strength lactose broth Single-strength lactose broth 3
o
asc 25
s "%z -
43 1
»,%% \
Negative presumptive Doubtiul positive Positive result After 24 and 48 hours of
The absence of gas in all If gas is present only 1f gas oceurs in the incubation, the tubes of
lactose broth tubes indicates after 48 houors. the Daurham tube of one lactose broth are exam-
coliforms are absent and gas is probably not or more kactose broth ined for gas production.
waler is safe (o drink. due to coliforms. tubes after 24 hours, MPN determination
Test stops here. Further testing water is presumed is made from table 44,1
S mecessary. unsafe o drink.
-+
Negulive Doubtful result Pasitive result

o

Plates of Levine EMB agar
are streaked from positive
and doubtful tubes of lactose
broth. Endo agar may also
be used. Plates are incuba-

e
e

Confirmed

ted at 35°C for 24 hours.
Negative confirmed Positive confirmed
The absence of typical The presence of typical 4
coliform colonies on coliform colontes indicates
Levine EMB agar 4 11l that gas in presumplive
indicates that gas in tubes was due to coliforms.
Presumptive test was These colonies have dark
not due to coliforms. centers and may have a E
Test stops here. Typical coliform colanies greenish metallic sheen. <
- are selected for inocalation E
of nutrient agar slant and After 24 hours of incubation at 35°C a Gram-stained 3
lactose broth. shide is made from the slunt. If the organisms present
are gram-negative non-spore-forming rods and produce
gas from lactose, the completed test is positive.
Lactose broth Nutrient agar slunt

Gambar 3 Ilustrasi uji MPN (Brown & Smith, 2017).
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c) Uji Pelengkap

Uji pelengkap merupakan uji terakhir yang dilakukan pada
teknik MPN. Uji pelengkap bertujuan untuk mengidentifikasi
jenis bakteri coliform yang ada pada sampel. Uji pelengkap dapat
dilakukan dengan beberapa cara. Cara pertama dengan
menginokulasikan kembali bakteri yang tumbuh pada ujt
penguat pada Endo agar. Jika koloni yang tumbuh menunjukkan
warna hijau metalik pada koloni dan sekitarnya menunjukkan
warna merah maka hasil positif. Cara lainnya yaitu dengan
menginokulasikan koloni yang tumbuh pada uji penguat ke
media Nutrient Agar (NA) agar miring dan media Lactose Broth
dengan tabung durham. Amati pertumbuhan bakteri pada
tabung Lactose Broth jka terdapat gas maka hasil positif.
Lakukan perwatnaan Gram pada koloni yang tumbuh pada
agar miring NA. Jika hasil Gram negatif maka terkonfirmasi
bahwa terdapat koliform pada sampel yang diujikan (Brown &
Smith, 2017; Jamil et al., 2022).

2. Teknik Membrane Filter

Teknik MPN membutuhkan waktu yang relatif lama dan teknik
yang digunakan pun membutuhkan kecakapan personil lab dalam
melakukannya. Teknik lainnya yang dapat digunakan untuk
mengetahui keberadaaan cemaran pada air adalah teknik membrane
filter (Saringan membran). Teknik ini menggunakan filter dengan
diameter pori 0.45 um. Air yang akan diuji dilalukan melewati filter
(Gambar 4). Sebagian besar bakteri termasuk bakteri coliform
berukurna lebih besar dari pori. Bakteri akan tertahan pada filter.
Filter tersebut kemudian ditanam pada media dengan absorbent pad
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tersaturasi Endo Broth. Cawan diinkubasi pada suhu 35°C selama 22-
24 jam. Keberadaan co/iform pada filter akan Nampak pada produksi
asam pada Endo Broth. Coliform akan memfermentasi laktosa pada
Endo Broth, proses ini akan mengubah warna fuchsin yang ada pada
media sehingga koloni akan tampak hijau metalik. Bakteri non
coliform tidak akan memiliki warna koloni hijau metalik. Bakteri
Gram postitif tidak akan tumbuh. Pertumbuhan Gram positif akan
dihambat oleh bile salts dan sodium laury! sulfate (Brown & Smith,
2017).

111 Sterile ahsorhent pad i= aseptically placed in the bottom [2) Abzorbent pad is saturaied with 28 ml of m Endo MF broth
o u sterile plastic petrs dish,

(3) Sterile membrne filter disk 34 placed on filter holder {4) Water samiple is poured into assembled fitnnel, ilizing
buse with grid side wp. vacunn, A ringe of 20 ml of sterile water fllows,

151 Filier disk v carctully renwwved with sterile foroeps (6) Membrae filter disk 1% placed oo medivm-soaked sbsrbent
after disassembling the funnel pad with grid side e ITncubate m 35°C for 24 hoors

Gambar 4 Ilustrasi Teknik Membrane Filter Brown & Smith, 2017)
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BAB 14

BAKTERIOLOGI MAKANAN DAN
MINUMAN

A. Pendahuluan

Hampir semua makanan dan minuman mengandung satu atau
lebih mikroorganisme, Ada yang berperan dalam produksi
makanan dan minuman yang difermentasi namun ada juga yang
menyebabkan pembusukan makanan dan penyakit bawaan
makanan. Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme yang
paling banyak berhubungan dengan makanan. Ada bakteri yang
kita konsumsi setiap hari bersama makanan kita yang berperan
dalam mempertahankan homeostasis internal. Ada juga bakteri
berbahaya yag memasuki sistem manusia melalui kontaminasi
silang atau konsumsi makanan busuk dapat mengakibatkan
produksi enterotoksin dan asam toksin. Bakteri patogen juga dapat
menyebabkan penyakit bawaan makanan. Pengetahuan tentang
peran bakteri dalam makanan dapat membantu meningkatkn
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kesehatan sekaligus melindungi manusia dari bakteri patogen
(Hangaro et al., 2014), (Ray & Bhunia, 2013).

a. Faktor — Faktor yang Mempengaruhi Perkembangan
Bakteri pada Makanan dan Minuman
Perkembangan bakteri dalam makanan tidak hanya
bergantung pada karakteristik fisik dan gizi makanan, tetapi juga
pada serangkaian faktor ekstrinsik dan intrinsik makanan serta
interaksinya. Faktor-faktor seperti suhu, pH dan aktivitas air,
dapat dianggap sebagai faktor terpenting yang mendorong
perkembangan bakteri dalam makanan. Industri makanan
memanfaatkan fakta bahwa faktor-faktor ini dapat dengan
mudah dimanipulasi untuk mencegah kontaminasi dan
pertumbuhan bakteri dalam makanan. Suhu merupakan factor
yang sangat mempengaruhi perkembangan bakteri pada
makanan. Penyimpanan pada suhu rendah adalah salah satu
cara terpenting untuk memperlambat aktivitas metabolisme
bakteri dalam makanan. Setiap kelompok bakteri memiliki pH
optimum, minimum, dan maksimum untuk pertumbuhannya
dalam makanan. Bakteri cenderung sensitive terhadap pH
terlebih bakteri pembusuk dari kelompok bakteri asam laktat.
pH dapat berinteraksi dengan parameter seperti garam, suhu,
potensial redoks, dan bahan pengawet untuk menghambat
pertumbuhan patogen dan bakteri lain. Aktivitas air memiliki
efek yang signifikan pada pertumbuhan bakteri. Aktivitas air
berhubungan dengan jumlah air yang tersedia untuk reaksi
metabolisme di dalam sel. Sebagian besar bakteri yang terkait
dengan pembusukan makanan tumbuh pada aktivitas di atas
0,91. Selain suhu, pH, dan aktivitas air, faktor lain yang juga
penting seperti potensial redoks, sistem pengemasan, struktur
makanan, kelembaban relatif, dan komposisi atmosfer
(Hungaro et al., 2014), (Preetha & Narayanan, 2020).

223 | Wulan Fitriani Safari



Bakteriologi Makanan Dan Minuman

. Kelompok Bakteri Penting pada Makanan dan Minuman
Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme yang paling
banyak berhubungan dengan makanan, namun ada sejumlah
kelompok bakteri sangat penting terkait dengan aktivitasnya pada
makanan seperti yang tersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Kelompok Bakteri Penting pada Makanan dan
Minuman (Ray & Bhunia, 2013)

No | Deskripsi Kelompok | Famili Genus
Gram negatif,
1 aerobik/mikroaerofilik, | Tidak diindikasikan Canfpylobacter, .
. . .. Arcobacter, Helicobacterc
motil, heliks /vibrioid
Pseudomonadaceae Poendomonas,
Xanthomonas
Acetobacteraceae /é;ez‘obaahz‘ent
Gram negatif, acrobik, neonovacter
2 batang dan kokus Nisseriaceae Acinetobacter, Morexella
Alteromonas,
. N Flavobacterium,
Tidak diindikasikan Alsaligenes, Brucella,
Psychrobacter
3 Rickettsia Rickettsiaceae Coxiella
. Micrococeus,
Micrococcaceae
Staphylococcus
4 | Gram posiif, kokus oo
Tidak diindikasikan Lactococcus, 1.euconostoc,
Pediococcus, Sarcina
.. Bacillus,
Gram positif, batang Sporolactobacillus
5 | dan kokus pembentuk | Tidak diindikasikan | 277" 4
endospora Clostridinm,
(Desulfotomaculnma)
Gram positif, tidak Lactobacillus,
6 berspora, Batang Tidak diindikasikan Carnobacterium,

beraturan

Brochothrix, Listeria
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Gram positif, tidak gi’?w’fiijfff;”’

7 | berspora, batang tidak | Tidak diindikasikan bactervinm,
beraturan Propionibacterium,
Bifidobacterium

B. Pemanfaatan Bakteri dalam Makanan dan Minuman
a. Bakteri pada Fermentasi Makanan dan Minuman

Fermentasi adalah proses yang membantu memecah molekul
organik besar melalui aksi mikroorganisme menjadi molekul yang
lebih sederhana. Fermentasi merupakan cara alami untuk
meningkatkan vitamin, asam amino esensial, protein, antioksidan
serta tekstur, rasa dan aroma makanan. Proses fermentasi juga
membantu dalam mengurangi tingkat anti-nutrisi dan tingkat racun
yang terdapat dalam makanan dan minuman. Bakteri asam laktat
(BAL) merupakan mikrobiota yang dominan, yang dianggap
sebagai bagian paling berkontribusi terhadap efek menguntungkan
pada makanan/minuman fermentasi. Bakteri fermentasi terutama
melibatkan BAL seperti  Enterococcus,  Streptococcus,  Lenconostoc,
Lactobacillus, dan  Pediococcus (R. Sharma et al,, 2020). Selama
fermentasi, BAL mensintesis vitamin dan mineral, menghasilkan
peptida yang aktif secara biologis dengan enzim seperti proteinase
dan peptidase, dan menghilangkan beberapa anti nutrien.
Fermentasi oleh bakteri juga menghasilkan senyawa yang dikenal
sebagai peptida aktif biologis yang juga terkenal akan manfaat
kesehatannya.

Diantara peptida ini, asam linoleat terkonjugasi (ALK) memiliki
efek menurunkan tekanan darah, eksopolisakarida menunjukkan
sifat prebiotik, bakteriosin menunjukkan efek anti-mikroba,
sphingolipid memiliki sifat anti-karsinogenik dan anti-mikroba, dan
peptida bioaktif menunjukkan anti-oksidan, anti- mikroba,

antagonis opioid, anti-alergi, dan efek penurun tekanan darah
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(Sanlier et al., 2019). Contoh produk-produk hasil fermentasi oleh
bakteri seperti yang terlihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Makanan dan Minuman Fermentasi dan Bakteri yang Berperan
(Ray & Bhunia, 2013)

Makanan/Minuman

. Substrat Bakteri
Fermentasi

Lactobacillus bulgaricus, Lactococcus
Produk susu (Curd, Susu dan lactis, L. acidophilus, L. cremoris, L.
Yogurt, Keju, Yakult, kasein susu caset, L. paracasei, 1. thermophilus,

Kefir) L. kefiri, L. cankasicns, Acetobacter

lovaniensis,

Lenconostoc mesenteroides, L. sakei, L.
Kedelai, kol, plantarnm, Thermotoga sp., L.

Zgitiisﬁ:?;l Miso jahe, _ hokkaidonensis, L. r/yaw.;ioxm, .
Sauerkra’ut) ’ ’ mentimun, Lem.onasz‘ac carnosum, Bzﬁdo'baa‘emum
brokoli, lobak | dentium, Enterococcus faecalis,
Weissella confusa
Minuman (Anggur, Anggur, beras, Acetobacter pastenrianus,

Gluconacetobacter, Acetobacter xylinus,

Bir, Kombucha, Sake) | sereal . .
Komagataeibacter xylinus

b. Probiotik

Probiotik adalah suplemen makanan mikroba yang ketika dalam
jumlah yang cukup, secara positif mempengaruhi kesehatan kita
terutama dengan meningkatkan komposisi mikrobiota usus. Ada
sejumlah besar probiotik yang saat ini digunakan dan tersedia
dalam makanan fermentasi susu, terutama dalam yogurt. Beberapa
strain  Lactobacillus,  Bifidobacterium, ~Streptococcus, Lactococcus  dan
Saccharomyces yang dipilih telah dipromosikan dalam produk
makanan karena reputasi manfaat kesehatannya. Probiotik,
terutama lLactobacillus dan Bifidobacterium telah dilaporkan
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terkait dengan pengentasan intoleransi laktosa, pencegahan dan
penyembuhan diare akibat virus, bakteri dan antibiotik atau
radioterai, imunomodulasi, antimutagenik dan efek
antikarsinogeni,; dan bahkan penurunan kolesterol darah (S.
Sharma et al., 2012).

Probiotik memiliki beberapa mekanisme dalam mencegah
infeksi mikroba patogen. Bakteri probiotik secara menguntungkan
mempengaruhi individu dengan meningkatkan sifat mikroflora asli
dan  keseimbangan  mikrointestinalnya.  Bakteri  probiotik
memperkuat pertahanan tubuh dengan cara bersaing dengan
bakteri patogen untuk situs perlekatan vili dan nutrisi. Bakteri asam
laktat menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen dengan
memproduksi asam lemak rantai pendek seperti asetat, propionat,
butirat serta asam laktat dan format yang menurunkan pH usus.
Probiotik juga dilaporkan memproduksi produk sampingan
metaboliknya seperti asam, hidrogen peroksida, bakteriosin, seperti
lactocidin, dan acidophilin yang memanifestasikan sifat antibiotik
dan menghambat pertumbuhan spektrum patogen yang luas
danvatau patogen potensial seperti Escherichia coli, Klebsiella,
Enterobacter,  Pseudomonas,  Salmonella, Servatia dan  Bacteroides
(Thantsha et al., 2012).

C. Bakteri Pembusuk Makanan dan Minuman
a. Bakteri Pembusuk

Pembusukan makanan merupakan masalah utama dalam
industri makanan. Saat ini berton-ton makanan rusak karena
mikroorganisme. Mikroorganisme ini pada awalnya bukan
merupakan bagian dari makanan tetapi berasal dari berbagai
sumber seperti air, tanah, manusia, mesin dan kemasan makanan.
Selama pembusukan, nutrisi makanan terutama karbohidrat,
protein, lipid dan zat nitrogen non-protein lainnya terdegradasi
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oleh aktivitas katalitik dari berbagai enzim yang dihasilkan oleh
bahan makanan itu sendiri atau mikroorganisme. Aktivitas enzim
ini akan menghasilkan perubahan warna, tekstur, rasa dan aroma
(Das et al, 2014). Bakteri memainkan peran utama dalam
pembusukan makanan membuat makanan tidak layak untuk
dikonsumsi manusia. Bakteri pembusuk (Tabel 3) biasanya tidak
menyebabkan "keracunan makanan".

Bakteri yang menyebabkan penyakit bawaan makanan
umumnya tidak berbau dan tidak berasa, dan sebaliknya tidak
terdeteksi di luar laboratorium. Konsumsi makanan basi tidak bisa
dianggap aman. Beberapa mikroorganisme patogen, misalnya
Clostridium  perfringens dan  Bacillus cerens, mampu menyebabkan
pembusukan. Namun, ada kasus di mana makanan terbukti
mengandung bahan beracun (Maru, 2022).

Tabel 3. Bakteri Pembusuk Makanan (Gram et al., 2002)

Produlk . Bakteri pembusuk
makanan/minuman
Shewanella, Pseudomonas,
Ikan dan produk Photobacteriun, BAL
olahannya Enterobacteriaceae,
Photobacterinm
Daging dan produk Pyeﬂdomomx{
lahann Enterobacteriaceae,
orahaniya Brocothrix, clostridia,
Susu dan produk Pseudomonas, Bacillus
olahannya
Telur Pseudomonas, Enterobacteriaceae
Sayuran mentah Psendomonas
Beer BAL
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Wine BAIL

b. Pencegahan Pembusukan Makanan dan Minuman

Banyak produk makanan yang mudah rusak secara alami dan
memerlukan perlindungan dari pembusukan selama penyiapan,
penyimpanan dan distribusi untuk memberikan umur simpan yang
diinginkan. Karena produk makanan sekarang sering dijual di
wilayah dunia yang jauh dari lokasi produksinya, kebutuhan akan
masa simpan yang aman untuk produk ini juga telah meluas.
Perkembangan proses pengawetan makanan didorong oleh
kebutuhan untuk memperpanjang umur simpan makanan (Sahu &
Bala, 2017). Beberapa metode pencegahan pembusukan makanan
dan minuman yaitu sebagai berikut (Sherawat et al., 2021), (Kumar,
2019):

(1) Metode Tradisional

e DPengalengan : Metode ini menggunakan wadah
kedap udara ini (plastik, gelas, dan logam tahan
karat) digunakan. Kemudian setelah wadah ditutup
kedap wudara untuk mencegah makanan dari
kontaminasi,

e DPengeringan : Pengeringan adalah proses dehidrasi
dimana air/kelembaban yang ada dalam produk
berkurang. Karena kelembapan adalah salah satu
alasan mikroba tumbuh dalam produk makanan.

e DPengaraman : Penggaraman adalah penambahan
garam ke dalam makanan untuk pengawetan.
Pertumbuhan mikroba dihambat oleh garam,
karena berpengaruh pada air yang ditarik keluar
dari sel bakteri, yang pada akhirnya menyebabkan
kematian sel.
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Pemberian gula : Sugaring adalah proses di mana
gula digunakan untuk pengawetan makanan. Cara
kerja dasarnya adalah kandungan gula yang tinggi
membuat bahan makanan menjadi hipertonik dan
mikroba tidak bertahan dalam larutan hipertonik
karena larutan hipertonik akan menarik air dari
mikroba dan akan mengalami dehidrasi.
Pengasapan : pengawetan makanan dilakukan
dengan mengeringkan permukaan makanan karena
menghilangkan  kelembapan  yang ada di
permukaan. Namun saat ini metode ini tidak
dianggap sebagai metode pengawetan yang
berharga, tidak seperti metode penggaraman atau
pengeringan.

Fermentasi : Beberapa produk makanan diawetkan
dengan proses fermentasi seperti cuka, produk
susu, minuman bir, anggur dan acar juga diawetkan
dengan fermentasi (larutan asam, atau cuka).

(2) Metode Modern

Penggunaan  pengawet  kimia:  pengawettan
dilakukan dengan memberikan bahan pengawet
kimia seperti Asam benzoat, nisin dan sulfit.

Pasteurisasi
Freeze drying
Kemasan vakum
Irradiasi

Biopreservasi
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D. Penyakit Bawaan Makanan
a. Jenis — Jenis Penyakit Bawaan Makanan dan Bakteri

Penyebabnya

Foodborne diseases atau penyakit bawaan makanan merupakan
masalah kesehatan masyarakat yang menyebabkan dampak sosial
ekonomi yang cukup besar. Bakteri menjadi penyebab paling
umum dari penyakit bawaan makanan dan ada dalam berbagai
bentuk, jenis dan sifat. Penularan penyakit melalui makanan dapat
digolongkan menjadi 2 yaitu infeksi makanan (food infection) dan
keracunan makanan (food poisioning). Infeksi makanan terjadi ketika
patogen tertelan bersama makanan dan biasanya berkembang biak
di inang manusia sedangkan keracunan makanan terjadi ketika
patogen toksigenik berkembang biak dalam produk makanan dan
menghasilkan toksin, yang kemudian tertelan oleh inang manusia.
Namun ada juga bakteri patogen yang tertelan dan berkembang
biaak sertamenghasilkan toksin. Pada infeksi bawaan makanan,
karena masa inkubasi biasanya terlibat, waktu dari konsumsi hingga
gejala muncul jauh lebih lama dibandingkan dengan keracunan
makanan (Muna & Khariri, 2020), (Bintsis, 2017). Penyakit bawaan
makanan dibagi menjadi tiga kelompok yaitu keracunan, infeksi,
dan infeksi toksik. Bakteri-bakteri yang menjadi penyebab penyakit
bawaan makanan terlihat pada Tabel 4 berikut ini.
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Tabel 4. Bakteri Penyebab Penyakit Bawaan Makanan

Bakteri Penyebab Tipe Gejala
Keracunan
Keracunan Staph Staphylococcus anrens Muntah, Diare
Botulisme Clostridinm botulinum Neurologis
Infeksi
Lebih dari 2000 serovar
Salmonellosis Salmonella enterica (kecuali S. | Diare
typhi dan paratyphi)
Enteritis Campylobacter  jeguni  dan Diare
Campylobacter Cam. strain koli
Yersiniosis Yersinia enterocolitica Diare
Diare
Enterohemorthagic | p - 157,447 p gy | DEmOragik,
Escherichia cols 026:H11 sindrom
(EHEC) ' uremik
hemolitik
Enteropathogenic . ) Diare
E. eli (BPEC) B el OT11:H12 hemoragik
. . Empat  spesies  Shigella | Diare mukoid
Shigellosis (misal S. dysenterae) berdarah
Gastroenteritis
Vibrio Vibrio parabaemolyticus Diare, hepatitis
parahaemolyticus
Infeksi Vibrio - . . .
vulnificns Vibrio vulnificus Diare, hepatitis
Brucellosis Brucella abortus Gastrik . dan
nongastrik
Demam,
L o meningitis,
Listeriosis Listeria monocytogenes abortus,  diare
(jarang)
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Toxico-Infeksi

Gastroenteritis

Clostridinm Clostridium perfringens Muntah, diare
perfringens

Gastroenteritis

Vibrio Bacillus cereus Muntah, diare
parabaemolyticus

Gastr.oe.nten.t s Escherichia coli Diare
Escherichia cols pelancong
Kolera Vibrio cholerae Diare

E. Deteksi Bakteri Pada Makanan dan Minuman

Kasus penyakit bawaan makanan dan minuman meningkat
dengan berbagai faktor, seperti perubahan munculnya bakteri
resisten  antibiotik, adaptasi bakteri terhadap perubahan
lingkungan, perubahan dalam pengolahan, produksi, dan distribusi
makanan, paparan air minum yang tidak aman, sistem kontrol
sanitasi yang tidak memadai, layanan kesehatan masyarakat yang
tidak memadai, dan peningkatan perjalanan internasional.

Mengingat situasi ini, kontaminasi bakteri harus dideteksi dan
dipantau untuk memastikan keamanan lingkungan dan makanan
serta mengurangi kejadian penyakit terkait infeksi bakteri (Kim &
Yoo, 2022).
Metode yang digunakan untuk evaluasi mikrobiologi atau deteksi
makanan, bahan makanan, dan lingkungan secara luas
dikelompokkan sebagai metode kuantitatif dan kualitatif.
Metode  kuantitatif — dirancang untuk  menghitung  atau
memperkirakan jumlah mikroba secara langsung atau tidak
langsung dalam bahan wuji. Contoh dari beberapa metode
kuantitatif yang digunakan adalah jumlah lempeng aerobik total,
jumlah anaerobik, jumlah psikrotrofik, jumlah termodur, jumlah

233 | Wulan Fitriani Safari



Bakteriologi Makanan Dan Minuman

coliform dan jumlah Staphylococcus aurens. Sebaliknya, metode
kualitatif dirancang untuk menentukan apakah jumlah yang
representatif (sampel) dari suatu makanan atau sejumlah sampel
tertentu dalam suatu batch makanan mengandung spesies mikroba
tertentu di antara populasi mikroba total atau tidak. Metode ini
digunakan untuk mendeteksi kemungkinan adanya patogen
bawaan makanan tertentu, terutama yang mampu menimbulkan
tingkat kematian yang tinggi di kalangan konsumen. Salmonella,
Clostridium botulinum, Escherichia coli O157:H7 dan E.coli penghasil
toksin Shiga lainnya (STEC), dan Listeria monocytogenes (Ray &
Bhunia, 2013).

1. Metode Kuantitatif untuk Penghitungan Jumlah Mikroba

dalam Makanan

a. Penghitungan langsung

(1) Hitungan mikroskopis
Pada metode ini, baik sel yang diwarnai di bawah bidang
terang atau sel hidup di bawah mikroskop fase kontras
dapat dihitung Jumlah ini dapat dinyatakan sebagai jumlah
mikroskopis per mililiter atau gram sampel makanan.
Namun, sel hidup dan sel mati tidak dapat dibedakan
dengan metode ini. Selain itu, sampel harus memiliki
mikroorganisme dalam jumlah besar (=106/mlL, g) agar
metode ini dapat digunakan secara efektif.

(2) Colony Forming Unit (CFU) dalam Media Agar
Nonselektif
Pengenceran terpilih dari sampel yang diencerkan secara
berurutan (umumnya berdasarkan jumlah yang diharapkan
dalam makanan, baik dituang atau disebar pada media
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nonselektif, seperti Plate Count Agar (PCA), Tryptic Soy
Agar (TSB), Nutrient Agar, Bran Heartlnfusion Agar dan
lain-lain.  Penggunaan media yang berbeda dapat
memberikan  hasil yang berbeda. Namun, PCA
direkomendasikan untuk penentuan Colony Forming Unit
(CFU).

(3) CFU dalam Nonselective Differential Chromogenic
Media
Media nonselektif dilengkapi dengan agen yang mampu
membedakan koloni yang dihasilkan oleh kelompok
mikroorganisme tertentu yang berbeda dalam karakteristik
metabolisme atau fisiologis satu sama lain dalam populasi
dengan menghasilkan pigmen kromogenik. Indikator pH
atau indikator oksidasi-reduksi sering digunakan dalam
medium.

(4) CFU dalam Media Agar Selektif
Sebuah media dapat dilengkapi dengan satu atau lebih agen
selektif atau penghambat, seperti antibiotik, garam, dan
sebagainya, dan digunakan dengan menuangkan atau
menyebar sampel yang diencerkan secara berurutan.
Dengana adanya agen seperti itu, hanya mikroorganisme
yang resisten terhadapnya yang dapat tumbubh.

(5) CFU dalam Media Selective-Differential
Chromogenic Agar
Dalam metode ini, media dilengkapi dengan satu atau lebih
agen selektif untuk memungkinkan pertumbuhan selektif
dari  kelompok mikroba resisten tertentu sambil
menghambat  pertumbuhan mikroorganisme asosiatif
sensitif lainnya. Selain agen selektif, media juga dilengkapi
dengan agen yang memungkinkan setiap jenis di antara
kelompok mikroba selektif menghasilkan koloni dengan
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pigmen (kromogenik) yang berbeda karakteristik satu sama
lain. VViolet red bile agar untuk koliform, KF-azide agar untuk
Enterococcus spp., V-] agar atau Baird-Parker agar untuk .
anrens, dan media yang direkomendasikan untuk
penghitungan beberapa patogen (misalnya, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter  jejunz, ~ Salmonella — enterica, 1.
monocytogenes, C.  perfringens, Aeromonas hydrophila) adalah
media agar selektif dan diferensial.

b. Estimasi Tidak Langsung

(1) Most Probable Number (MPN) dalam Kaldu Selektif
Dalam metode ini, alikuot dari sampel yang diencerkan
secara serial diinokulasikan ke dalam kaldu (dalam tabung)
yang memiliki satu atau lebih zat selektif yang memfasilitasi
pertumbuhan kelompok mikroba terpilih yang ada dalam
makanan. Umumnya, tiga atau lima tabung kaldu di setiap
pengenceran dan minimal tiga pengenceran berturut-turut
digunakan. Setelah inkubasi pada suhu dan waktu yang
direkomendasikan, tabung kaldu di setiap pengenceran
diberi skor untuk ada tidaknya pertumbuhan. Dari jumlah
tabung yang menunjukkan pertumbuhan di masing-masing
dari tiga pengenceran berturut-turut, jumlah sel yang layak
dari kelompok mikroba tertentu dapat diperkirakan dari
tabel perhitungan statistik yang tersedia. Metode ini juga
memberikan variasi yang luas. Metode MPN cukup sering
digunakan untuk estimasi coliform dan fecal coliform
dalam makanan dan air masing-masing menggunakan
brilliant green lactose bile broth dan E-C broth.

(2) Tes Reduksi Pewarna
Metode ini didasarkan pada prinsip bahwa beberapa
pewarna, seperti metilen biru dan resazurin, diwarnai dalam
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keadaan teroksidasi tetapi tidak berwarna dalam kondisi
tereduksi. Perubahan ini dapat terjadi sebagai akibat dari
metabolisme dan pertumbuhan mikroba. Diasumsikan
bahwa tingkat reduksi selama inkubasi dari konsentrasi
tertentu biru metilen yang ditambahkan ke makanan
berbanding lurus dengan muatan mikroba awal dalam
makanan. Namun, karena kelompok mikroba dalam kultur
campuran dalam suatu makanan berbeda dalam laju
metabolisme dan pertumbuhan serta kemampuan untuk
mengurangi lingkungan, metode ini dianggap tidak terlalu
akurat dan efektif untuk makanan yang berbeda. Metode
ini umumnya digunakan untuk menentukan kualitas
mikrobiologi susu mentah.

2. Metode Kualitatif Isolasi Mikroorganisme Dalam
Pangan

a. Isolasi Patogen
Tujuan utama dari metode ini adalah untuk menentukan
apakah sampel mengandung atau tidak mengandung sel
atau spora patogen tertentu. Makanan diuji untuk beberapa
patogen, seperti Salmonella, E. o/ O157:H7, E. coli
penghasil toksin Shiga. (STEC), L. monocytogenes, 1 ibrio
cholerae, dan Shigella spp., dengan prosedur isolasi khusus
bila  diperlukan.  Untuk  patogen lain, seperti
Enteropathogenic E. cli, Y. enterocolitica, dan C. jejuni,
prosedur isolasi umumnya tidak digunakan; sebagai
gantinya digunakan prosedur penghitungan. Prosedur
isolasi umumnya terdiri dari beberapa langkah, seperti
pengayaan awal nonselektif ditkuti dengan pengayaan
selektif dan kemudian pengujian pada media agar yang
mengandung agen selektif dan diferensial. Hal ini
umumnya dianggap sebagai tes dugaan. Untuk konfirmasi,
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sel-sel dari koloni karakteristik dimurnikan dan diperiksa
dengan metode yang direkomendasikan untuk profil reaksi
biokimia, reaksi serologis terhadap antibodi spesifik, uji
aliran imunokromatografi lateral, atau dengan polymerase
chain reaction (PCR). Isolasi patogen menggunakan metode
konvensional dapat memakan waktu 10-12 hari, tergantung
pada spesies tertentu.

b. Uji Racun Bakteri dalam Makanan
S, awrens, C.  botulinum, Bacillus cereus dan  1ibrio
parabaemolyticus, yang tumbuh dalam makanan mampu
menghasilkan toksin dan menyebabkan intoksikasi atau
keracunan makanan di kalangan konsumen. Metode
khusus telah dikembangkan untuk menguji keberadaan
racun yang dicurigai dalam makanan. Untuk mendeteksi
enterotoksin S. aurews dalam makanan, metode yang
direkomendasikan adalah mengekstrak toksin dari 100 g
makanan terlebih dahulu dan kemudian memekatkan
toksin dalam 0,2 ml. air steril atau 0,2 M saline. Adanya
toksin dalam ekstrak pekat kemudian diuji terhadap
antibodi spesifik dengan metode presipitasi microslide.

c. Metode Cepat dan Otomasi

(1) Sidik Jari Metabolik
Setiap spesies bakteri memiliki kebutuhan karbon atau
nitrogen yang unik untuk pertumbuhan dan kelangsungan
hidup. Ketika gula (sumber karbon) atau asam amino
(sumber nitrogen) yang sesuai disediakan, mikroba akan
memetabolisme dan menghasilkan produk sampingan,
seperti asam atau ionik, yang akan mereduksi indikator
tidak berwarna seperti garam tetrazolium menjadi produk
berwarna ungu, menghasilkan produk yang unik. Metode
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ini membutuhkan kultur murni dan sifat fisiologis tertentu,
seperti pewarnaan gram, kebutuhan oksigen, dan suhu
optimum pertumbuhan, sebelum menerapkan teknik ini
untuk deteksi. Kit uji biokimia miniatur (strip API) tersedia
secara komersial untuk mikroorganisme yang berbeda.

(2) Immunoassay untuk Deteksi Cepat Patogen
Beberapa metode cepat dan otomatis telah dikembangkan
yang bergantung pada reaksi antigenantibodi spesifik dan
produksi aglutinasi, pembentukan warna dari substrat
kromogenik, pembentukan imunoband, atau fluoresensi.
Diagnosis patogen sangat bergantung pada antibodi.
Metode pengujian berbasis antibodi bersifat sederhana dan
tidak terlalu rumit serta memiliki hasil yang mudah
diinterpretasikan. Metode ini memungkinkan deteksi sel
utuh, racun yang dikeluarkannya, atau produk sampingan
metabolik. Namun, metode ini mungkin tidak dapat
membedakan antara sel hidup dan sel mati meskipun sel
hidup menjadi perhatian keamanan pangan. Beberapa
metode immunoassay untuk deteksi cepat pathogen yaitu
Tmmunomagnetic ~ Separation (IMS),  Reverse  Passive Latex
Agglutination RPLA), Engyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Immunofluorescence Assay, Immunochromatographic
Lateral Flow Assay dan Flow Cytometry.

d. Metode Molekuler

(1) Metode Hibridisasi
Dalam metode ini, disiapkan probe DNA yang terdiri dari
urutan basa 20 hingga 4000 nukleotida yang unik untuk
sekelompok patogen serupa, seperti Salmonella spp.
Urutan unik dapat diidentifikasi dalam DNA atau rRNA
dalam sel atau dari urutan asam amino dari toksin yang
dihasilkan oleh kelompok bakteri. Probe DNA kemudian
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dapat diperoleh dari DNA sel atau disintesis dari
nukleotida.  Jika  autoradiografi  digunakan  untuk
pendeteksiannya probe diberi radiolabel dengan 32P,
setelah hibridisasi,. Dalam metode Nowisotopic Colorimetric,
enzim (misalnya, peroksidase) terikat pada protein tertentu
(misalnya, streptavidin), yang nantinya akan berikatan
dengan ligan tertentu (misalnya, biotin) pada probe DNA
dan dapat digunakan untuk menghasilkan reaksi warna
untuk membantu dalam pengukuran.
(2) Polymerase Chain Reaction (PCR)

Metode berbasis DNA yang paling banyak digunakan
adalah PCR. Segmen gen yang spesifik untuk patogen
diamplifikasi beberapa kali lipat dengan menggunakan
sepasang primer spesifik (sepotong kecil DNA dengan
panjang sekitar 20 pasangan basa). Langkah-langkah PCR
meliputi denaturasi DNA untai ganda, annealing atau
penempelan primer, pemanjangan untaian dengan Taq
polimerase yang stabil terhadap panas dan amplifikasi.
Setelah amplifikasi selama 30-35 siklus, satu gen dapat
diamplifikasi menjadi jutaan salinan, yang kemudian
dipisahkan dalam gel agarosa untuk identifikasi visual.
Multiplex PCR telah dikembangkan untuk meningkatkan
spesifisitas pengujian dengan menargetkan banyak gen
dalam satu tabung reaksi. Metode tersebut telah
dikembangkan untuk mendeteksi patogen, seperti L.
monocytogenes, S. enterica, . coli, Campylobacter patogen, Y.
enterocolitica, S. anreus, C. botulinum, B. cereus, dan V. vulnificus.
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Buku Bakteriologi ini disusun khusus untuk mahasiswa bidang kesehatan
dalam menunjang kegiatan pembelajaran baik dikelas maupun di laborato-
rium. Secara umum buku ini berisi tentang pemahaman ilmu bakteri
mulai dari teori sampai prosedur pemeriksaan yan terkait dengan keter-

ampilan menganalisis di laboratorium. Buku ini disusun dalam 14 bab.
Pada bab Awal akan dibahas mengenai mnrfolt:ig;, struktur dan fisiologi
bakteri serta bagaimana bakteri dapat tumbuh dan bereproduksi, lalu di-
lanjutkan dengan teori tentang genetika dan metabolisme nya. Dalam
buku ini juga akan dipelajari kumpulan mikroba yang secara umum memi-
liki sifat komensal, yang kita kenal sebagai mikroflora normal. pemba-
hasan selanjutnya adalah mengenai beberapa bakteri patogen yang ter-
golong dalam kelompok gram positif dan gram negatif, baik yang berben-
tuk kokus maupun batang serta cara pemeriksaannya di laboratorium. Pe-
nyebaran dan pengendalian bakteri akan menjadi bahasan yang menarik
ju%a untuk dipelajari dalam buku ini. Untuk menganalisis bakteri di labo-
ratorium dapat dilakukan dengan berbagai metode. Metode tersebut l{;lga
akan dibahas pada bab selanjutnya yaitu mengenai pewarnaan, uji biokim-
ia, dan uji sensitivitas bakteri. Pembahasan dibuku ini akan diakhiri
dengan bakteri yang hidup di air dan bakteri pada makanan dan minuman
serta metode-metode dalam pemeriksaannya di laboratorium.
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