BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Telaah Pustaka
1. Bakteri Klebsiella pneumoniae
a. Morfologi dan karakteristik

Klebsiella pneumoniae adalah bakteri gram negatif yang memiliki
bentuk batang dan tidak menghasilkan spora. Bakteri ini berukuran 2 pm
x 0,5 um. Bakteri Klebsiella pneumoniae adalah bakteri patogen
oportunistik yang memanfaatkan penurunan fungsi kekebalan tubuh untuk
menginfeksi tubuh manusia (Paczosa, M.K. and Mecsas, 2016)

Bakteri Klebsiella pneumoniae tergolong bakteri yang tidak dapat
melakukan pergerakan (non motil). Berdasarkan kebutuhannya akan
oksigen, Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri fakultatif anaerob.
Klebsiella pneumoniae dapat memfermentasikan laktosa. Pada uji dengan
indol, Klebsiella pneumoniae akan menunjukkan hasil negatif. Klebsiella
pneumoniae dapat mereduksi nitrat serta dapat ditemukan di mulut, kulit,
dan saluran usus, namun habitat alami dari Klebsiella pneumoniae adalah
di tanah (Rahmawati, 2009)

Morfologi khas dari Klebsiella pneumoniae dapat dilihat dalam
pertumbuhan padat in vitro tetapi morfologinya sangat bervariasi dalam
bahan klinik. Biasanya Klebsiella pneumoniae memiliki kapsul besar dan
teratur. Selain itu, koloninya besar, berwarna merah jambu, sangat mukoid

dan cenderung bersatu apabila diinkubasi. Bakteri Klebsiella pneumoniae
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merupakan bakteri yang termasuk famili Enterobacteriaceae yang

dapat menyebabkan penyebab pneumonia.

Gambar 1. Karakteristik morfologi bakteri Klebsiella pneumoniae
Sumber : (Yuri, 2010)

Bakteri Klebsiella pneumoniae tumbuh di bawah kondisi aerob pada suhu
12°C sampai 43°C dengan pertumbuhan optimum pada suhu 35°C —37°C dan
minimum di bawah kondisi anaerob. pH optimum untuk pertumbuhan adalah
7,2 (Rahmawati, 2009)

b. Kilasifikasi

Klasifikasi bakteri Klebsiella pneumoniae dapat dilihat pada uraian di

bawah ini :
Kingdom  :Bacteria
Filum : Proteobacteria
Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
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Famili : Enterobactericeae

Genus : Klebsiella

Spesies : Klebsiella pneumoniae (Ramsey, 2011)
Stuktur Antigen

Antigen pada bakteri Klebsiella pneumoniae dapat menyebabkan
peningkatan patogenitas. Antigen yang pertama yaitu antigen somatic
(antigen O). Antigen O merupakan lipopolisakarida berulang yang tahan
ternadap alkohol dan panas. Antigen yang kedua yaitu antigen kapsul
(antigen K). Antigen K merupakan kapsul polisakarida yang berada di luar
antigen O. Antigen ini berhubungan dengan virulensi (Kusuma, 2013)
Patogenitas

Bakteri Klebsiella pneumoniae adalah bakteri yang mampu hidup
dimana-mana. Bakteri ini merupakan flora transien yang terdapat di saluran
nafas atas dan kulit. Bakteri Klebsiella pneumoniae juga dilaporkan
diisolasi dari lingkungan seperti air permukaan, dan peralatan medis.
Bakteri ini sebagai penyebab, pneumonia, infeksi saluran kemih, sepsis,
meningitis serta abses hepar (Virawan, 2018).

Bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri penyebab
infeksi nosokomial atau infeksi yang berasal dari rumah sakit. Bakteri
Klebsiella pneumoniae sebagai agen penginfeksi dapat menyebabkan

infeksi lokal ataupun sistemik, dapat ditransmisikan melalui kateter,
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instrument bedah, makanan dan susu. Bakteri mampu berpindah tempat

atau translokasi sehingga dapat masuk ke peredaran darah (Wijaya, 2019)

2. Teknik penyimpanan dan pemeliharaan bakteri

Untuk menjaga kualitas kultur bakteri murni tetap dalam kondisi yang
baik harus dilakukan penyimpanan dan pemeliharaan terhadap kultur bakteri
tersebut. Penyimpanan (preservasi) kultur bakteri memiliki tujuan utama yaitu
mereduksi atau mengurangi laju metabolisme bakteri, sehingga perlu
dilakukan penentuan teknik penyimpanan atau pengawetan yang tepat. Teknik
penyimpanan yang baik harus dapat mempertahankan viabilitas atau daya
hidup bakteri (Prastowo, 2019)

Penyimpanan kultur bakteri dapat dilakukan dengan tujuan jangka
pendek dan jangka panjang. Penyimpanan jangka pendek dilakukan untuk
keperluan rutin penelitian. Penyimpanan jangka pendek untuk memelihara
kultur bakteri di laboratorium merupakan teknik tertua yang digunakan oleh
peneliti. Penyimpanan tersebut memerlukan waktu, tenaga dan biaya yang
banyak. Penyimpanan kultur bakteri jangka panjang digunakan untuk
memperoleh kembali bakteri apabila suatu saat dibutuhkan, sehingga harus
mempertahankan daya hidup bakteri. Hal ini dilakukan dalam rangka koleksi
dan konservasi plasma nutfah mikroba (Prastowo, 2019) Penyimpanan dan
pemeliharaan kultur bakteri murni dapat dilakukan dengan beberapa cara

seperti berikut :
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a. Peremajaan berkala
Merupakan penyimpanan jangka pendek yang dapat dilakukan dengan
pemindahan dari media lama ke media baru yang dilakukan dengan
rentang waktu yang singkat. Hal tersebut dilakukan untuk keperluan rutin
penelitian. Penyimpanan ini tidak dianjurkan untuk jangka panjang.
Peremajaan berkala memiliki kendala seperti terjadinya kontaminasi
(Prastowo, 2019)
b. Penyimpanan dalam akuades steril
Penyimpanan bakteri dalam akuades steril dilakukan dalam tabung
reaksi yang berisi akuades steril kemudian didiamkan pada suhu ruang.
Penyimpanan ini biasanya digunakan untuk menyimpan bakteri Gram
negatif dengan bentuk batang. Pada penyimpanan ini bakteri memiliki
peluang tumbuh dengan lambat, sehingga stabilitas bakteri untuk jangka
panjang tidak dapat terjamin (Prastowo, 2019)
c. Penyimpanan dalam minyak mineral
Penyimpanan dalam minyak mineral merupakan penyimpanan bakteri
yang sederhana. Penyimpanan dilakukan dengan menambahkan minyak
mineral atau paraffin setinggi sekitar 10-20 mm dari permukaan atas
media agar. Penyimpanan ini memiliki dasar yaitu mempertahankan daya
hidup bakteri, sehingga waktu peremajaan dapat diperpanjang beberapa

tahun. Penyimpanan dalam minyak mineral memiliki kelemahan yaitu
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minyak mineral menyebabkan peremajaan menjadi kotor dan kurang
praktis untuk ditransportasi (Prastowo, 2019)
. Penyimpanan dalam tanah steril

Penyimpanan dalam tanah steril biasanya digunakan untuk bakteri yang
membentuk spora seperti Bacillus sp. dan Clostridium sp. Keuntungan
dari penyimpanan ini yaitu biaya murah, disimpan pada suhu ruang dan
dapat menjaga stabilitas bakteri (Prastowo, 2019)
Penyimpanan metode liofilisasi

Penyimpanan metode liofilisasi atau pengeringan beku (freeze drying)
merupakan salah satu metode penyimpanan jangka panjang.
Penyimpanan metode liofilisasi dilakukan dengan menambahkan
lioprotektan sebagai bahan pelindung sel bakteri selama proses liofilisasi
atau pengeringan beku. Lioprotektan adalah zat kimia non elektrolit.
Penambahan lioprotektan ini dilakukan sebelum proses liofilisasi untuk
meminimalisir kerusakan sel bakteri dan untuk mempertahankan daya
hidup bakteri (Puspawati dkk, 2010) Metode liofilisasi umumnya
digunakan untuk mengawetkan kultur jangka panjang dan produksi
konsentrat kultur starter (Puspawati dkk, 2010)

Metode liofilisasi banyak digunakan dan lebih unggul dalam
mempertahankan struktur dan fisik. Metode ini menggunakan kombinasi
dari metode pembekuan dan pengeringan yang merupakan dua

penyimpanan jangka panjang yang paling baik (Rusli, 2017) Dasar

Poltekkes Kemenkes Yogyakarta



14

metode liofilisasi adalah sublimasi, perubahan langsung dari padatan
menjadi gas. Prinsip dari metode liofilisasi adalah pembekuan sampel
secara cepat dalam kondisi vakum dengan tujuan untuk menghindari
terjadinya kerusakan sampel oleh kristal-kristal es yang terbentuk.
Metode ini menitik beratkan pada penghilangan kadar air pada sampel

dengan mengatur tekanan dan suhu (Ratih, 2018)

3. Pengamatan morfologi

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan dua cara baik secara
morfologi ataupun secara fisiologi, identifikasi yang dilakukan secara
morfologi dapat meliputi bentuk koloni, struktur koloni, bentuk sel, ukuran sel,
dan pewarnaan bakteri. Pengamatan morfologi kemudian dapat dibagi lagi
menjadi dua yaitu pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis,
pengamatan makroskopis dilakukan dengan cara mengamati mikroorganisme
pada bagian-bagian yang nampak dan dapat dilihat dengan mata telanjang,
seperti bentuk koloni, tepian koloni, elevasi koloni dan permukaan koloni
Sedangkan pengamatan mikroskopis digunakan pada saat ingin mengamati
pergerakan, dan pembelahan secara biner, mengamati bentuk dan ukuran sel
yang alami, yang pada saat mengalami fiksasi panas serta selama proses

pewarnaan mengakibatkan beberapa perubahan. (Cappuccino, 2014)

4. Pewarnaan Negatif
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Pewarnaan negatif adalah pewarnaan tidak langsung yang dilakukan
pada latar belakang atau lingkungan bakterinya, salah satu pewarna yang
digunakan adalah nigrosin atau tinta cina. Karena daya mewarnai pada zat ini
berada pada ion negatif dan tidak bereaksi dengan ion negatif lainnya dari sel
bakteri. Pewarnaan ini dilakukan dengan cara mewarnai sel bakteri secara
seragam sehingga dapat meningkatkan visibilitas bakteri yang diperiksa.

Pewarnaan negatif dimaksudkan untuk mewarnai latar belakangnya.
Apabila bakteri mempunyai kapsul, maka dalam pengamatan sel bakteri akan
tampak transparan dan diselubungi oleh kapsul yang berwarna kecoklatan.
Tinta cina merupakan larutan yang mempunyai butir pembawa warna yang
bermuatan negatif (memiliki anion) sedangkan muatan yang berada di
sekeliling bakteri juga bermuatan negatif (memiliki anion), sehingga terjadi
adanya tolak menolak antara kedua ion tersebut. Hal inilah yang
menyebabkan bakteri berwarna transparan dan yang nampak hanya warna latar
belakangnya yaitu gelap. Terbentuknya warna transparan ini dikarenakan sel
bakteri tidak mampu menyerap warna. (Darkuni, 2001)

5. Uji Biokimia

Uji biokimia bakteri merupakan suatu cara atau perlakuan yang
dilakukan untuk mengidentifikasi dan mendeterminasi suatu biakan murni
bakteri hasil isolasi melalui sifat — sifat fisiologinya. Proses biokimia erat
kaitannya dengan metabolisme sel, yakni selama reaksi kimiawi yang dilakukan

oleh sel yang menghasilkan energi maupun yang menggunakanenergi untuk
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sintesis komponen — komponen sel dan untuk kegiatan selular,seperti
pergerakan. Suatu bakteri tidak dapat dideterminasi hanya berdasarkan sifat —
sifat morfologinya saja, sehingga perlu diteliti sifat — sifat biokimia dan
faktor!faktor yang mempengaruhi pertumbuhannya. Ciri fisiologi ataupun
biokimia merupakan kriteria yang amat penting di dalam identifikasi spesimen
bakteri yang tidak dikenal karena secara morfologis biakan ataupun sel bakteri
yang berbeda dapat tampak serupa, tanpa hasil pegamatan fisiologis yang
memadai mengenai kandungan organik yang diperiksa maka penentuan
spesiesnya tidak mungkin dilakukan. Karakterisasi dan klasikasi sebagian
mikroorganisme seperti bakteri berdasarkan pada reaksi enzimatik maupun
biokimia. Mikroorganisme dapat tumbuh pada beberapa tipe media yang
memproduksi tipe metabolit yang dapat dideteksi dengan reaksi antara
mikroorganisme dengan reagen test yang dapat menghasilkan perubahan warna
reagen (Cowan, 2004)
6. Angka Lempeng Total (ALT)

Pada metode penyimpanan jangka panjang seperti liofilisasi harus dapat
mempertahankan daya hidup dari bakteri. Untuk mengetahui daya hidup dari
bakteri dapat dilakukan dengan metode perhitungan Angka Lempeng Total
(ALT) (Puspawati dkk, 2010)

Angka Lempeng Total (ALT) merupakan metode kuantitatif yang
digunakan untuk mengetahui jumlah mikroba pada suatu sampel. Uji ALT

menggunakan media padat dengan hasil akhir berupa koloni yang dapat
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diamati secara visual berupa angka dalam koloni (CFU) per ml atau per gr
(BPOM, 2008) Pada pengujian ALT menggunakan media Plate Count Agar
(PCA) sebagai media padatnya. Prinsip perhitungan ALT dengan plate count
adalah menumbuhkan hasil seri pengenceran pada media agar dalam cawan
petri. Pengenceran yang digunakan yaitu diawali dari 1:10 dan dilakukan
kelipatannya. Koloni bakteri yang tumbuh pada media dihitung dan dikalikan
dengan kebalikan pengenceran, sehingga diketahui jumlah bakteri tiap gram
atau tiap mililiter sampel (Retnaningrum dkk, 2017)

Hasil akhir dari perhitungan ALT berupa angka dalam koloni
(CFU/Colony Forming Unit) per gram atau per mililiter dapat pula koloni per
100 mililiter. Perhitungan ALT merupakan salah satu perhitungan jumlah
mikroba atau bakteri secara tidak langsung (indirect count) (Retnaningrum
dkk, 2017) Metode ini dapat dilakukan dengan cara cawan gores (streak
plate), cawan tuang (pour plate) maupun cawan sebar (spread plate). Cara
cawan gores (streak plate) dilakukan dengan menuangkan suspensi bakteri di
atas media agar yang telah padat dan digores menggunakan ose, kemudian
diinkubasi. Cara cawan tuang (pour plate) teknik ini memerlukan agar yang
belum padat (>45 °C) untuk dituang bersama suspensi bakteri ke dalam cawan
petri kemudian dihomogenkan dan dibiarkan memadat. Teknik spread plate
(lempeng sebar) adalah suatu teknik di dalam menumbuhkan mikroorganisme
di dalam media agar dengan cara menuangkan stok kultur bakteri atau

mengapuskannya diatas media agar yang telah memadat. Pada perhitungan
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koloninya, cara hitung cawan merupakan cara paling banyak digunakan

karena yang dihitung hanya sel yang hidup, perhitungan dilakukan sekaligus

dari beberapa mikroba, dapat digunakan untuk isolasi dan identifikasi mikroba

dengan pertumbuhan yang spesifik (Gunawan, 2017)

Beberapa syarat dalam melakukan perhitungan ALT/TPC (Total Plate Count)

yaitu:

a.

b.

Jumlah koloni pada tiap cawan petri adalah 30-300 koloni

Tidak ada koloni yang luasnya melebihi setengah luas cawan petri

Jika pada semua pengenceran didapatkan 300 maka yang dihitung pada
pengenceran tertinggi

Perbandingan jumlah bakteri dari seri pengenceran yang berturut-turut.
Apabila jumlah koloni bakteri < 2 maka hasil dilakukan rata-rata. Apabila
perbandingan >2 maka yang digunakan adalah jumlah koloni bakteri pada
pengenceran sebelumnya

Hasil di rata-rata apabila dengan ulangan telah memenuhi syarat

(Retnaningrum dkk, 2017)
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B. Kerangka Teori

Klebsiella pneumoniae
kultur murni

Liofilisat Klebsiella

Inokulasi berulang

19

pneumoniae Klebsiella pneumoniae
Sebelum Disimpan 2 Sesudah disimpan 2 Bulan
Bulan pada Suhu -20°C
Uji Viabilitas Pengamatan Morfologi ) UJ,' )
Biokimia
v
Perhitungan Angka Pewarnaan Pewarnaan
Lempeng Total (ALT) Gram Negatif
Gambar 2. Kerangka Teori
Keterangan :

Diteliti

- Tidak diteliti
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C. Kerangka Konsep
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VARIABEL BEBAS

Lama dan Suhu
Penyimpanan yaitu dua
bulan pada suhu -20°C

VARIABEL TERIKAT

ALT, Morfologi, Uji
Biokimia

A 4

VARIABEL
PENGGANGGU

Lingkungan Tempat
Penelitian, Kesterilan Alat

D. Pertanyaan penelitian

1. Bagaimana hasil uji viabilitas liofilisat bakteri Klebsiella pneumoniae setelah

disimpan selama dua bulan pada suhu -20°C ?

2. Bagaimana morfologi liofilisat bakteri Klebsiella pneumoniae setelah

disimpan selama dua bulan pada suhu -20°C ?

Poltekkes Kemenkes Yogyakarta



