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ABSTRAK

Metode identifikasi merupakan salah satu tombak utama dalam penegakan diagnosis.
Beberapa metode telah dikembangkan untuk meningkatkan sensitifitas dan kemampuan
spesifikasinya dalam mengidentifikasi mikroorganisme. Kombinasi beberapa metode digunakan
bertujuan untuk meminimalisir kesalahan dalam proses identifikasi. Pada penelitian ini dilakukan
evaluasi terhadap tiga metode identifikasi bakteri yaitu pewarnaan gram, uji biokimia dan uji
molekuler. Tujuan dari penelitian lanjutan ini untuk melihat kemampuan ketiga metode tersebut
dalam mengidentifikasi bakteri Staphylococcus sciuri dari sampel Pindang tongkol (Euthynnus
affinis). Hasil penelitian ini diperoleh bahwa ketiga metode dapat saling mendukung ketepatan
identifikasi bakteri Staphylococcus. Identifikasi pewarnaan gram dapat membedakan bakteri cocci
golongan Staphylococcus dengan Streptococcus, tetapi belum mampu menentukan golongan
virulensi bakteri. Uji biokimia dengan kit Staphaurex™ menunjukkan sensitif dalam membedakan
antara Coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) dan Coagulase-positive Staphylococcus (CoPS),
secara general dan tingkat virulensi. Uji molekuler memberikan hasil yang spesifik identitas sampel
sebagai Staphylococcus sciuri. Ketiga metode pewarnaan dan uji biokimia mampu mengidentifikasi
bakteri Staphylococcus sp. dan uji molekular diketahui mampu mengidentifikasi Staphylococcus
sciuri. Bakteri S. sciuri dapat ditemukan dalam feses ikan, merupakan flora normal di permukaan
kulit, mampu menyebabkan penyakit zoonosis dan merupakan indikator kecemaran lingkungan.

Kata kunci: Diagnosis, identifikasi bakteri, Staphylococcus sp.

1. Pendahuluan

Proses identifikasi bakteri memerlukan tingkat keakuratan yang tinggi bertujuan
untuk menghindari terjadinya kesalahan identifikasi (Yeung & Thorsen, 2016). Beberapa
metode identifikasi bakteri telah banyak dikembangkan dan menawarkan tingkat
sensitifitas dan spesifikasi yang tinggi. Dimulai dari media selektif, uji biokimia, pewarnaan
gram dan yang terakhir uji biomolekuler. Masing-masing metode memiliki keunggulan
masing-masing, tapi yang terpenting bisa digunakan dalam waktu seefisien mungkin.
Efisien dan ketepatan identifikasi sangat mempengaruhi penegakan diagnosis penyakit
(Vira et al., 2016) yang disebabkan oleh bakteri, penentuan patogen dan non-patogen
suatu bakteri, ketepatan dalam penanggulangan wabah penyakit. Dapat mendukung
dalam mengetahui sumber kontaminan atau pencemaran dan pencegahan selanjutnya
supaya bakteri dapat dikendalikan serta mencegah terjadinya wabah penyakit (Gulaydin
& Oztiirk, 2019).

Pada penelitian ini akan membanding tiga metode yang digunakan dalam
identifikasi sampel koloni bakteri khususnya bakteri cocci gram positif dengan metode
konvesional berupa pengecatan gram dan rapid tes menggunakan kit Staphaurex™.
Keduanya dibandingkan dengan metode molekuler sekuensing DNA. Ketiga metode ini
dapat mengidentifikasi berdasarkan morfologi, biokimia dan molekuler. Tujuan dari
penelitian ini untuk mengetahui apakah ketiga metode ini dapat dipakai sebagai metode
dalam identifikasi bakteri cocci. Apakah ketiga metode ini dapat dipakai secara tunggal
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dalam proses |dent|f|ka5| bakteri atau digunakan secara kombinasi daIam mendukung
penegakan diagnosis bakteri secara sensitive dan spesifik.

Ketepatan masing-masing metode tersebut dalam mengidentifikasi bakteri berasal
dari pindang tongkol (Euthynnus affinis) diharapkan dapat memberikan informasi dalam
spesies bakteri, menentukan asal pencemaran bakteri, sifat virulensi bakteri, pencegahan
kontaminasi bakteri dan tindakan penanganan di konsumen sebagai pencegahan infeksi
penyakit (Vithanage et al., 2014); (Gulaydin & Oztiirk, 2019).

2. Metode

Penelitian ini menggunakan metode penelitian deskriptif kualitatif. Penelitian
dilakukan di laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran dan Fakultas Kedokteran,
Universitas Dhyana Pura. Pada kedua laboratorium tersebut dilakukan kultur bakteri dan
isolasi DNA bakteri. Hasil sekuensing DNA dilakukan pada PT. Genetik di Jakarta. Alur
penelitian dapat dilihat pada Gambar 1.

Kultur Bakteri pada Pengenceran 10+

ke -15 sampel
Blood Agar dan pindang dalam

Nutrient Agar larutan NaCl
I I
—
Pewarnaan Gram dan Gram Positif (+) Gram negatif (-)
Morfologi bakteri coccus 9
I I
—
P . - Kit Staphaurex™ BLAST Sekunsing
Identifikasi Bakteri tes biokimia DNA Metode API 20E

Gambar 1. Alur Penelitian Identifikasi Bakteri Pindang Tongkol (Euthynnus affinis)

Pada penelitian ini dilakukan kulturisasi bakteri dari lima belas sampel pindang
tongkol (Euthynnus affinis) yang dibeli di pedagang pindang di pasar Kota Semarapura
Klungkung. Kelima belas sampel dibawa ke laboratorium Mikrobiologi, fakultas kedokteran
Udayana untuk kulturisasi bakteri. Setiap sampel diambil 1 gram dari daerah insang,
permukaan kulit, daging dan perut pindang. Kemudian masing-masing sampel dilakukan
pengenceran sebanyak 1:10000 dalam larutan NaCl. Pada pengenceran 10* diambil
sebanyak 10 uyl dan ditanam pada Blood Agar dengan metode spread. Diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam.

Langkah selanjutnya dilakukan pengamatan pada koloni yang tumbuh pada Blood
Agar dari segi morfologi. Kemudian dipilih 15 koloni bakteri yang berbeda dan tumbuh
tunggal. Rekulturisasi dilakukan pada Nutrient Agar supaya mendapatkan isolat murni
yang akan dilanjutkan dengan pewarnaan gram. Apabila hasil pengecatan menunjukkan
gram positif dan secara morfologi termasuk bakteri cocci cluster (bergerombol) akan
dilanjutkan dengan rapid test Staphaurex™ (Andriesse et al., 2011) dan sekuensing DNA
dengan sistem BLAST di Nucleotide Center for Biotechnology Information (NCBI) sebagai
metode pembanding dalm proses identifikasi (Johnson et al., 2019). Bakteri yang masuk
golongan bakteri gram negatif selanjutnya dipisahkan dan akan diidentifikasi dengan
metode yang berbeda.
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Hasil data pewarnaan gram, morfologi, reaksi biokimia dari kit Staphaurex™ dan
sekuensing DNA akan dianalisis secara kualitatif berdasarkan fenomena yang ditemukan
selama penelitian berlangsung.

3. Hasil dan Pembahasan

Kultur bakteri pada Blood Agar ditemukan ada 15 koloni yang berbeda berdasarkan
morfologi koloni. Kemudian dari ke-15 koloni bakteri tersebut dilanjutkan dengan rekultur
pada Nutrient Agar untuk mendapatkan isolat murni. Penanaman pada Blood Agar dan
Nutrient Agar dapat dilihat pada Gambar 2. Blood Agar dan Nutrient Agar dipilih sebagai
media karena memiliki nutrisi yang diperlukan bagi pertumbuhan bakteri secara umum
dan tidak bersifat spesifik. Semua spesies bakteri dapat tumbuh dengan subur pada kedua
media ini (Tagliavia et al., 2019).

Gambar 2. A. Kultur bakteri sampel P2 pada Blood dan Nutrient agar.
B. Pewarnaan Gram

Hasil pewarnaan gram pada kelima belas koloni bakteri diperoleh hasil terdapat 2
bakteri gram positif yang secara morfologi adalah bakteri cocci gam positif (Gambar 3.),
dinamakan sampel P3 dan P2. Pada kedua sampel bakteri tersebut bentuk susunan
morfologinya bergerombol (cluster) dan bukan rantai (chains), sehingga dapat
disimpulkan kedalam golongan bakteri Staphylococcus gram positif dan bukan
Streptococcus gram positif (Thairu et al., 2014), tetapi belum mampu menentukan sifat
virulensi bakteri (Beims et al., 2016). Oleh karena itu, dapat dilanjutkan dengan proses
identifikasi menggunakan kit Staphaurex™ yang mendasarkan penggolongan bakteri
Staphylococcus berdasarkan kemampuan biokimia bakteri. Sampel bakteri lain yang
secara pewarnaan termasuk gram negatif dan morfologinya masuk kedalam bakteri bacil
maupun cocci dilanjutkan dengan menggunakan tes biokimia yang lain yaitu kit API 20E.
Salah satu contoh bakteri cocci gram negatif yaitu Neisseria spp. (Diallo et al., 2019).
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Gambar 3. Bakteri Staphylococcus (P2 dan P3) dicirikan dengan bentuk cluster dan gram
positif. (Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019)

Setelah dilakukan tes menggunakan Staphaurex™ pada kedua bakteri,
menunjukkan keduanya hasil katalasenya (+) dan koagulase (-). Kedua hasil tersebut
dapat digolongkan sebagai bakteri Staphylococcus epidermis/capitis atas petunjuk
penjelasan di kit tersebut. Uji katalase (+) berarti bakteri Staphylococcus pada sampel ini
menghasilkan enzim katalase yang berguna untuk metabolism hydrogen peroksida (H2032)
untuk menghasilkan oksigen (O2) dan air (H20) dicirikan dengan terbentuknya gelembung
udara (Dezfulian et al., 2010). Bakteri cocci gram positif bila dilihat dari uji katalase dapat
dibagi menjadi 2 kelas yaitu yang memproduksi enzim katalase dan tidak. Staphylococcus
sp., hal ini sesuai dengan hasil morfologi yang dilihat saat pewarnaan gram yaitu cocci
berbentuk cluster atau bergerombol sedangkan bakteri Streptococcus sp. yang koloninya
berbentuk chains atau rantai termasuk tidak memproduksi enzim katalase. Saat ditest
pada kedua sampel bakteri dihasilkan gelembung udara, hal ini tidak akan terjadi apabila
bakteri tersebut Streptococcus. Berarti memang bakteri pada kedua sampel tersebut
adalah Staphylococcus. Namun secara umum bakteri Staphylococcus sp., ada yang
bersifat aerob dan fakultatif anaerob (Khalil et al., 2014); (Sergelidis et al., 2014).
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Gambar 4. Hasil tes Staphaurex™ sampel P3 dan P2 tidak ada aglutinasi

Koagulase tidak terjadi pada kedua sampel bakteri pada penelitian ini (Gambar 4.).
Hasil ini dapat menjelaskan bahwa bakteri Staphylococcus pada sampel bakteri ini
termasuk kedalam golongan Coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) karena tidak
memiliki protein A yang mampu mengaglutinasi pada plasma spesifik Imunoglobulin G
(IgG) (Becker et al., 2014). Pada bakteri golongan Staphylococcus sp., hanya S. aureus
yang memproduksi protein A dan memiliki kemampuan aglutinasi plasma khususnya IgG
disebut Coagulase-positive Staphylococcus (CoPS). Akan tetapi tidak seperti S. epidermis,
S. capitis, S. sciuri dan S. haemolyticus yang tidak memiliki kemampuan aglutinasi.

=A== (D WLFEFoNSS N ‘“"x
—— . 066 = S S , 96 >‘3 }<

—_————— ot — e S == > s ZL2 ————— — e == ﬁ;{‘_/\

=SS NS0 PAQEESS=——— - e = —a—— : === s s




st

Universitas Dhyana Pura \'a\v_l_ Prosiding
% Bali, 13 November 2020 - "‘ S N ESA 2020

Bakteri yang terldent|f|ka5| menurut hasil StaphaurexT"" bukan S. aureus (Crosby et aI
2016).

Sebagai pembanding untuk mengetahui secara spesifik apakah bakteri sampel
tersebut memang S. epidermis atau S. capitis atau bisa saja spesies Staphylococcus lain
yang termasuk tidak menghasilkan protein A, dikarenakan banyak spesiesnya. Maka
dilanjutkan dengan sekunsing DNA memakai primer 16S rRNA dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR). Setelah dirunning pada elektroforesis gel diperoleh hanya sampel
P2 yang terbentuk pita DNA. Sampel P2 dilanjutkan identifikasi biomolekuler dengan mem-
BLAST sekuensing DNA tersebut di gen Bank. Pada Gambar 5. hasil BLAST DNA 99,32%
identik dengan S. sciuri dan dari analisis pohon filogenetik jarak genetik DNA sampel P2
dengan DNA S. sciuri strain DSM 20345 pada NCBI adalah 0.00, sangat identik. Dimana
karakteristik biokimianya sama dengan S. epidermis dan S. capitis yaitu menghasilkan
enzim katalase dan tidak memproduksi protein A (Becker et al., 2014).

Pada penelitian ini hasil identifikasi bakteri menggunakan rapid tes Staphaurex™
diketahui sensitif membedakan Staphylococcus dengan Streptococcus berdasarkan uji
katalase. Uji koagulase sensitive membedakan antara S. aureus dengan Staphylococcus
sp. golongan CoNS. Hal ini sudah cukup apabila sebatas mengetahui apakah sampel
bakteri cocci yang kita temukan dilapangan dapat diidentifikasi sebagai S. aureus atau
bukan, meskipun yang tidak mampu mengaglutinasi plasma tidak hanya S.
epidermis/capitis. Melalui hasil yang ditunjukkan cukup mampu mengetahui tingkat
virulensi cemaran bakteri Staphylococcus asal makanan dan tindakan selanjutnya untuk
mengatasi masalah yang dapat ditimbulkan dari cemaran bakteri Staphylococcus tersebut
(Mama et al., 2019). Lebih jauh lagi untuk mengetahui identifikasi bakteri yang spesifik,
terutama sumber kontaminasi bakteri berasal tetap metode molekuler lebih spesifik.
Karena metode ini dapat langsung memberikan hasil indentifikasi yang terarah kepada
satu jenis spesies berdasarkan identitas DNA (Vira et al., 2016).

( Sampel P2
p ‘_“_NR 025520.1 Staphylococcus sciuri strain DSM 20345 16S ribosomal RNA partial sequence

0.00

, LNR 041327 1 Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus strain GTC 1227 16S ribosomal RNA partial sequence
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Gambar 5. Pohon filogenetik sampel P2 identik dengan DNA S. sciuri strain DSM 20345
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Staphy/ococcus yang dltemukan pada penelltlan ini apab|Ia diambil dar| |dent|f|ka5|
molekuler yaitu S. sciuri memang beberapa penelitian menemukan bakteri ini dapat
ditemukan pada penyakit kulit seperti dermatitis pada manusia, anak babi, luka pada kuda
dan feses ikan kerapu (Beims et al., 2016); (Kengkoom & Ampawong, 2017); (Besung et
al., 2019). Spesies S. sciuri dapat menimbulkan penyakit zoonosis apabila tertelan dari
olahan makanan yang tercemar (Mama et al., 2019). Namun oleh (Stepanovic¢ et al., 2001)
menemukan bahwa S. sciuri merupakan bakteri flora normal pada kulit, saluran
pernafasan dan mulut. Pencemaran S. sciuri dapat bersumber dari lingkungan yang
tercemar kotoran hewan liar dan manusia, penyakit dari manusia yang mengolah makanan
laut dan air yang digunakan dalam pengolahan (Ahayo et al., 2013); (Contreras-Rodriguez
et al., 2019). Pencegahan yang dapat dilakukan adalah dengan mengolah kembali
makanan olahan laut dengan suhu minimal 70°C serta penerapan hygiene sanitasi diri saat
mengolah makanan laut dan lingkungan sekitar pengolahan makanan laut (De Jong et al.,
2012); (Sipahutar et al., 2017).

4. Simpulan

Pemeriksaan bakteri dengan pewarnaan hanya dapat menentukan sampel P2 dan
P3 kedalam golongan gram positif Staphylococcus dan bentuk koloni bakteri sampel
kedalam bakteri cocci bergerombol (cl/uster) gram. Rapid test menggunakan Staphaurex™
berdasarkan sifat biokimia dapat diidentifikasi sebagai S. epidermis/capitis. Identifikasi
secara molekuler lebih mendapatkan hasil indentifikasi lebih spesifik yaitu S. sciuri yang
memiliki sifat biokimia yang sama dengan S. epidermis/capitis. Sampel DNA P2 identik
99, 32% dengan DNA S. sciuri strain DSM 20345 pada data gen Bank di National Center
of Biotechnology Information (NCBI) dengan jarak genetik 0,00 berdasarkan analisis
pohon filogenetik. Staphylococcus sciuri ditemukan dalam feses ikan, dapat berupa bakteri
flora normal pada kulit, indikator tingkat cemaran lingkungan dan penyebab penyakit
ZOoonosis.
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