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ABSTRAK 

SYAHRUNI : Studi Hasil Pemeriksaan Staphylococcus aureus Pada 
Pasien Pasca Operasi Metode Kultur dan PCR di RSUP dr. Wahidin 
Sudirohusodo Makassar (Dibimbing oleh Mursalim dan Herman) 
 
Infeksi luka pasca operasi merupakan salah satu komplikasi serius yang 
dapat memperlambat proses penyembuhan dan meningkatkan risiko 
morbiditas. Staphylococcus aureus merupakan salah satu patogen utama 
penyebab infeksi tersebut. Deteksi dini terhadap keberadaan 
Staphylococcus aureus penting dilakukan guna mendukung 
penatalaksanaan yang tepat. Metode kultur dan Polymerase Chain 
Reaction (PCR) merupakan dua teknik diagnostik yang umum digunakan. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gambaran hasil pemeriksaan 
Staphylococcus aureus menggunakan metode kultur dan metode PCR 
pada pasien pasca operasi, serta menganalisis perbedaan hasil kedua 
metode secara statistik. Penelitian ini menggunakan desain studi 
laboratorik dengan pendekatan cross sectional. Sampel terdiri dari 7 
pasien pasca operasi yang diperiksa menggunakan metode kultur dan 
PCR. Data dianalisis secara deskriptif dan uji tanda (sign test) digunakan 
untuk mengetahui signifikansi perbedaan hasil antara kedua metode. 
Hasil analisis statistik dengan uji tanda menunjukkan nilai signifikansi 
sebesar 1.000 (p > 0,05), yang berarti tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan antara kedua metode. Meskipun PCR dikenal memiliki 
sensitivitas yang lebih tinggi, dalam penelitian ini tidak ditemukan 
perbedaan signifikan antara metode kultur dan PCR dalam mendeteksi 
Staphylococcus aureus pada pasien pasca operasi. Oleh karena itu, 
disarankan kepada peneliti selanjutnya agar menggunakan jumlah sampel 
yang lebih banyak dan spesies bakteri yang berbeda. 
  

Kata Kunci : Infeksi luka operasi, kultur, Metode diagnostik, PCR, 
Staphylococcus aureus 

Daftar Pustaka : 2013 - 2025 
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ABSTRACT 

SYAHRUNI : Study of Staphylococcus aureus Examination Results in 
Postoperative Patients Using Culture and PCR Methods at dr. Wahidin 
Sudirohusodo General Hospital, Makassar (Supervised by Mursalim and 
Herman). 
 
Postoperative wound infections are one of the serious complications that 
can delay the healing process and increase the risk of morbidity. 
Staphylococcus aureus is one of the primary pathogens causing such 
infections. Early detection of Staphylococcus aureus is crucial to support 
appropriate management. Culture and Polymerase Chain Reaction (PCR) 
are two commonly used diagnostic techniques. This study aims to 
determine the results of Staphylococcus aureus testing using culture and 
PCR methods in post-operative patients, as well as to analyze the 
statistical differences between the two methods. This study employs a 
laboratory-based cross-sectional design. The sample consisted of 7 post-
operative patients who were examined using culture and PCR methods. 
Data were analyzed descriptively, and the sign test was used to determine 
the significance of differences between the two methods. Statistical 
analysis using the sign test showed a significance value of 1.000 (p > 
0.05), indicating no significant difference between the two methods. 
Although PCR is known to have higher sensitivity, this study found no 
significant difference between the culture and PCR methods in detecting 
Staphylococcus aureus in postoperative patients. Therefore, it is 
recommended that future researchers use a larger sample size and 
different bacterial species.  
 
 
 
 
References : 2013 - 2025 
  

Keywords : Culture, Diagnostic methods, PCR, Staphylococcus 

aureus, Surgical wound infection 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Penyakit infeksi masih menjadi tantangan besar dalam dunia 

kesehatan, baik di Indonesia maupun secara global. Infeksi juga 

tercatat sebagai salah satu penyebab utama kematian di seluruh 

dunia. Salah satu mikroorganisme yang berperan dalam terjadinya 

infeksi luka adalah Staphylococcus aureus (Indas et al., 2023). 

Menurut World Health Organization (WHO), angka kejadian 

infeksi luka operasi (ILO) di seluruh dunia berkisar antara 3 hingga 

15%. Selain itu, berdasarkan data dari World Alliance for Patient 

Safety, sekitar 27 juta pasien menjalani prosedur pembedahan setiap 

tahunnya, dan dari jumlah tersebut, sekitar 2–5% mengalami infeksi 

luka operasi (Kartikakasari & Apriningrum, 2020). 

Infeksi luka terjadi akibat masuknya bakteri ke dalam area luka, 

yang kemudian memicu terbentuknya nanah (pus) pada lokasi 

tersebut. Pus merupakan cairan berwarna kekuningan, keputihan, 

atau kemerahan yang terbentuk dari sisa-sisa sel darah putih 

(leukosit) yang telah mati dan mengalami pembusukan (Yanto et al., 

2021). 

Terdapat dua kelompok faktor yang memengaruhi terjadinya 

infeksi luka, yaitu faktor yang berkaitan dengan tindakan operasi dan 

faktor dari kondisi pasien. Faktor operatif mencakup kurang 
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optimalnya sterilisasi alat bedah, durasi tindakan operasi yang terlalu 

lama, serta sistem ventilasi ruang operasi yang tidak memadai. 

Sementara itu, faktor dari pasien meliputi kebersihan diri yang kurang 

terjaga, usia lanjut yang menyebabkan penurunan sistem imun, serta 

keberadaan penyakit penyerta lainnya (Aziz et al., 2020). 

Menurut data laporan tahun 2022 -2023 di RSUP Dr. Wahidin 

Sudirohusodo Makassar yaitu pada tindakan operasi sebanyak 

10.344-12.057 pasien dan pada tahun 2024 telah dilakukan  

pemeriksaan kultur sebanyak 77 sampel. 

Hasil penelitian oleh Kalayu et al. (2019) menunjukkan bahwa 

bakteri penyebab infeksi pada luka pasca operasi didominasi oleh 

Staphylococcus aureus dengan angka kejadian tertinggi mencapai 

37%, disusul oleh Staphylococcus koagulase negatif sebesar 24,7%, 

Escherichia coli sebanyak 15,1%, dan berbagai jenis bakteri lainnya 

sebesar 13,7%. Sementara itu, studi yang dilakukan oleh Lubega et al. 

(2017) terhadap 114 pasien dengan infeksi luka operasi menemukan 

bahwa Klebsiella pneumoniae merupakan penyebab terbanyak, 

terdeteksi pada 50% kasus, diikuti oleh Staphylococcus aureus 

sebesar 27,8%, serta Escherichia coli dan Pseudomonas, yang 

masing-masing menyumbang 11,1% dari keseluruhan kasus. 

PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan metode sintesis 

dan perbanyakan DNA yang dilakukan secara in vitro. Teknik ini 

10
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memungkinkan amplifikasi segmen DNA tertentu dalam jumlah besar 

hanya dalam waktu beberapa jam. 

Berdasarkan penjelasan di atas, peneliti tertarik untuk 

melakukan studi mengenai Staphylococcus aureus pada pasien pasca 

operasi dengan menggunakan metode kultur dan PCR, yang 

dilaksanakan di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo. 

B. Rumusan Masalah 

Merujuk pada latar belakang yang telah dijelaskan, maka 

perumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Apakah terdapat Staphylococcus aureus pada pasien pasca 

operasi metode kultur? 

2. Apakah terdapat Staphylococcus aureus pada pasien pasca 

operasi metode PCR? 

3. Apakah terdapat perbedaan hasil pemeriksaan Staphylococcus 

aureus metode kultur dan metode PCR pada pasien pasca operasi 

metode PCR? 

C. Tujuan Penelitian 

1. Tujuan Umum 

Untuk mengetahui gambaran hasil pemeriksaan 

Staphylococcus aureus metode kultur dan PCR pada pasien pasca 

operasi 
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2. Tujuan Khusus 

a. Untuk mengidentifikasi Staphylococcus aureus menggunakan 

metode kultur pada pasien pasca operasi 

b. Untuk mengidentifikasi Staphylococcus aureus menggunakan 

metode PCR pada pasien pasca operasi 

c. Untuk mengetahui perbedaan metode kultur dan metode PCR 

D. Manfaat Penelitian 

1. Bagi Peneliti 

Meningkatkan pengetahuan dan pengalaman dalam 

melaksanakan penelitian, serta mengasah kemampuan dalam 

mengaplikasikan ilmu yang telah diperoleh selama proses 

perkuliahan. 

2. Bagi Institusi 

Sebagai bahan pustaka dan menambah referensi hasil 

penelitian serta menjadi sumber bacaan bagi peneliti selanjutnya. 

3. Bagi Masyarakat/Klinis 

Memberikan informasi terbaru mengenai dampak bakteri 

Staphylococcus aureus yang dikarenakan tindakan operasi serta 

menjadi referensi bagi klinisi dalam menangani pasien pasca 

operasi. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Tinjauan Tentang Staphylococcus Aureus 

1. Pengertian Staphylococcus Aureus 

Staphylococcus aureus adalah jenis bakteri pathogen yang 

tergolong dalam kelompok bakteri gram positif. Nama 

―Staphylococcus‖ sendiri berasal dari kata ―staphyle‖ yang berarti 

―anggur‖ dan ―coccus‖ yang berarti ―bundar‖, merujuk pada bentuk 

sel-selnya yang menyerupai kelompok anggur. Bakteri ini termasuk 

dalam kategori patogen yang umum ditemukan dilingkungan 

manusia, serta dapat mempengaruhi indra peraba dan proses 

fotosintesis dalam tubuh manusia (Kemalapurtri, dkk., 2017). 

 
Gambar 2.1 Staphylococcus aureus (Kemalaputri, dkk.,2017). 

2. Morfologi dan Klasifikasi Staphylococcus Aureus 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang 

tidak mampu menghasilkan spora serta tidak memiliki kemampuan 

motilitas. Bakteri ini membentuk kelompok yang menyerupai struktur 
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kawanan anggur dengan ukuran berkisar antara 0,8 hingga 1 

mikron. 

Klasifikasi Staphylococcus aureus dapat diuraikan sebagai 

berikut  (Lisnawato & Prayoga, 2020) : 

Divisi : Protophytai 

Kelas : Schizomycetesi 

Ordo : eubaterialesi 

Famili : Micrococceaeo 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus  

3. Struktur Sel Bakteri Staphylococcus aureus 

a. Dinding Sel  

Dinding sel merupakan komponen penting dalam struktur 

bakteri. Fungsinya untuk mempertahankan bentuk sel dan 

melindungi sel dari tekanan osmotic. Perbedaan struktur dinding 

sel terlihat jelas antara bakteri Gram-positif dan Gram-negatif. 

Bakteri Gram-positif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih 

tebal serta mengandung asam teikoat, sementara bakteri Gram-

negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dan 

dilengkapi dengan membran luar yang mengandung 

lipopolisakarida (Egan, et al., 2017). 

Pada bakteri gram-positif, lapisan peptidoglikan 

mendominasi dinding sel dan memberikan stabilitas structural 
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yang penting. Struktur ini tersusun dari untaian glikanan yang 

dipolimerasi dan dihubungkan oleh lebih dari 10 jenis protein yang 

berperan dalam proses tersebut. Untaian glikana ini terdiri dari 

residu N-acetylglucosamine (NAG) dan N-acetylmuramic acid 

(NAM) yang teratur secara bergantian. Selain NAG dan NAM, 

struktur glikana juga melibatkan segmen batang serta komponen 

jembatan. Sebagai contoh pada Staphylococcus aureus, 

komponen batangnya berupa pentapeptida, yaitu L-Ala-D-iso-Gln-

L-Lys-D-Ala-D-Ala. Sedangkan komponen jembatannya terdiri 

atas segmen pentaglisil. Disakarida NAG dan NAM terhubung 

melalui ikatan glikosidik β (1-4) untuk membentuk rantai glikana 

yang kemudian diikat silang oleh rantai lainnya, menggunakan 

glisin terminal dari segmen pentaglisil yang terikat dengan D-Ala 

dari batang pentapeptida diseberangnya (Nikocil, et al., 2022). 

 

Gambar 2.2 Struktur dinding Sel Bakteri a) Bakteri Gram-positif. 

b) Bakteri Gram-negatif (Nikocil, et al., 2022). 
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      Gambar 2.3 Struktur NAG dan NAM (Nikocil, et al., 2022). 

Setelah sintesis, rantai glikana mengalami modifikasi yang 

bervariasi antar spesies bakteri. Pada Staphylococcus aureus, 

salah satu modifikasi yang teramati adalah O-asetilasi, yang 

terjadi pada residu NAM, tetapi tidak pada residu NAG, Gena 

OatA, yang pertama kali diidentifikasi pada Staphylococcus 

aureus, berperan dalam sintesis O-asetiltransfarase yang 

mengakatalisis reaksi O-asetilasi peptidoglikan. Modifikasi ini 

mempengaruhi resistensi bakteri Gram-posotif patogen terhadap 

lisozim. Selain itu, keberadaan asam teikoat dan ikatan silang 

dalam lapisan peptidoglikan juga berkonstribusi pada ketahanan 

terhadap lisozim (Malanovic, et al., 2016) 

Jumlah ikatan silang dalam rantai peptidoglikan bervariasi 

tergantung pada jenis bakteri. Untuk Staphylococcus, proporsi 

ikatan silang dapat mencapai 80-90. Ketebalan lapisan 

peptidoglikannya berkisar antara 20 nm hingga 40 nm, yang 

dapat berbeda secara signifikan di antara berbagai strain 

Staphylococcus aureus. Meskipun untaian glikana memiliki variasi 

panjang rantai antara spesies yang berbeda, variasi ini tidak 
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mempengaruhi ketebalan dinding sel. Pada Staphylococcus 

aureus panjang rata-rata untaian glikana ada 18 unit disakarida 

dengan kebanyakan memiliki antara 3 hingga 10 unit disakarida 

dan sekitar 10-15% terdiri dari lebih 26 unit disakarida (Strahl, et 

al., 2017). 

Asam teikoat ditemukan pada dinding bakteri sel bakteri 

Gram-positif, termasuk pada Staphylococus aureus, dimana 

diperkirakan bahwa setiap residu N-asetilmuramat (NAM) dalam 

peptidoglikan memiliki asam teikoat yang melekat. Asam teikoat 

adalah glikopolimer anionic yang melampaui lapisan 

peptidoglikan. Struktur asam teikoat dinding terbagi menjadi dua 

komponen utama. Komponen pertama adalah unit penghubung 

disakrida yang terdiri dari N-asetilmanosamin dan N-

asetilglukosamin-1-fosfat (disakarida) yang terhubung melalui 

ikatan β1-4. Unit penghubung ini dilengkapi dengan satu hingga 

tiga unit gilserol-3-fosfat (G3P) yang terikat pada hidroksil C4 dari 

residu N-asetilmanosamin. Fosfat fari unit penghubung tersebut 

terikat secara kovalen pada hidroksil C6 dari peptidoglikan NAM 

melalui ikatan fosfodiester (Strahl, et al., 2017). 

Komponen kedua adalah polimer rantai utama yang 

tersusun dari pengulangan poliol yang terikat melalui ikatan 

fosfodiester. Pengulangan ini berasal dari ujung G3P unit 

Page 39 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300

Page 39 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300



10 
 

 

penghubung disakarida. Pada Staphylococcus aureus, unit poliol 

yang berulang adalah poli (ribitol-fosfat). 

Asam teikoat memiliki berbagai peran penting dalam 

bakteri Gram-positif. Fungsi-fungsinya meliputi, membantu 

interaksi dengan inang, menentukan bentuk sel, memberikan 

resistensi terhadap antibiotic, serta melindung sel dari tekanan 

turgor. Selain asam teikoat, dinding sel juga mengandung protein 

permukaan yang dapat terikat secara kovalen dengan 

peptidoglikan atau terhubung secara non-kovalen dengan polimer 

dinding sel (Romaniuk, et al.,2015). 

 

Gambar 2.4 Struktur dinding sel asam teikoat Staphylococcus 

aureus (Romaniuk, et al., 2015) 

b. Membran Sel  

Membran sel bakteri adalah lapisan bilayer fosfolipid yang 

merupakan komppnen sensual dari sel. Membran berfungsi 

sebagai penghalang yang permeable selektif untuk menjaga 

konsentrasi nutrisi dan limbah yang tepat di dalam sel. Selain itu, 

membran ini juga berperan penting dalam menciptakan gaya 

gerak proton, pembangkitan ATP, perlindungan terhadap 
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masuknya zat-zat berbahaya, serta komunikasi antar sel, karena 

semua proses terjadi disini. Disamping fosfolipid, membran sel 

juga mengandung protein yang terasosiasi dengan membran 

yang membantu dalam menjalankan fungsi-fungsi tersebut 

(Strahl, et al., 2017). 

Membran sel bakteri terdiri dari beragam spesies lipid, 

termasuk fosfolipid dan glikolipid. Beberapa lipid yang ditemukan 

dalam membran Staphylococcus aureus mencakup 

fosfatidilgliserol (PG), lisil-fosfatidilgliserol (Lys-PG), 

monoglikosoldiacilglicerol (MGDG), diglikosildiacilglicerol (DGGC) 

serta kardiolipin (CL) (Strahl, et al., 2017). 

 

Gambar 2.5 Stuktur Lipid Membran Bakteri (Strahl, et al., 2017). 

c. Sintesis Lipid Membran 

Proses sintesis lipid membran pada bakteri dimulai 

dengan jalur biosintesis asam lemak tipe II yang berlangsung di 

Page 41 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300

Page 41 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300



12 
 

 

sitoplasma. Langkah pertama dalam jalur ini melibatkan aksi 

asetil-KoA karboksilase (ACC), yang berperan mengubah asetil-

KoA menjadi malonil-KoA dengan bantuan biotin sebagai 

kofaktor. Selanjutnya, gugus malonil dipindahkan ke protein 

pembawa asil (ACP) oleh enzim FabD (translokase malonil), 

sehingga terbentuk malonil-ACP. Setelah itu, enzim FabH 

mengkondensasi asil-KoA lainnya dengan malonil-ACP, 

menghasilkan perantara β-ketoasil-ACP pertama dalam jalur 

sintesis asam lemak tipe II. Dalam langkah-langkah ini asam 

lemak rantai lurus dan bercabang dihasilkan, dimana pengenalan 

rantai bercabang terjadi pada fase inisiasi melalui enzim FabH 

yang lebih memilih substrat rantai bercabang yang lebih besar 

pada Staphylococcus aureus (Kuhn, et al., 2015). 

Pemanjangan rantai asam lemak dilakukan melalui empat 

reaksi enzimatik. Setelah keempat reaksi tersebut, rantai asli 

yang terbentuk akan bertambah dua karbon. Proses ini dimulai 

dengan reduksi β-hidroksiasil-ACP. Selanjutnya, β-hidroksiasi-

ACP akan mengalami dehidrasi oleh FabH atau FabZ menjadi 

enoil-ACP. Untuk menyelesaikan setiap putaran. Siklus 

pemanjangan kemudian kembali oleh enzim kondensasi 

pemanjangan, seperti FabF atau FabB, dan terus berlanjut (Kuhn, 

et al., 2015). 
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         Gambar 2.6 Jalur Sintesis Lipid Membran Sel  

(Kuhn, et al., 2015). 

Setelah sintesis asam lemak, proses sintesis fosfolipid 

pada Staphylococcus dimulai melalui asilasi gliserol-3-fosfat 

(G3P) dengan asam lemak. Enzim PlsX mentransfer gugus asli 

dari asil-ACP rantai panjang ke fosfat anorganik, membentuk zat 

antara asilfosfat. Kemudian, PlsY menggunakan asil-fosfat 

sebagai substrat untuk mengasilasi G3P menjadi 1-asil-G3P. 

asam lemak kedua dipindahkan dari asil-ACP ke 1-asil-G3P 

melalui aksi PlsC, menghasilkan asam fosfatidat, yang 

merupakan precursor universal untuk fosfolipid bakteri. Proses 

selanjutnya melibatkan fosfatidat sitidililtransferase Cds yang 

mengkatalisis sintesis CDP-diasilgliserol dari asam fosfatidat dan 
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sitidina trifosfat. Selanjutnya, enzim PgsA menggantikan sitidin 

monofosfat dengan gliserolfosfat, membentuk 

fosfatidilgliserolfosfat, yang kemudian akan didefosforilasi oleh 

fosfatidilgliserofosfatase menjadi fosfatidilgliserol. Fosfatidilgliserol 

yang dihasilkan dapat dimodifikasi lebih lanjut untuk 

menghasilkan fosfolipid membran lainnya. Salah satu modifikasi 

yang mungkin dilakukan adalah diaminasilasi dengan gugus L-

lisin dari lisil-tRNA oleh faktor resistensi multipeptida (MprF), 

membentuk lisil-fosfatidilgliesrol. Selain itu, fosfatidilgliserol juga 

dapat diubah menjadi kardiolipoin melalui sintesis yang dilakukan 

oleh enzim Cls1 dan Cls2, dimana kedua enzim ini memadatkan 

dua molekul PG menjadi saru CL dan gliserol (Kuhn, et al., 2015). 

Alternatif lain, asam fosfatidat dapat didefosforilasi untuk 

membentuk diacylglycerol (DAG) dalam konteks sintesis MGDG 

dan DGDG. Proses ini dimulai dengan transfer residu glikosil ke 

DAG oleh glikosil transferase, membentuk MGDG. Selanjutnya, 

MGDG dapat digunakan sebagai substrat untuk penambahan 

residu glikosil kedua, menghasilkan DGDG. Dalam 

Staphylococcus aureus, aktivitas glikosil transferase terbatas 

pada sisi sitoplasma membran, sedangkan produk akhir DGDG 

ditranslokasi ke sisi ekstraseluler. Senzim yang terlibat dalam 

pembentukan MGDG dan DGDG di Staphylococcus aureus 

termasuk dalam keluarga GT28 (Yeagle, P. 2016). 
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d. Peran Lipid Membran 

Lipid yang membentuk membran sel bakteri memiliki 

peran yang krusial dalam resistensi terhadap antibiotic dan 

berbagai kelas lipid ini memainkan peran yang berbeda. 

Fosfatidilgliserol adalah salah satu jenis fosfolipid yang terdiri dari 

dua rantai asam lemak yang diesterifikasi dengan gliserol, dan 

dihubungkan dengan gugus kepala yang megandung fosfat. 

Karena fosfat bersifat negatif dan tidak ada muatan positif yang 

mengimbangimya, PG memberikan nuatan negatif secara 

keseluruhan pada membran bakteri. Selain itu, PG berfungsi 

sebagai stabilator dan destabilizer melalui interaksi elektrostatik 

yang kuat antara peptide membran dan protein (Yeagle, P. 2016). 

Lysyl-phosphatidylglycerol adalah bentuk PG yang telah 

mengalami modifikasi dengan gugus L-lisin dari lysyl-tRNA oleh 

protein MprF. Protein MprF memiliki dua domain: domain C-

terminal yang bersifat hidrofilik dan domain N-terminal yang 

hidrofobik. Domain C-terminal bertanggung jawab untuk lisinilasi 

PG dilapisan dalam membran bakteri, sedangakan domain N-

terminal mendukung translokasi Lys-PG melintasi membran. 

Produksi Lys-PG terbukti mengurangi kerentanan Staphylococcus 

aureus terhadap peptide antimikroba kationik (CAMP) dengan 

mengingatkan muatan permukaan sel. Selain itu, Lys-PG 

memainkan peran dalam regulasi siklus sel dengan 

73
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mempengaruhi inisiasi replikasi DNA. Hal ini terjadi ketika protein 

inisiator replikasi DNA, dihambat oleh PG dan Cl, sehingga 

mendorong pelepesan ATP. Namun, Lys-PG dapat mengatasi 

interaksi ini, mungkin karena penurunan muatan negatif membran 

atau pergeseran dalam struktur gugus fosfolipid asam (Yeagle, P. 

2016). 

Kardiolipin, di sisi lain terdiri dari empat rantai asam lemak 

dan memiliki banyak variasi spesies. Setelah Staphylococcus 

aureus mecapai fase stasioner, sebagian besar PG yang terdapat 

dalam membran diubah menjadi kardiolipin. Proses ini terjadi 

melalui sintesis kardiolipin oleh enzim Cls1 dan Cls2 yang 

mengondensasi dua molekul PG menjadi satu kardiolipin dan 

gliserol. Cls2 berfungsi terutama dalam kondisi normal, 

sementara Cls1 beroperasi saat ada tekanan asam. Kardiolipin 

dapat menstabilkan liposom dalam menghadapi tekanan osmotik 

dan meskipun tidak diperlukan untuk pertumbuhan di lingkungan 

yang kaya garam, ia sangat penting untuk kelangsungan hidup 

jangka panjang dalam kondisi tersebut. Selain itu, kardiolipin 

terbukti berkonstribusi pada resistensi terhadap daptomycin 

dengan mencegah permeabilitas membran (Yeagle, P. 2016). 

Monoglikosildiasilgliserol (MGDG) dan 

diglikosildiasilglisero (DGDG) telah terbukti berkonstribusi 

terhadap stabilitas dan fluiditas membran sel berdasarkan 
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proporsi relatifnya. Hal ini disebabkan oleh fakta bahwa MGDG 

tidak membentuk dua lapisan, sementara DGDG dapat 

membentuk dua lapisan. Organisme hidup perlu memiliki 

kemampuan untuk mensintesis lipid yang membentuk dua lapisan 

maupun yang tidak membentuk dua lapisan, serta menyesuaikan 

rasio relatifnya sebagai respoms terhadap peristiwa pemicu 

eksternal. MGDG dan DGDG menyediakan fungsi tersebut. 

Selain itu, βGIc(1-6)βGIc-DAG berfungsi sebagai jangkar 

membran untuk asam lipoteikoat pada bakteri Gram-positif, 

termasuk Staphylococcus aureus (Yeagle, P. 2016). 

Secara umum, pada pH netral, membran Staphylococcus 

aureus terdiri dari sekitar 55% fosfatidilgliserol (PG), 40% lisolipid 

fosfatidilgliserol (Lys-PG), dan 5% kardiolipin (CL). Namun, 

komposisi fosfolipid dalam membran dapat diubah sebagai 

respons terhadap perubahan fase pertumbuhan serta stimulus 

eksternal seperti osmolaritas, pH dan suhu. Perubahan ini 

dilakukan untuk memodifikasi sifat-sifat membran guna 

membantu kelangsungan hidup sel. Salah satu perubahan 

tersebut melibatkan kelimpahan realtif antara PG dan Lys-PG. 

fosfatidilgliserol bersifat bermuatan negatif, sedangkan Lys-PG 

bersifat bermuatan positif. pengubahan ini dapat dilakukan 

melalui aksi enzim MprF, di mana satu lipid dapat berkonversi 

menjadi yang lain. Proses ini akan menghasilkan peningkatan 
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salah satu jenis lipid, sehingga memengaruhi muatan membran 

secara keseluruhan. Hal tersebut berkonstribusi pada 

kemampuan bakteri dalam melawan aksi antibiotik seperti CAMP. 

Mengingat CAMP bersifat bermuatan positif, peningkatan Lys-PG 

dan penurunan PG akan mengarah pada peningkatan muatan 

negatif pada membran, yang membantu menolak CAMP 

(Rezanka, et al., 2018). 

Bakteri yang resisten terhadap CAMP umumnya 

menunjukkan proporsi Lys-PG yang lebih tinggi di dalam 

membrannya, sementara mutan yang kekurangan MprF akan 

sangat sensitif terhadap CAMP. Metode peningkatan regulasi 

Lys-PG perta kali dipicu oleh CAMP yang mengaktivasi sensor 

histidin kinase dari regulon ApsSR. Proses ini kemudian 

menyebabkan peningkatan regulasi ekspresi MprF, yang 

berkonstribusi pada peningkatan produksi protein MprF, yang 

berperan dalam katalisis produksi Lys-PG dari PG (Rezanka, et 

al., 2018). 

Perubahan dalam spesies lipid membran antara strain 

MRSA dan MSSA telah diidentifikasi dalam penelitian 

sebelumnya. Tiga spesies lipid menunjukkan perbedaan 

signifikan antara strain MSSA dan MRSA yang diuji, yaitu DGDG 

dan dua jenis Lys-PG. lipid-lipid ini terdapat dalam kelimpahan 

yang lebih tinggi pada strain MSSA yang menunjukkan adanya 
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perbedaan pada sel di luar mekanisme resistensi methicillin yang 

telah dicirikan dengan baik (Rezanka, et al., 2018). 

4. Faktor Virulensi Staphylococcus Aureus 

Staphylococcus aureus memiliki keunggulan dibandingkan 

mikroorganisme lain karena menghasilkan berbagai enzim yang 

berperan penting dalam virulensinya, termasuk hemolisin dan 

komponen seluler lainnya. Sebagian besar enzim ini, selain 

menjalankan fungsi internal, juga terlibat dalam melemahkan sistem 

pertahanan tubuh inang. Beragam faktor virulensi yang berkaitan 

dengan protein dari kelompok ini tersimpan dan dihasilkan oleh 

Staphylococcus aureus. 

Beberapa faktor virulensi Staphylococcys aureus dapat 

diilustrasikan sebagai berikut (Husna, 2018): 

a. Pembentukan kuman yang dapat difagosit melibatkan beberapa 

komponen yang berkaitan dengan protein A. 

b. Leukosidase, hialurinidase dan kinase merupakan contoh protein 

yang berperan dalam indoktrinasi kuman di dalam tubuh. 

c. Unsur-unsur lain yang memperkuat pertahanan kuman, seperti 

katalase dan karotenoid, turut berkonstribusi dalam proses 

fagositosis. 

d. Faktor koagulasi dan enzim koagulase yang mempengaruhi 

fungsi immunoglobulin tertentu. 

7
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e. Beberapa eksotoksin yang terdapat dalam tubuh berfungsi 

menyaring faktor-faktor berbahaya yang tidak sehat. 

f. Beberapa protein yang menyerupai leukotoksin, hemolisin dan 

leukosida memiliki fungsi lisis di dalam tubuh ketika inang 

sedang terbatas kemampuannya). 

5. Patogenesis Staphylococcus aureus 

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan mikroorganisme 

yang memiliki kemampuan untuk menginfeksi dan merusak berbagai 

elemen dalam tubuh manusia (Mashita, 2017). Bakteri ini dapat 

menyebabkan luka yang ditandai dengan timbulnya gejala fisik yang 

meliputi peningkatan pembengkakan serta munculnya infeksi. Sifat 

infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus termasuk 

pemusnahan neutrophil melalui mekanisme leukocidin yang 

dihasilkan, yang berkonstribusi pada peningkatan pembengkakan 

(Ekawati dkk, 2018). 

Apabila Staphylococcus aureus menginfeksi jaringan yang 

terangkat, individu yang terinfeksi dapat menularkan infeksi tersebut 

ke organ lain melalui sirkulasi sistematik. Staphylococcus aureus 

mengandung pathogen yang berperan sebagai kuman invasive 

(Mashita, 2017). 

Bakteri ini memiliki kemampuan untuk mengubah fibrin 

melalui proses pembusukan fibrinogen yang dikatalisis, sehingga 

memungkinkan pathogen ini untuk memberikan perlindungan 

7

8

Page 50 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300

Page 50 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300



21 
 

 

terhadap dirinya sendiri. Dalam konteks interaksi dengan sel-sel 

normal, Staphylococcus aureus berikatan dengan reseptor yang 

ditemukan pada permukaan sel, yang juga dimediasi oleh protein 

matriks. Selama proses invasi dan kerusakan jaringan, 

Staphylococcusu aureus mengeluarkan enzim litik ekstraseluler 

yang berfungsi untuk mempercepat infeksi (Husna, 2018). 

6. Kekebalan terhadap Infeksi kulit Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus adalah penyebab utama dari 

berbagai infeksi pada kulit dan jaringan lunak manusia, seperti 

impetigo, folikulitis, selulitis, serta luka dan ulkus yang terinfeksi. 

Infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus juga dapat 

berlanjut menjadi kondisi invasive yang mengancam jiwa termasuk 

bacteremia, abses, pneumonia, osteomyelitis, meningitis, 

endokartidis dan sepsis (Bitschar, et al., 2017). 

Pengobatan infeksi ini semakin sulit akibat munculnya 

Staphylococcus aureus yang resisten terhadap methicillin (MRSA), 

yang telah menunjukkan peningkatan resisten terhadap berbagai 

jenis antibiotic. Setiap tahunnya, infeksi MRSA invasive 

mengakibatkan sekitar 18.500 kematian di Amerika Serikat, 

menjadikannya penyebab kematian tetinggi akibat infeksi tunggal, 

bahkan lebih daripada HIV/AIDS, hepatitis virus, dan influenza yang 

digabungkan. 

8
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Kehadiran MRSA di rumah sakit telah menjadi masalah 

global, MRSA yang terkait dengan komunitas (CA-MRSA) juga 

dapat menginfeksi individu yang sehat. Di Amerika Serikat, lebuh 

dari 50% infeksi kulit dan jaringan lunak disebabkan oleh 

Staphylococcus aureus berasal dari strain ini. Di beberapa Negara 

Asia, prevalensinya mencapai sekitar 17%, sementara di Eropa 

angka tersebut bervariasi (Bitschar, et el., 2017). 

7. Anatomi Sistem Kekebalan Kulit 

Kulit merupakan organ yang memiliki mekanisme imun 

bawaan yang berfungsi sebagai pelindunh terhadap berbagai 

patogen. Pada permukaan kulit, keberadaan mikroorganisme 

komensal yang menempati habitat yang sesuai untuk pertumbuhan 

bakteri, dikombinasikan dengan suhu dan pH yang relative rendah, 

menciptakan lingkungan yang efektif dalam menekan pertumbuhan 

patogen. Secara khusus, mikroorganisme komensal yang 

membentuk mikrobioma kulit saat ini menjadi focus penelitian yang 

aktif, dan komponen-komponen mikrobioma tersebut dapat 

memengaruhi kolonisasi Staphylococcus aureus (Brindle, et al., 

2020). 

Lapisan paling atas epidermidis, yaitu lapisan kornea, 

merupakan lapisan yang unik karena tidak ditemukan pada epitel 

lain yang terpapar lingkungan, seperti pada usus dan paru-paru. 

Lapisan ini terdiri dari keratinosit yang sudah mati dan tidak memiliki 

91
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organel, berfungsi sebagai penghalang fisik bagi kulit. Selain itu, 

lapisan kornea juga mengandung peptide antimikroba yang 

dihasilkan oleh keratinosit, yang dapat diproduksi sebagai respons 

terhadap infeksi. Peptida tersebut masuk human β-defensi 2, human 

β-defensin 3, cathelicidin dan RNase 7, yang memiliki aktivitas 

bakteriostatik atau bakterisida terhadap Staphylococcus aureus 

(Brindle, et al., 2020). 

Dibawah lapisan kornea terdapat beberapa lapisan, yaitu 

lapisan granula, spinosus dan basal. Lapisan-lapisan ini terdiri dari 

keratinosit yang mengekspresikan reseptor pengenalan pola (RPP) 

seperti TLR dan protein domain oligomerisasi pengikat nukleotida 

(NOD). PRR ini berfungsi mendeteksi pola molekuler terkait patogen 

(PAMP) dari mikroorganisme yang menyerang, sehingga dapat 

berbagai jenis sel lain di kulit manusia yang juga mengekspresikan 

PRR dan berkonstribusi terhadap respons imun kulit. Sel-sel ini 

meliputi sel Langerhans dan sel T γδ (yang hanya terdapat pada 

tikus) di epidermidis, serta makrofag, sel dendritic, sel mast, sel B 

dan T, sel plasma, sel pembunuh alami (NK), dan fibrolas di dermis 

(Brindle, et al., 2020). 
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Gambar 2.7 Anatomi Respon Imun Kulit (Brindle, et al., 2020). 

8. Kekebalan Spesifik Epitop terhadap Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus terkait dengan beban penyakit yang 

signifikan yang dapat menyebabkan kondisi mengancam jiwa seperti 

infeksi luka, bacteremia, endocarditis, pneumonia, osteomyelitis, 

dan syok yang dimediasi enterotoksin. Resistensi antibiotic, 

khususnya Staphylococcus aureus yang resistensi terhadap 

methicillin (MRSA), telah menyebar luas dan menjadi perhatian yang 

serius. Meskipun strategi vaksinasi terhadap telah mendapatkan 

perhatian besar, saat ini belum ada vaksin Staphylococcus aureus 

yang tersedia. Tantangan khusus didalam pengembangan vaksin 

untuk Staphylococcus aureus meliputi rendahnya imunogenisitas 

antigen yang berasal dari patogen, kurangnya kekebalan alami 

terhadap Staphylococcus aureus serta keberadaan beberapa faktor 

virulensi dan mekanisme penghindaran kekebalan, serta jalur 

perolehan nutrisi yang berlebihan. Semua tantangan ini mengancam 
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strategi langsung untuk menjelaskan korelasi perlindungan yang 

diharapkan (Tong, et al., 2015). 

Secara umum, antibodi penetral yang menghambat interaksi 

patogen dengan sel inang atau mendetofikasi faktor virulensi 

merupakan prinsip dominan dari perlindungan yang diberikan oleh 

vaksin. Misalnya, karena kolonisasi nasal, sebagian besar manusia 

dewasa memiliki tingkat antibodi yang tinggi terhadap berbagai 

antigen Staphylococcus, yang tampaknya memberikan perlindungan 

terhadap infeksi invasif oleh Staphylococcus aureus. Pendekatan 

vaksin klasik, yang menargetkan toksin Staphylococcus aureus utuk 

dinetralkan atau antigen permukaan untuk menghasilkan antibody 

opsonisasi, belum memberikan hasil yang memuaskan dalam uji 

klinis. Demikian pula, penargetan protein Staphylococcus aureus 

yang memiliki peran penting dalam interaksi inang-patogen, 

termasuk adhesi ke sel inang, pengikatan dan degradasi protein 

matriks ekstraseluler, penyerapan zat besi atau intervensi terhadap 

sistem fibrinolotik inang, tetap tidak berhasil. Yang dimana 

menunjukkan secara konsisten bahwa meskipun imunisasi dengan 

antigen Staphylococcus aureus umumnya menghasilkan titer 

antibody yang tinggi, hal ini tidak memberikan perlindungan 

terhadap infeksi Staphylococcus aureus (Bennett & Thomsen, 

2020). 
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Induksi respons antibodi bertiter tinggi oleh vaksin tidak 

selalu sejalan dengan perlindungan, bahkan dapat berakibat 

merugikan dengan menyebabkan peningkatan kekebalan penyakit, 

fenomena yang dikenal pada vaksin untuk patogen virus. Epitop sel-

B linear pada protein prM virus dengue sebagai epitope sel-B 

imunodominan utama yang terlibat dalam peningkatan infeksi virus 

dengue yang bergantung pada antibodi. Meskipun peningkatan 

kekebalan yang diinduksi oleh vaksi belum menjadi masalh 

keamanan yang jelas dalam pengembangan vaksin Staphylococcus 

aureus, pemahaman tentang epito sel-B yang bersifat protektif, non-

protektif, dan dapat meningkatkan penyakit menjadi strategi penting 

untuk pengembangan vaksin yang lebih baik. Penggunaan antibodi 

monoklonalk (mAb) untuk merancang vaksin yang baru. Antibodi 

monoclonal digunakan untuk membedakan antara epitope protektif 

dan non-protektif serta untuk mendukung desain yang imunofokus, 

vaksin yang berfokus pada epitope diharapkan dapat meningkatkan 

tingkat presisi imunogeniknya, sehingga mengahasilkan vaksin 

dengan profil efikasi dan keamana yang lebih baik. Epitope telah 

berhasil diterapkan dalam pengembangan vaksin untuk RSV, yang 

sebelumnya mengalami kesulitan dalam pengembangan vaskin 

(Ward & Wilson, 2020). 

Staphylococcus aureus menargetkan dua protein, yaitu 

koproporfirinogen III dan oksidase (CgiX) dan triosa fosfat 
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isomerase (TPI), yang masing-masing memainkan peran penting 

dalam sintesis heme dan glikolisis. CgoX (EC:1. 3. 3. 15, juga 

dikenal sebagai HemY) mengakatalisis oksidasi koproporfirinogen III 

menjadi koproporfirin IX. Urutan asam amino yang identik terjaga 

untuk CgoX Staphylococcus aureus dan protopoefirinogen oksidase 

yang terdaftar dalam data. Proses generasi protoporfirin IX yang 

dimediasi oleh CgoX, tetapi bukan koproporfirin III, distimulasi oleh 

HemQ yang terikat heme, yang dimediasi oelh superoksidasi. TPI 

berfungsi dalam mengkatalisis interkonversi reversible antara isomer 

trifosfat, dihidroksiaseton dan D-gliseraldehida 3-fosfat dan memiliki 

peran penting dalam glikolisis serta berkonstribusi pada produksi 

energy yang efisien (Foster,J.T, 2019). 

CgoX dan TPI sebelumnya telah terindentifikasi dalam 

kelompok protein dinding sel Staphylococcus aureus yang tidak 

memiliki jangkar. Lokasi permukaan CgoX dan TPI menunjukkan 

kemungkinan adanya fungsi tambahan di luar peran mereka dalam 

homeostatis seluler, sejalan dengan kelompok protein yang terikat 

secara kovalen pada dinding sel (CWA), yang beberapa diantaranya 

memiliki sifat multifungsi dan terlibat dalam pathogenesis 

Staphylococcus aureus. TPI khususnya telah memliki aktivitas 

pengikatan plasminogen, yang mungkin terkait dengan invasi oleh 

Staphylococcus. Meskipun peran intraseluler CgoX dalam sintesis 

heme telah baik. Tindakan intraseluler CgoX dan TPI yang esensial 
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dan tidak melebihi dari yang diperlukan dalam homeostatis 

Staphylococcus aureus tidak dapat diakses oleh antibodi. Oleh 

karena itu, penargetan vaksin terhadap dugaan tindakan 

ekstraseluler tidak diharapkan dapat lansung memicu 

perkembangan muatan (Wilder, et al., 2019). 

B. Tinjauan Umum Media Kultur 

Semua bentuk kehidupan, mulai dari mikroba hingga 

mikroorganisme, membutuhkan lingkungan yang sesuai untuk tumbuh 

dan berkembang secara optimal. Di laboratorium mikrobiologi, 

pertumbuhan mikroorganisme dilakukan dalam media yang 

mengandung nutrisi yang diperlukan oleh organisme tersebut 

(Cappuccino & Welsh, 2017; Madigan et al., 2018). 

Media kultur berfungsi sebagai standar emas (gold standard) 

dalam penegakan diagnosis pasti penyakit infeksi karena mampu 

mengisolasi patogen penyebab. Keterlambatan diagnosis dapat 

meningkatkan morbiditas dan mortalitas. Selain itu, kultur digunakan 

untuk menguji sifat fisiologis dan kuantifikasi mikroorganisme (Forbes et 

al., 2016) 

Mikroorganisme memanfaatkan nutrisi dalam media yang terdiri 

dari molekul-molekul kecil untuk membentuk struktur selnya. Setiap 

jenis mikroorganisme memiliki kebutuhan nutrisi yang berbeda, 

sehingga media kultur disesuaikan dalam bentuk dan komposisinya 

tergantung pada spesies yang akan ditumbuhkan. Melalui media kultur 

1
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ini, mikroorganisme dapat dikenali atau diidentifikasi. Identifikasi 

tersebut dapat dilakukan melalui pemeriksaan mikroskopis, baik dengan 

pewarnaan maupun tanpa pewarnaan setelah dilakukan teknik pulasan 

bakteri (Ayu Yasmini, 2023). 

Media kultur yang ideal adalah media yang mudah diracik, 

ekonomis, praktis dalam proses pembuatannya, serta fleksibel untuk 

digunakan dalam berbagai prosedur mikrobiologi. Media ini tersedia 

dalam bentuk cair, semi-padat, maupun padat, tergantung pada 

keperluan laboratorium (Madigan et al., 2018). 

1. Pengertian 

Kultur adalah suatu metode yang dilakukan secara in vitro 

untuk menumbuhkan mikroorganisme atau sel dengan 

menggunakan media nutrisi yang sesuai dalam kondisi laboratorium. 

Media kultur ini mengandung kombinasi zat gizi yang diperlukan 

untuk menunjang pertumbuhan dan reproduksi mikroorganisme. 

Nutrisi yang tersedia di dalam media akan dimanfaatkan oleh 

mikroorganisme dalam bentuk molekul-molekul kecil, yang 

selanjutnya digunakan untuk membentuk struktur dan komponen 

seluler (Ayu Yasmini, 2023). 

Media kultur memungkinkan dilakukannya isolasi dan 

identifikasi mikroorganisme guna mendapatkan kultur yang murni. 

Karena setiap spesies bakteri memiliki kebutuhan nutrisi yang 

berbeda, maka komposisi media dapat disesuaikan secara spesifik. 

5
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Oleh sebab itu, berbagai variasi media telah dikembangkan dan 

secara luas dimanfaatkan dalam praktik diagnostik mikrobiologi 

klinis (Forbes et al., 2016; Madigan et al., 2018). 

2. Manfaat 

Pembuatan media kultur mikroorganisme bertujuan untuk 

menyediakan campuran nutrisi yang seimbang agar mikroorganisme 

dapat tumbuh secara optimal. Media ini berfungsi sebagai 

lingkungan buatan yang meniru kondisi alami yang diperlukan untuk 

mendukung aktivitas metabolisme dan reproduksi mikroorganisme. 

Selain sebagai tempat tumbuh, media kultur juga dianggap sebagai 

standar emas dalam menegakkan diagnosis pasti penyakit infeksi. 

Media ini dapat digunakan untuk mengisolasi mikroorganisme, 

menguji karakteristik fisiologisnya, serta menghitung jumlah 

mikroorganisme dalam sampel laboratorium (Forbes et al., 2016; 

Madigan et al., 2018). 

3. Ciri-Ciri dan Kriteria Media Kultur yang Efektif 

Media kultur yang baik harus memiliki sejumlah karakteristik 

penting. Pertama, media tersebut harus mampu mendukung 

pertumbuhan mikroorganisme meskipun hanya diinokulasikan dalam 

jumlah sangat kecil, bahkan dari satu sel tunggal. Selain itu, media 

kultur ideal perlu mendukung pertumbuhan mikroorganisme dengan 

cepat, mudah disiapkan, dan ekonomis. Media ini juga harus 

1
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mampu menampilkan ciri-ciri spesifik yang diharapkan selama 

proses pertumbuhan mikroorganisme (Prescott et al., 2021). 

Media kultur harus memenuhi syarat utama, yaitu 

mengandung komponen yang diperlukan oleh mikroorganisme 

dalam takaran yang tepat. Media sebaiknya menyediakan sumber 

energi, makronutrien, mikronutrien, vitamin, serta memiliki tingkat pH 

yang sesuai untuk mendukung pertumbuhan. Selain itu, sterilitas 

media juga menjadi hal yang penting guna memastikan bahwa 

mikroorganisme yang ditumbuhkan dapat berkembang menjadi 

kultur murni tanpa kontaminasi. 

Berikut adalah beberapa persyaratan media kultur (Ayu 

Yasmini, 2023): 

a. Menyediakan Energi 

Energi sangat penting untuk mendukung pertumbuhan 

bakteri, dan umumnya diperoleh melalui proses oksidasi senyawa 

organik yang terkandung dalam media, seperti karbohidrat dan 

protein. 

b. Menyediakan Sumber Karbon (C) 

Karbon merupakan unsur esensial yang biasanya 

diperoleh dari senyawa organik seperti protein dan karbohidrat. 

Sumber protein dalam media dapat berupa pepton atau ekstrak 

daging, sedangkan karbohidrat bisa berupa glukosa, laktosa, 

maupun sukrosa. 

1
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c. Menyediakan Sumber Nitrogen (N)  

Nitrogen dibutuhkan untuk sintesis komponen sel, dan 

dapat disuplai melalui dua jenis sumber: anorganik seperti 

amonium nitrat (NH₄NO₃) atau amonium sulfat ((NH₄)₂SO₄), serta 

sumber organik seperti pepton, protein, atau asam amino 

d. Menyediakan garam 

e. Memiliki pH yang sesuai 

Derajat keasaman atau pH biasanya bersifat netral, 

meskipun ada juga yang bersifat alkali. 

f. Memiliki oksidasi yang cukup 

g. Memiliki suhu yang sesuai 

h. Memiliki tekanan osmose yang sesuai media (harus isotonic). 

i. Mengandung faktor pertumbuhan.  

Dengan memenuhi semua persyaratan tersebut, media 

kultur dapat berfungsi secara optimal dalam menumbuhkan 

mikroorganisme yang diinginkan. 

4. Bahan - Bahan Media Kultur 

a. Bahan Dasar (Ayu Yasmini, 2023) : 

1) Air (H2O) 

Air merupakan komponen penting dalam media kultur 

karena berfungsi mempertahankan kelembapan, memfasilitasi 

proses metabolisme dan pertukaran zat, serta bertindak 

1
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sebagai pelarut bagi nutrisi yang diperlukan oleh 

mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembang. 

2) Agar – agar yang berasal dari rumput laut 

Agar digunakan sebagai agen pemadat dalam media 

kultur. Zat ini umumnya tidak mudah diuraikan oleh sebagian 

besar mikroorganisme dan memiliki titik leleh sekitar 45°C 

3) Gelatin 

Gelatin berperan sebagai pemadat media seperti halnya 

agar. Zat ini merupakan polimer yang tersusun dari asam 

amino dan berasal dari kolagen. Namun, kelemahan gelatin 

dibandingkan agar adalah lebih banyak jenis mikroorganisme 

yang mampu menguraikannya. 

4) Silika Gel 

Silika gel merupakan bahan yang mengandung senyawa 

natrium silikat dan digunakan sebagai agen pemadat dalam 

media kultur. Bahan ini umumnya dimanfaatkan untuk 

memadatkan media yang ditujukan bagi pertumbuhan 

mikroorganisme autotrof obligat. 

a. Unsur Hara atau Bahan Zat Makanan 

Media kultur harus mengandung berbagai elemen penting 

yang diperlukan untuk mendukung aktivitas metabolisme dan 

pertumbuhan sel mikroorganisme. Elemen-elemen tersebut 

meliputi makronutrien seperti karbon (C), hidrogen (H), oksigen 

3
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(O), nitrogen (N), dan fosfor (P), serta mikronutrien seperti besi 

(Fe), magnesium (Mg), dan sejumlah unsur jejak lainnya 

(Madigan et al., 2018). 

1) Sumber Karbon dan Energi 

Mikroorganisme memperoleh karbon dan energi dari 

senyawa organik atau anorganik, tergantung pada sifat 

fisiologisnya. Mikroba heterotrof memanfaatkan senyawa 

organik sebagai sumber karbon, yang dapat berasal dari 

karbohidrat, lemak, protein, maupun asam organik. 

2) Penyedia Nitrogen 

Nitrogen dapat diperoleh dari berbagai senyawa organik 

seperti asam amino, protein, maupun senyawa lain yang 

mengandung nitrogen. Selain itu, beberapa jenis 

mikroorganisme juga mampu menggunakan nitrogen dari 

sumber anorganik, seperti urea. 

3) Kebutuhan Vitamin 

Vitamin berperan dalam mengaktifkan kerja enzim dalam 

sel mikroorganisme. Sebagian besar spesies mikroba mampu 

memproduksi vitamin yang dibutuhkannya sendiri. Namun, 

beberapa jenis vitamin yang umum digunakan dalam media 

kultur meliputi vitamin B, vitamin B6, vitamin C, serta kelompok 

vitamin B kompleks. 
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b. Komponen Tambahan 

Komponen tambahan dalam media kultur merupakan zat 

yang ditambahkan dengan tujuan tertentu. Misalnya, indikator pH 

seperti phenol red digunakan untuk mendeteksi perubahan tingkat 

keasaman akibat pembentukan asam organik selama aktivitas 

metabolik mikroorganisme. Selain itu, penambahan antibiotik 

dapat berfungsi untuk menekan pertumbuhan mikroba yang tidak 

diinginkan atau mencegah kontaminasi, sehingga membantu 

proses isolasi mikroorganisme target secara lebih selektif 

(Cappuccino & Welsh, 2017). 

5. Pengelompokan Media Kultur 

Media kultur dapat dibedakan berdasarkan bentuk fisiknya, 

kandungan atau komposisi kimianya, serta tujuan atau fungsi 

penggunaannya (Ayu Yasmini, 2023). 

a. Berdasarkan Bentuk 

Berdasarkan bentuk fisiknya, media kultur dibagi menjadi 

tiga jenis yang diklasifikasikan berdasarkan ada atau tidaknya 

bahan pemadat, seperti agar atau gelatin. Adapun jenis-jenis 

media tersebut adalah sebagai berikut: 

1) Media Padat 

Media padat adalah media yang mengandung agar 

sebanyak 15%, sehingga setelah didinginkan, media tersebut 

akan mengeras. Contoh media padat adalah Nutrient Agar. 

3
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Media padat umumnya digunakan untuk pertumbuhan bakteri, 

ragi, jamur, dan kadang-kadang mikroalga.  

 

 

 

 

 

Gambar 2.8 Media Padat (Nutrient Agar) 

 (Ayu Yasmini, 2023) 

Media padat dapat dibedakan menjadi tiga jenis 

berdasarkan bentuk dan wadah penggunaannya, yaitu : 

a) Media Tegak 

Media tegak menggunakan tabung reaksi yang 

diletakkan secara tegak sebagai wadah. 

 

 

Gambar 2.9 Media tegak, media miring, dan media 
lempeng (Ayu Yasmini, 2023) 
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b) Media Miring 

Media miring menggunakan tabung reaksi yang 

diletakkan dengan posisi miring. 

c) Media Lempeng 

Media lempeng menggunakan petridish (piring), 

sebagai wadahnya. 

2) Media Semi Padat 

Media semi padat mengandung agar 0,3–0,4% sehingga 

bertekstur kenyal namun tidak sepenuhnya padat. Media ini 

dirancang untuk mendukung penyebaran mikroorganisme 

tanpa pencampuran sempurna saat terguncang, membatasi 

difusi oksigen, serta menciptakan kondisi anaerob. Cocok 

untuk mikroba yang memerlukan kelembapan tinggi, hidup 

tanpa oksigen, dan untuk mengamati pergerakannya. Sebagai 

contoh, bakteri yang ditanam pada media semi padat NfB 

(Nitrogen-free Bromthymol Blue) akan membentuk cincin hijau 

kebiruan di bawah permukaan, yang akan mudah rusak jika 

media berbentuk cair.  

3) Media Cair 

Media cair merupakan jenis media yang tidak 

mengandung zat pemadat, dan biasanya dimanfaatkan untuk 

mendukung pertumbuhan mikroba. Beberapa contoh media 

1
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cair yang umum digunakan antara lain Nutrient Broth (NB) dan 

Lactose Broth (LB). 

Keunggulan media cair: 

a) Memfasilitasi pertumbuhan bakteri yang berasal dari 

sampel seperti darah atau air, terutama ketika diperlukan 

volume besar untuk analisis. 

b) Digunakan sebagai media awal dalam pembuatan kultur 

yang akan dimanfaatkan untuk produksi antigen atau 

vaksin. 

c) Bermanfaat dalam pengamatan kecepatan pertumbuhan 

serta proses pengendapan sel bakteri. 

Kelemahan media cair: 

a) Sulit untuk mengisolasi jenis bakteri yang berbeda dari 

populasi campuran. 

b) Menyulitkan studi mengenai karakteristik koloni. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2.10 Media cair, semi solid, dan media padat 
(Ayu Yasmini, 2023). 

b. Berdasarkan Kandungan 

Berdasarkan kandungannya, media kultur dapat 

dikategorikan ke dalam tiga jenis, yaitu (Ayu Yasmini, 2023): 

1
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1) Media Alami/Non Sintetis 

Media ini dibuat dari bahan-bahan alami dengan 

komposisi yang tidak dapat ditentukan secara pasti karena 

berasal langsung dari ekstrak sumber alami seperti kentang, 

daging, telur, ikan, tepung, atau sayuran. Contoh media yang 

termasuk dalam kategori ini antara lain Tomato Juice Agar, 

Brain Heart Infusion Agar, dan Pancreatic Extract. 

2) Media Semi Sintesis 

Media ini tersusun dari campuran bahan alami dan bahan 

kimia sintetis. Salah satu contohnya adalah Potato Dextrose 

Agar (PDA), yang mengandung agar, dekstrosa, dan ekstrak 

kentang. Meskipun demikian, kandungan kimiawi dalam 

ekstrak kentang tidak dapat diketahui secara rinci. 

3) Media Sintesis 

Media ini dirancang menggunakan senyawa kimia 

dengan komposisi serta konsentrasi yang telah diketahui 

secara tepat. Beberapa contoh dari media sintetik ini antara 

lain Mac Conkey Agar dan Glucose Agar. 

1

1
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Gambar 2.11 Media Sintesis (A=Mac Conkey Agar,  
B= Glucose Agar) (Ayu Yasmini, 2023) 

c. Berdasarkan Fungsi.  

Media kultur dapat dikelompokkan menurut fungsinya dan 

lazim digunakan dalam berbagai prosedur mikrobiologi di 

laboratorium, yang mencakup beberapa jenis berikut (Ayu 

Yasmini, 2023): 

1) Media Basal (Media Dasar) 

Media basal berfungsi sebagai media dasar untuk 

meracik media yang lebih kompleks dan mampu mendukung 

pertumbuhan berbagai jenis mikroorganisme. Contohnya 

adalah nutrient broth dan peptone broth. 

 

Gambar 2.12 Media basal (Nutrient Agar (Ayu Yasmini, 2023). 
 

1
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2) Media Non Selektif 

Media non-selektif berfungsi mendukung pertumbuhan 

berbagai jenis mikroorganisme dengan laju pertumbuhan yang 

relatif cepat. Contohnya adalah Brain Heart Infusion Broth 

(BHIB) dan Nutrient Agar, yang digunakan untuk 

memperbanyak mikroba sebelum proses identifikasi dilakukan. 

3) Media Selektif 

Media selektif diformulasikan untuk mendukung 

pertumbuhan mikroorganisme tertentu sekaligus menghambat 

mikroba lain. Selektivitas ini diperoleh melalui penambahan 

bahan seperti gula tunggal sebagai sumber karbon, pewarna, 

antibiotik, garam, atau senyawa penghambat spesifik yang 

memengaruhi metabolisme atau enzim mikroba. Contoh media 

selektif meliputi Thayer Martin agar dan Lowenstein Jensen 

agar (Ayu Yasmini, 2023). 

 
Gambar 2.13 Thayer Martin Agar Positif N.gonorhoea 

(Ayu Yasmini, 2023). 
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Gambar 2.14 Lowenstein Jensen agar positif Mycobacterium 

tuberculosis (Ayu Yasmini, 2023). 
 

4) Media Diferensial 

Media diferensial digunakan untuk membedakan 

organisme yang memiliki kekerabatan erat. Kandungan zat 

pewarna atau bahan kimia tertentu dalam media dapat 

menyebabkan perubahan pada sifat atau pola pertumbuhan 

mikroorganisme, seperti perbedaan warna atau bentuk koloni. 

Perubahan ini menjadi indikator penting dalam proses 

identifikasi. Contoh media diferensial meliputi Mannitol Salt 

Agar (MSA), MacConkey Agar, Eosin Methylene Blue Agar 

(EMBA), Hektoen Enteric (HE) agar, Xylose-Lysine-

Desoxycholate (XLD) agar, dan Blood Agar (Ayu Yasmini, 

2023). 
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Gambar 2.15 Media diferensial (Mannitol Salt Agar) 

(Ayu Yasmini, 2023) 
 

5) Media Diperkaya 

Media diperkaya merupakan jenis media yang 

diformulasikan dengan menambahkan zat gizi tertentu guna 

meningkatkan pertumbuhan mikroorganisme fastidious, yaitu 

mikroba yang memerlukan nutrien khusus. Media ini membantu 

mikroorganisme yang sulit tumbuh pada media biasa untuk 

berkembang dengan optimal. Umumnya digunakan dalam 

isolasi mikroba patogen dari sampel klinis. Contoh media 

diperkaya antara lain Blood Agar dan Chocolate Agar (Ayu 

Yasmini, 2023). 

    

Gambar 2.16 Alkali Pepton Water (Ayu Yasmini, 2023). 
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6. Pewarnaan Pulasan Bakteri 

Isolat yang telah dikultur dapat diidentifikasi melalui 

mikroskop cahaya, baik dengan atau tanpa teknik pewarnaan. 

Namun, tanpa pewarnaan, pengamatan menjadi lebih menantang 

karena sebagian besar sel bakteri bersifat transparan atau setengah 

tembus cahaya, sehingga struktur sel sulit dikenali. Sebaliknya, 

pewarnaan mempermudah visualisasi dan memungkinkan struktur 

mikroba diamati dengan lebih jelas dan detail. Pewarnaan ini 

memiliki berbagai fungsi penting dalam proses identifikasi (Ayu 

Yasmini, 2023): 

a. Memberikan pewarnaan pada sel atau komponen tertentu di 

dalamnya untuk meningkatkan kontras dan mempermudah 

pengamatan mikroskopis. 

b. Memperlihatkan struktur internal sel secara lebih rinci. 

c. Membantu membedakan jenis mikroorganisme yang berbeda. 

d. Digunakan untuk mengidentifikasi pH serta potensi redoks di 

dalam dan di luar sel. Salah satu teknik pewarnaan yang paling 

umum digunakan dalam bakteriologi adalah pewarnaan Gram.  

Pewarnaan Gram merupakan metode pewarnaan diferensial 

yang berfungsi untuk membedakan bakteri menjadi dua kelompok 

utama, yakni Gram positif dan Gram negatif. Teknik ini melibatkan 

lebih dari satu jenis pewarna untuk membedakan karakteristik 

dinding sel bakteri. Prosedurnya terdiri dari tiga tahap utama. Tahap 

2

41

120

Page 74 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300

Page 74 of 144 - Integrity Submission Submission ID trn:oid:::1:3295696300



45 
 

 

pertama adalah pewarnaan seluruh sel dengan pewarna utama 

(primary stain). Selanjutnya, dilakukan proses dekolorisasi untuk 

menghilangkan warna dari sebagian jenis sel. Tahap terakhir adalah 

penambahan pewarna pembanding (counterstain) yang akan 

mewarnai sel yang telah kehilangan warna sebelumnya, sementara 

tidak memengaruhi sel yang masih mempertahankan warna dari 

pewarna utama. Hasilnya, dua kelompok bakteri akan tampak 

dengan warna yang berbeda: satu berwarna sesuai pewarna utama, 

dan yang lainnya sesuai pewarna pembanding (Ayu Yasmini, 2023). 

Gambar 2.17 Prosedur Pewarnaan Gram (Ayu Yasmini, 2023). 

Prosedur pengecatan Gram dijelaskan pada Gambar 2.17. 

Langkah pertama melibatkan pemberian kristal violet dari larutan 

Gram A sebagai pewarna utama, yang akan mewarnai seluruh sel 
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bakteri menjadi ungu. Langkah kedua yaitu penambahan larutan 

Gram B yang mengandung iodin, berfungsi sebagai mordant untuk 

memperkuat ikatan antara kristal violet dan dinding sel bakteri, 

sehingga warna lebih melekat dan tidak mudah hilang. Tahap 

selanjutnya adalah dekolorisasi menggunakan etanol 95% (Gram 

D). Pada tahap ini, bakteri Gram positif tetap mempertahankan 

warna ungu karena kompleks kristal violet-iodin tetap terikat kuat 

pada dinding selnya yang tebal. Sebaliknya, bakteri Gram negatif 

kehilangan warna karena struktur dinding selnya yang lebih tipis 

tidak mampu mempertahankan pewarna. Terakhir, diberikan 

pewarna pembanding berupa safranin (juga dalam larutan Gram D), 

yang akan mewarnai bakteri Gram negatif menjadi merah muda, 

sementara bakteri Gram positif tetap berwarna ungu. Dengan cara 

ini, hasil pewarnaan Gram memperlihatkan dua kelompok bakteri 

yang dapat dibedakan berdasarkan warna: Gram positif berwarna 

ungu dan Gram negatif berwarna merah muda (Ayu Yasmini, 2023). 

Variasi warna yang tampak setelah proses pewarnaan Gram 

sangat dipengaruhi oleh struktur dinding sel yang berbeda antara 

bakteri Gram positif dan Gram negatif (lihat Gambar 2.18). Bakteri 

Gram positif memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang 

tebal serta mengandung asam teikoat (teichoic acids) yang tertanam 

di dalamnya. Sebaliknya, dinding sel bakteri Gram negatif hanya 

memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis, tanpa kandungan asam 

3
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teikoat, tetapi dilengkapi dengan membran luar yang tersusun atas 

lipopolisakarida. Ketebalan lapisan peptidoglikan dan adanya asam 

teikoat pada Gram positif membuat ikatan antara kristal violet dan 

iodin menjadi sangat kuat, sehingga tidak mudah larut saat 

dilakukan dekolorisasi menggunakan etanol. Sementara itu, pada 

Gram negatif, membran luarnya tidak mampu mempertahankan 

kompleks pewarna tersebut, sehingga warna utama mudah hilang 

selama tahap pencucian (Ayu Yasmini, 2023). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2.18 Perbedaan Struktur Dinding Sel Bakteri 
(Ayu Yasmini, 2023). 

Ketika larutan dekolorisasi diaplikasikan, lapisan luar pada 

sel bakteri Gram negatif akan mengalami pelarutan, menyebabkan 

kristal violet sebagai pewarna utama ikut terangkat. Akibatnya, sel 

Gram negatif kehilangan warna ungu yang sebelumnya terbentuk 

dan akan menyerap pewarna kedua pada tahap selanjutnya. 

Sementara itu, sel Gram positif tetap mempertahankan warna ungu 

karena pewarna utama tetap melekat pada dinding selnya. Dengan 

demikian, hasil akhir dari proses pewarnaan Gram menunjukkan 

bahwa bakteri Gram positif berwarna ungu, sedangkan Gram negatif 
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tampil dengan warna merah muda karena terwarnai oleh safranin 

sebagai counterstain (Ayu Yasmini, 2023). 

7. Pengendalian Mutu Media Pertumbuhan Mikroorganisme 

Quality control merupakan serangkaian langkah yang 

dilakukan oleh laboratorium untuk memastikan bahwa hasil 

pemeriksaan yang dihasilkan memiliki mutu yang dapat dipercaya. 

Proses penjaminan mutu mencakup semua tahap pemeriksaan, 

mulai dari fase pra-analitik, analitik, hingga pasca-analitik. 

Banyak laboratorium biasanya menyusun sendiri media 

kultur yang digunakan, baik untuk kegiatan diagnostik rutin maupun 

keperluan penelitian, dengan tujuan menjamin kualitas media yang 

digunakan serta memperoleh hasil yang valid. Oleh karena itu, 

penerapan sistem manajemen mutu yang tepat sangat penting. 

Media yang telah diracik harus dievaluasi terlebih dahulu 

berdasarkan sejumlah parameter penting sebelum dipakai, guna 

memastikan bahwa media tersebut memenuhi syarat kelayakan 

(Ayu Yasmini, 2023): 

a. Parameter Sterilisasi 

Sterilisasi adalah parameter krusial dalam kontrol mutu 

media kultur, biasanya dilakukan dengan autoklaf. Waktu 

sterilisasi harus dikendalikan dengan tepat karena pemanasan 

berlebihan dapat merusak nutrisi media akibat reaksi antar 

komponen atau degradasi zat penting bagi mikroorganisme. 
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b. Parameter Bentuk Fisik 

Parameter bentuk dinilai dari kondisi tampilan media, yang 

harus bersih dan bebas kotoran. Media juga harus memiliki 

permukaan rata tanpa gelembung atau lubang berlebih, pengisian 

plat seragam, serta tidak menunjukkan retak saat membeku atau 

mengalami kristalisasi. 

c. Parameter Mikrobiologi 

Parameter mikrobiologi berfokus pada kemampuan media 

mendukung pertumbuhan mikroba dengan karakteristik spesifik. 

Untuk itu, prosedur inokulasi standar harus diterapkan. Evaluasi 

dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif, dengan 

membandingkan hasil pertumbuhan dari batch media baru dan 

batch sebelumnya secara bersamaan. 

d. Parameter Cemaran 

Parameter ini krusial dalam menjamin mutu media, karena 

bertujuan mendeteksi potensi kontaminasi pada setiap batch 

sebelum digunakan. Setiap batch harus disimpan pada suhu 

ruang minimal tiga hari, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 24 jam. Setelah inkubasi, media diperiksa untuk 

memastikan tidak ada pertumbuhan mikroba. Jika ditemukan 

kontaminasi, uji harus diulang. Apabila kontaminasi tetap terjadi, 

batch tersebut dianggap tidak layak pakai. 
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8. Tahapan Pemeriksaan Kultur Bakteri Staphylococcus aureus 

Terdapat beberapa metode untuk mengidentifikasi bakteri 

Staphylococcus aureus. Bakteri ini dapat tumbuh pada suhu 35°C, 

dengan rentang pertumbuhan antara 15°C hingga 40°C, di mana 

suhu optimal untuk pertumbuhannya adalah 35°C. Staphylococcus 

aureus dapat berkembang biak di lingkungan yang hanya 

mengandung hidrogen, dan dengan pH yang ideal sebesar 7,4, 

bakteri ini juga dapat tumbuh secara anaerob. Koloni yang terbentuk 

pada media agar umumnya berwarna kuning keemasan, berbentuk 

bulat dengan diameter 1-2 mikron, serta memiliki ciri cembung, 

buram, mengkilat, dan tekstur yang lembut. Untuk mengidentifikasi 

Staphylococcus aureus, bakteri tersebut dapat ditanam pada media 

MSA (Manitol Salt Agar) dan diuji menggunakan katalase (Ayu 

Yasmini, 2023). 

a. Pengujian MSA 

Mikroorganisme tersebar luas di lingkungan, termasuk di 

tanah, air, makanan, serta di dalam tubuh makhluk hidup. Salah 

satu jalur penularannya adalah melalui kontaminasi terhadap 

media yang sebelumnya steril, yang bisa terjadi akibat kontak 

dengan udara, air, tangan, atau pernapasan. Mikroorganisme 

yang masuk ke media akan tumbuh dan berkembang, dan dapat 

diamati dalam bentuk koloni. 

8
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Patogen Staphylococcus aureus dapat diidentifikasi melalui 

media selektif MSA (Mannitol Salt Agar). Bakteri tertentu, seperti 

Staphylococcus epidermidis yang bersifat gram positif, hanya 

dapat tumbuh di media ini. Hal ini disebabkan oleh kandungan 

mannitol, indikator fenol merah, dan 7,5-10% garam natrium 

klorida dengan konsentrasi tinggi pada media MSA. Proses 

fermentasi mannitol yang dilakukan oleh Staphylococcus aureus 

menyebabkan perubahan warna media dari merah menjadi 

kuning (Ayu Yasmini, 2023). 

b. Uji Katalase 

Uji ini digunakan untuk membedakan antara 

Staphylococcus sp. dan Streptococcus sp. Hasil positif dari uji ini 

menunjukkan bahwa Staphylococcus menghasilkan gelembung 

gas (O₂). Bakteri yang dikultur dalam larutan H₂O₂ digunakan 

untuk menguji keberadaan enzim katalase. Bakteri dengan hasil 

katalase positif akan menunjukkan pembentukan gelembung 

pada preparat (Ayu Yasmini, 2023). 

c. Teknik Streak Plate 

Metode Streak Plate merupakan suatu teknik yang 

digunakan untuk menumbuhkan mikroba yang terdapat dalam 

suspensi. Proses ini dilakukan dengan cara mengoleskan sampel 

yang telah diambil ke dalam media MSA menggunakan gerakan 
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zig-zag. Tujuan dari metode ini adalah untuk memungkinkan sel-

sel mikroba memperluas area pertumbuhan koloni bakterial. 

Setelah proses penanaman, cawan petri diinkubasi selama 

24 jam. Selanjutnya, koloni yang terbentuk diamati pada masing-

masing cawan petri. Sekelompok bakteri yang memiliki morfologi 

serupa disebut sebagai koloni. Beberapa aspek morfologi yang 

perlu diperhatikan dalam pengamatan koloni meliputi: 

1) Bentuk koloni: Koloni dapat memiliki bentuk yang teratur 

(circular), tidak teratur (irregular), atau seperti titik (punctiform). 

2) Bentuk pinggiran koloni: Pinggiran koloni dapat bervariasi, 

antara lain halus dan teratur (entire), berfilamen (filamentous), 

bergelombang (undulate), atau bercabang (rhizoid). 

3) Tekstur koloni: Tekstur koloni dapat bervariasi, seperti lembab 

(moist), berlendir (mucoid), atau kering. 

4) Warna koloni: Koloni dapat memiliki tampilan mengkilap 

(shiny), buram (opaque), atau pucat. 

Pengamatan yang cermat terhadap karakteristik ini sangat 

penting dalam identifikasi dan analisis mikroba yang diuji. 

d. Pengecatan Gram 

Melalui penggunaan pewarna Gram, bakteri dapat 

dikelompokkan ke dalam kategori gram positif dan gram negatif. 

Bakteri gram negatif ditandai dengan warna merah, sementara 

bakteri gram positif memperoleh warna ungu (Amin et al. 2023). 
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Pewarnaan Gram berfungsi untuk mengamati sifat gram dan 

morfologi bakteri. Teknik pengecatan Gram ini digunakan untuk 

membedakan jenis-jenis bakteri. Proses ini pertama kali 

diperkenalkan oleh Hans Christian Gram pada tahun 1884. 

Mikroorganisme hanya dapat diobservasi menggunakan 

mikroskop dan diwarnai agar terlihat lebih jelas (Hayati et al., 

2019). 

9. Kekurangan dan Kelebihan Kultur Bakteri 

Bakteri merupakan komponen yang sangat penting dalam 

ekosistem. Kehadiran bakteri memiliki peranan yang krusial bagi 

kesehatan dan lingkungan kita, serta berkontribusi secara signifikan 

dalam produksi pangan. Selain itu, bakteri juga menyediakan sarana 

bagi para ahli biologi untuk memanfaatkan berbagai sifat yang 

dimilikinya dalam proses produksi senyawa-senyawa tertentu. 

Namun demikian, bakteri juga berpotensi menimbulkan bahaya, 

yang dapat mengakibatkan kerusakan serta penyakit. Oleh karena 

itu, kemampuan untuk melakukan kultur mikroba ini menjadi langkah 

yang sangat penting untuk memanfaatkan keunggulannya, 

mengidentifikasi patogen yang berbahaya, serta meningkatkan 

pemahaman dan kemampuan kita dalam bidang ini. Dalam artikel 

ini, kami akan membahas pengertian kultur bakteri, faktor-faktor 

yang memengaruhi kondisi kultur, masalah umum yang sering 

16
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muncul, serta sejumlah aplikasi yang dimungkinkan dari teknologi 

ini. 

Adapun kekurangan dan kelebihan dari kultur bakteri, yaitu 

(Putri dkk., 2018): 

a. Kurangan Kultur Bakteri 

1) Terbatas jika digunakan untuk mendeteksi mikroorganisme 

yang tidak diketahui dalam spesimen. 

2) Kontaminasi kultur bakteri dapat terjadi. 

3) Beberapa spesies bakteri tumbuh dengan mudah dan cepat. 

b. Kelebihan Kultur Bakteri 

1) Dapat mengetahui keberadaan patogen tertentu. 

2) Dapat mempelajari virulensi, kerentanan antibiotic dan urutan 

genom bakteri. 

3) Dapat membantu memahami dan pengobatan penyakit yang 

disebabkan oleh bakteri. 

C. Tinjauan Tentang Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Reaksi Rantai Polimerase (PCR) merupakan teknik enzimatik 

yang digunakan untuk menggandakan fragmen DNA secara in vitro. 

Proses ini memerlukan beberapa komponen utama, yaitu: DNA 

template yang akan diperbanyak; primer oligonukleotida pendek 

(sekitar 15–25 basa) yang berfungsi sebagai titik awal sintesis DNA; 

dNTP (deoksiribonukleotida trifosfat) yang meliputi dATP, dCTP, 

dGTP, dan dTTP sebagai bahan baku pembentukan DNA baru; serta 
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enzim DNA polimerase yang berperan dalam proses sintesis rantai 

DNA. Selain itu, diperlukan pula buffer PCR dan magnesium klorida 

(MgCl₂) sebagai komponen pendukung reaksi (Deng Y, et al., 2019). 

Kelebihan metode PCR terletak pada tingkat spesifisitas, 

efisiensi, dan akurasinya yang tinggi. Spesifisitas diperoleh dari 

kemampuannya untuk memperbanyak fragmen DNA secara selektif 

melalui siklus-siklus tertentu. Akurasi PCR didukung oleh kerja DNA 

polimerase yang memiliki kemampuan koreksi kesalahan, sehingga 

menekan terjadinya kesalahan saat proses amplifikasi berlangsung. 

Selain itu, PCR mampu menggandakan fragmen DNA berukuran 110 

bp (5 × 10⁻⁹ mol) hingga mencapai 200.000 kali lipat hanya dalam 20 

siklus reaksi yang berlangsung selama 220 menit. Proses ini juga 

sangat efisien karena hanya memerlukan jumlah sampel dan reagen 

yang minimal, serta tidak memerlukan tahap pemurnian DNA cetakan 

sebelum digunakan (Deng Y, et al., 2019). 

Pemilihan primer yang tepat merupakan faktor krusial dalam 

mendukung keberhasilan deteksi molekuler berbasis PCR, karena 

primer berfungsi sebagai pemicu utama proses amplifikasi DNA. 

Penggunaan primer spesifik memungkinkan identifikasi gen target 

bakteri patogen secara cepat, sensitif, dan mudah diterapkan dalam 

kegiatan diagnostik rutin. Meskipun demikian, PCR memiliki beberapa 

keterbatasan, di antaranya biaya yang masih relatif tinggi dan 

ketidakmampuannya dalam membedakan DNA yang berasal dari 
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mikroorganisme hidup atau mati—sehingga baik antigen aktif maupun 

pasif tetap terdeteksi. Proses PCR dijalankan dengan bantuan alat 

termosiklus, yakni perangkat yang secara otomatis mengatur suhu 

pemanasan dan pendinginan tabung reaksi sesuai kebutuhan setiap 

tahapan reaksi. Metode ini terdiri atas tiga tahap utama yang 

berlangsung secara berulang selama 30 hingga 40 siklus, bergantung 

pada konsentrasi DNA target dalam campuran reaksi. Hasil akhir dari 

proses ini adalah DNA beruntai ganda dalam jumlah yang jauh lebih 

banyak dibandingkan dengan DNA awal (Deng Y, et al., 2019) : 

1. Denaturasi 

Denaturasi DNA merupakan tahap awal dalam proses PCR, 

di mana rantai ganda DNA dipisahkan menjadi dua untai tunggal. 

Jika proses denaturasi tidak berlangsung secara sempurna, maka 

renaturasi atau penyatuan kembali untai ganda dapat terjadi, yang 

berpotensi menyebabkan kegagalan amplifikasi DNA. Enzim Taq 

polymerase, yang digunakan dalam PCR, memiliki ketahanan panas 

tertentu, dengan waktu paruh lebih dari 2 jam pada suhu 92,5°C, 40 

menit pada suhu 95°C, dan hanya 5 menit pada suhu 97,5°C. Oleh 

karena itu, durasi denaturasi yang terlalu lama dapat menurunkan 

aktivitas enzim ini secara signifikan, sehingga memengaruhi 

efisiensi reaksi PCR. 
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2. Annealing 

Suhu yang digunakan dalam tahap penempelan (annealing) 

pada PCR bervariasi tergantung pada karakteristik primer yang 

digunakan. Umumnya, temperatur annealing berada dalam kisaran 

36°C hingga 72°C, dengan rentang paling umum antara 50°C 

hingga 60°C. Perbedaan suhu ini dipengaruhi oleh panjang 

pasangan basa dalam primer serta kandungan basa guanin-sitosin 

(G-C). Semakin panjang primer dan semakin tinggi kandungan G-C-

nya, maka semakin tinggi pula suhu yang dibutuhkan untuk proses 

penempelan yang optimal. 

3. Ekstensi (Panjang Rantai DNA) 

Pada tahap ini, DNA polimerase memperpanjang rantai DNA 

dengan menambahkan dNTP ke ujung primer. Suhu pada tahap ini 

biasanya antara 72°C yang optimal untuk enzim Taq polymerase. 

Proses ini berlangsung dengan cepat, menghasilkan amplifikasi dari 

target DNA yang diinginkan. 

Demikianlah penjelasan mengenai proses dan komponen 

yang terlibat dalam teknik PCR yang memiliki aplikasi luas dalam 

berbagai bidang penelitian dan diagnosis. Penggunaan prinsip 

dalam merancang primer yang efektif meliputi beberapa kriteria. 

Primer sebaiknya memiliki ukuran antara 18 hingga 25 basa, 

mengandung 50 hingga 60% guanin (G) dan sitosin (C), dan kedua 

primer tersebut sebaiknya memiliki komposisi yang serupa. Selain 
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itu, urutan DNA pada masing-masing primer tidak boleh saling 

berkomplemen, karena hal ini dapat menyebabkan pembentukan 

struktur sekunder pada primer dan mengurangi efisiensi reaksi PCR 

(Deng Y, et al., 2019). 

Pada tahap ekstensi, enzim Taq polymerase 

memperpanjang rantai DNA dari ujung 3‘ primer pada suhu 72°C. 

Laju sintesis nukleotida berkisar antara 35–100 nukleotida per detik, 

tergantung pada kondisi seperti buffer, pH, kadar garam, dan sifat 

DNA target. Untuk memastikan seluruh DNA terbentuk sempurna, 

tahap ini biasanya diperpanjang hingga 5 menit pada siklus akhir 

PCR. Setelah itu, sampel didinginkan pada suhu 4°C guna menjaga 

stabilitas dan mencegah kerusakan DNA (Deng Y, et al., 2019). 

 

Gambar 2.19 Alur Metode PCR-MRSA (Deng Y, et al., 2019). 

D. Kerangka Teori 

Infeksi merupakan kondisi ketika mikroorganisme seperti 

bakteri, virus, atau patogen lainnya masuk ke dalam tubuh, 
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berkembang biak, dan memicu respons yang mengganggu fungsi 

tubuh hingga menimbulkan penyakit. Jika infeksi terjadi pada luka, hal 

ini dapat menghambat proses penyembuhan, meningkatkan risiko 

komplikasi seperti kecacatan, bahkan berujung pada kematian bila 

tidak segera ditangani dengan pengobatan yang tepat. 

Infeksi Luka Operasi (ILO) merupakan infeksi yang terjadi pada 

area sayatan pembedahan dan umum dialami pasien pascaoperasi. 

Infeksi ini dapat berasal dari mikroorganisme eksogen maupun 

endogen yang masuk ke dalam luka saat atau setelah prosedur 

operasi berlangsung. Terjadinya ILO dipengaruhi oleh berbagai faktor, 

antara lain kondisi perawatan praoperasi, teknik dan kebersihan 

selama tindakan bedah, serta jenis operasi yang dilakukan. 

Staphylococcus aureus adalah jenis bakteri pathogen yang 

tergolong dalam kelompok bakteri gram positif, merujuk pada bentuk 

sel-selnya yang menyerupai kelompok anggur. Bakteri ini termasuk 

dalam kategori pathogen yang umum ditemukan dilingkungan 

manusia, serta dapat mempengaruhi indra peraba dan proses 

fotosintesis dalam tubuh manusia. 

Dengan menggunakan media kultur, mikroorganisme dapat 

diisolasi untuk memperoleh kultur murni. Di samping itu, formulasi 

media dapat disesuaikan dengan kebutuhan nutrisi spesifik dari 

masing-masing jenis bakteri, mengingat perbedaan karakteristik 

metabolik antar spesies. Oleh karena itu, berbagai jenis media 
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pertumbuhan telah dirancang dan dimanfaatkan secara luas dalam 

bidang diagnostik mikrobiologi. 

PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan teknik in vitro 

yang digunakan untuk mensintesis dan memperbanyak segmen DNA 

secara signifikan dalam waktu singkat, hanya dalam beberapa jam. 

Proses ini memungkinkan penggandaan jutaan salinan dari bagian 

DNA target. Komponen penting yang diperlukan dalam reaksi PCR 

meliputi DNA template sebagai cetakan, sepasang primer (forward 

dan reverse) yang merupakan oligonukleotida pendek yang 

komplementer dengan urutan target, dNTPs (deoxynucleotide 

triphosphates) sebagai bahan penyusun DNA baru, buffer PCR untuk 

menjaga kondisi reaksi tetap optimal, magnesium klorida (MgCl₂) 

sebagai kofaktor enzim, dan enzim Taq DNA polymerase yang 

bertugas menyintesis rantai DNA baru 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.20 Kerangka Teori 

Staphylococcus aureus 

Infeksi Luka Pasca Operasi 

Kultur PCR 

Hasil 

Perbedaan Persamaan 
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BAB III 

METODE PENELITAN 

A. Desain Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah studi laboratorik dengan 

pendekatan cross sectional. 

B. Lokasi dan Waktu Penelitian 

1. Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di RS UNHAS HUMRC dan 

pengambilan sampel di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar. 

2. Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 30 April – 20 Mei 

2025 

C. Populasi, Sampel, dan Besaran Sampel  

1. Populasi Penelitian 

Populasi dalam penelitian ini adalah pasien yang telah 

menjalani tindakan operasi di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo 

Makassar. 

2. Sampel Penelitian 

Sampel dalam penelitian ini adalah spesimen pada pasien 

yang telah menjalani tindakan operasi di RSUP dr. Wahidin 

Sudirohusodo Makassar.   
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3. Besaran Sampel 

Besaran sampel dalam penelitian ini sebanyak 8 sampel 

yaitu pasien yang telah menjalani tindakan operasi di RSUP 

dr.Wahidin Sudirohusodo Makassar. 

D. Teknik Pengambilan dan Kriteria Sampel Penelitian 

1. Teknik Pengambialn Sampel Penelitian 

Teknik pengambilan sampel dalam penelitian ini adalah 

purposive sampling. 

2. Kriteria Sampel Penelitian 

a. Kriteria Inklusi 

Pasien yang telah menjalani tindakan operasi  

b.  Kriteria Eksklusi 

Pasien dengan infeksi luka pasca operasi yang tidak 

bersedia untuk berpartisipasi dalam penelitian ini. 

E. Variabel Penelitian 

1. Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pasien yang 

telah dilakukan tindakan operasi. 

2. Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah bakteri 

Staphylococcus aureus pada infeksi luka pasca operasi. 
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F. Definisi Operasional 

1. Infeksi Luka Operasi (ILO) merupakan infeksi yang terjadi pada 

area sayatan pembedahan dan umum dialami pasien pascaoperasi 

di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar 

2. Staphylococcus aureus adalah jenis bakteri pathogen yang 

tergolong dalam kelompok bakteri gram positif. 

3. Kultur bakteri merupakan teknik untuk menumbuhkan bakteri dalam 

media khusus sehingga dapat identifikasi jenisnya dan dapat 

dilakukan untuk mengetahui penyebab infeksi bakteri. 

4. Reaksi Rantai Polimerase (PCR) adalah metode in vitro yang 

digunakan untuk mensintesis dan memperbanyak segmen spesifik 

dari DNA. Teknik ini memungkinkan penggandaan bagian tertentu 

dari DNA menjadi jutaan salinan dalam waktu singkat. 

G. Alat dan Bahan 

1. Alat yang digunakan 

Alat yang digunakan yaitu, kain kasa steril, swab dacron 

steril, semprit steril, kapas, ose, rak pewarna, lampu spiritus atau 

bunsen, objek glass, matt pipet, pipet tetes, lemari pendingin, 

coolbox, incubator, mikroskop, BSC Tipe ll, cetakan agarose, Gel 

DOC, laminal flow, sentrifuge, mesin elektroforesis, mesin PCR 

(Biorad), mikropipet (1000 ul, 100 ul, 20 ul, 10 ul), sentrifuge, 

tabung efendorf, tabung PCR, tips (1000 ul, 100 ul, 20 ul, 10 ul), 

gelas ukur, botol scoot 200 ml, tabung pcr 
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2. Bahan Alat yang digunakan 

Bahan yang akan digunakan yaitu sampel pus, NaCl 

fisiologis, media swab Amies Collection & Transport, label, media 

Blood Agar Plate, media MacConkey, minyak imersi, aquadest, 

agarosa, DNA Leader/maker (100 bp), enzim PCR (Go Taq Green), 

ethidium bromide, loading dey, primer, RNAse free water, primer 

dan TBE 0,5. 

H. Prosedur Penelitian 

1. Pra Analitik 

a. Sterilisasi alat 

Sterilisasi peralatan yang akan digunakan dengan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. 

Langkah ini penting untuk menghilangkan mikroorganisme yang 

mungkin ada pada peralatan sehingga sampel media yang 

dihasilkan bersih dan bebas dari kontaminasi sebelum digunakan 

dalam proses kultur dan pengujian mikroba. 

b. Pengambilan Sampel Infeksi Luka Pasca Operasi 

Langkah pertama menghilangkan kotroran dan eksudat 

kering menggunakan kain kasa dengan NaCl fisiologis. 

Kemudian kapas dari media dikeluarkan dari wadahnya, 

kemudian diusapkan ke dalam pus tanpa menyentuh tepi luka. 

Setelah itu, kapas dimasukkan pada media lalu ditutup dengan 

rapat. Kemudian pada tabung diberi tanda/identitas yang 
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kemudian dimasukkan ke dalam coolbox dan dibawa ke 

laboratorium untuk diuji.  

2. Analitik 

a. Kultur Bakteri 

1) Isolasi Bakteri Staphylococcus aureus 

Spesimen yang diambil dari pasien dengan infeksi 

luka pasca operasi di tanam pada media BAP & media 

Mac.Conkey, lalu diinkubasi pada suhu 37oc selama 24 jam. 

2) Pewarnaan Gram 

Koloni yang tumbuh pada media BAP & media 

MacConkey dilakukan pewarnaan gram 

b. PCR 

1) Ektraksi DNA 

Prosedur dimulai dengan preparasi sampel, yaitu 

membuat suspensi bakteri menggunakan standar kekeruhan 

McFarland 0,5–1 dalam tabung ependorf, kemudian 

disentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 300 xg. Setelah 

supernatan dibuang, ditambahkan 200 µL PBS dan 20 µL 

campuran Proteinase K. Tahap lisis sel dilakukan dengan 

menambahkan 200 µL GSB Buffer, divortex, lalu diinkubasi 

pada 60°C selama 20 menit, dengan vortex setiap 5 menit. 

Pada tahap pengikatan DNA, ditambahkan 200 µL etanol, 

divortex selama 10 detik, lalu dimasukkan ke dalam kolom GS 
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dalam tabung koleksi 2 mL dan disentrifugasi pada 14.000–

16.000 rpm selama 1 menit; cairan buangan dibuang. Proses 

pencucian dilakukan dengan 400 µL W1 Buffer, lalu 

disentrifugasi selama 30 detik, diikuti oleh penambahan 600 

µL Wash Buffer dan sentrifugasi lagi selama 30 detik. Tabung 

koleksi diganti, lalu disentrifugasi kembali selama 3 menit 

untuk menghilangkan sisa cairan. Pada tahap elusi, kolom GS 

dipindahkan ke tabung ependorf steril, ditambahkan 100 µL 

elution buffer yang telah dipanaskan, dan disentrifugasi 

selama 3 menit pada 14.000–16.000 rpm. Kolom dibuang, dan 

cairan dalam tabung ependorf merupakan DNA hasil ekstraksi 

yang siap digunakan untuk PCR. 

2) Mix PCR 

Reaksi PCR untuk deteksi gen spa dilakukan dengan 

total volume 25 µL, yang terdiri atas 12,5 µL Go Taq Master 

Mix, 0,5 µL primer spa-113F, 0,5 µL primer spa-1514R, 6,5 µL 

nuclease-free water, dan 5,0 µL DNA sampel. 

3) Running PCR 

Proses PCR dengan primer spa dilakukan dalam tiga 

tahap utama. Tahap awal (pre-denaturasi) dilakukan satu 

siklus pada suhu 94°C selama 5 menit. Dilanjutkan dengan 30 

siklus amplifikasi yang terdiri dari: denaturasi pada 94°C 

selama 30 detik, aneling pada 59°C selama 1 menit, dan 
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ekstensi pada 72°C selama 1 menit. Tahap akhir (final 

extension) dilakukan satu siklus pada suhu 72°C selama 10 

menit 

4) Gel Elektroforesis 

Gel agarose 2% dibuat dengan melarutkan 2 gram 

agarose dalam 100 ml larutan TBE Buffer 0,5×, kemudian 

dipanaskan hingga benar-benar larut. Setelah agak 

mendingin, ditambahkan 5 μl Ethidium Bromide sebagai 

pewarna DNA. Larutan kemudian dituangkan ke dalam 

cetakan dan dibiarkan mengeras. Untuk marker DNA, 

sebanyak 25 μl DNA 100 bp ladder dicampurkan dengan 1 ml 

Blue Juice Loading Dye. Tabung diberi label sebagai ―marker‖. 

Setelah itu, dilakukan persiapan alat elektroforesis, dilanjutkan 

dengan proses running elektroforesis. Setelah selesai, gel 

didokumentasikan menggunakan alat Gel Doc, dengan cara 

menyalakan alat, mengatur posisi gel, mengambil gambar, lalu 

menyimpan dan mencetak hasilnya. 

3. Pasca Analitik 

a. Kultur Bakteri 

Interpretasi hasil positif bila ada pertumbuhan pada 

media BAP dilanjutkan dengan tes identifikasi vitek 2 terdeteksi 

positif Staphylococcus aureus.  
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Infeksi Luka Pasca Operasi 

Swab Pus 

Kultur PCR 

Media BAP 
Media MacConkey 
Pewarnaan Gram 

Uji Identifikasi 
 

Denaturasi  

Annealing  

Ekstensi 

Hasil  

Analisa Data 

Pembahasan 

Kesimpulan  

b. PCR 

Gambar hasil elektroforesis (Interpretasi Hasil PCR) 

positif jika ditemukan ban gen target dari hasil PCR dengan 

panjang antara 180 – 600 bp dan negatif jika tidak terbentuk ban. 

I. Analisis Data 

Data yang telah diperoleh dari hasil pengujian akan dilakukan 

uji statistik dengan menggunakan uji Tanda. 

J. Kerangka Operasional 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 3.1 Kerangka Operasional 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Hasil Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada pasien yang telah menjalani 

tindakan operasi di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar sejak 

tanggal 30 April - 20 Mei 2025. Sampel yang digunakan berupa swab 

luka pasien yang kemudian diperiksa menggunakan pemeriksaan 

kultur dan Polimerase Chain Reaction (PCR). 

Pengambilan sampel dalam penelitian ini menggunakan teknik 

purposive sampling, yaitu metode pemilihan sampel secara sengaja 

berdasarkan kriteria inklusi yang telah ditetapkan peneliti. Penelitian ini 

menggunakan studi laboratorik dengan potong lintang (cross 

sectional). Peneliti secara langsung mengidentifikasi subjek penelitian 

dengan pemeriksaan kultur melalui isolasi dan identifikasi bakteri serta 

melakukan pemeriksaan molekuler multiplex PCR MRSA 

menggunakan jenis primer spa, primer mecA, lukF-PVL & mecA 

LGA251. 

Data yang telah dikumpulkan kemudian diolah, dianalisis, dan 

diinterpretasikan menggunakan perangkat lunak SPSS (Statistical 

Package for the Social Sciences), sehingga diperoleh hasil sebagai 

berikut : 

  

69 
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Tabel 4.1. Hasil Pemeriksaan Staphyloccous aureus Metode Kultur 

Kode 

Sampel 

Metode Kultur 

Hasil 

Pemeriksaan 
Keterangan 

Y1 Negatif Escherichia coli 

Y2 Positif Staphylococcus aureus 

Y3 Negatif Pseudomonas aeruginosa 

Y4 Negatif Proteus mirabilis 

Y5 Negatif Staphyococcus epidermis 

Y6 Positif Staphylococcus aureus 

Y7 Negatif Streptococcus pyogenes 

Total (n) = 7 

Sumber : Data Primer, Mei 2025 

Berdasarkan tabel 4.1, diperoleh bahwa hanya 2 sampel (28.6%) 

yang menunjukkan hasil positif terhadap Staphylococcus aureus, yaitu 

sampel dengan kode Y2 dan Y6. Sedangkan 5 sampel (71.4%) lainnya 

menunjukkan hasil negatif terhadap keberadaan Staphylococcus aureus. 

Namun, pada sampel – sampel dengan hasil negatif tersebut 

ditemukan bakteri lain. Sampel Y1 menunjukkan keberadaan Escherichia 

coli, Y3 menunjukkan Pseudomonas aeruginosa, Y4 mengandung Proteus 

mirabilis, Y5 mengandung Staphylococcus epidermis, dan Y7 teridentifikasi 

Streptococcus pyogenes. 
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Tabel 4.2. Hasil Uji Kepekaan Metode Kultur 

Kode 

Sampel 

Uji kepekaan Antibiotik 

Obat MIC SIR 

Y2 

Clindamycin ≤0.5 S 

Erytromycin ≤0.25 S 

Linezolid 1 S 

Oxcacillin 0.5 S 

Pennicillin G ≤0.12 S 

Tetracycline ≤0.5 S 

Trimethoprim S ≤1/15 S 

Vancomycin ≤1 S 

Y6 

Clindamycin ≤0.5 S 

Erytromycin ≤0.25 S 

Linezolid 2 S 

Oxcacillin 0.5 S 

Pennicillin G >0.25 R 

Tetracycline ≤0.5 S 

Trimethoprim S ≤1/15 S 

Vancomycin ≤1 S 

Sumber : Data Primer Mei 2025 

 

Berdasarakan hasil uji kepekaan antibiotik terhadap isolat bakteri 

Staphylococcus aureus dari dua sampel. Untuk setiap sampel, kepekaan 

terhadap berbagai jenis antibiotik diukur berdasarkan nilai konsentrasi inhibisi 

minimum (MIC) dan status kepekaan (SIR: susceptible, intermediate, 

resisten). Untuk sampel Y2, secara keseluruhan menunjukkan kepekaan 

24
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(susceptible) terhadap seluruh antibiotik yang diuji, seperti clindamycin (≤ 0.5 

µg/mL), Erytromycin (≤0.25 µg/mL), Linezolid (1 µg/mL), Oxacillin (0.5 

µg/mL), penicillin G (≤0.12 µg/mL), Tetracycline (≤0.5 µg/mL), Trimethoprim S 

(≤1/15 µg/mL) dan Vancomycin (≤1 µg/mL). Sedangkan pada sampel Y6, 

isolat juga menunjukkan kepekaan terhadap sebagian besar antibiotik, 

kecuali penicillin G menunjukkan resistensi dengan nilai MIC lebih dari 0.25 

µg/mL 

Tabel 4.3. Hasil Pemeriksaan Staphylococcus aureus metode PCR 

Kode 

Sampel 

Metode PCR 

Hasil 

Pemeriksaan 
Keterangan 

Y1 Negatif Tidak ditemukan gen Spa 

Y2 Positif Ditemukan gen Spa  

Y3 Negatif Tidak ditemukan gen Spa 

Y4 Negatif Tidak ditemukan gen Spa 

Y5 Negatif Tidak ditemukan gen Spa 

Y6 Positif Ditemukan gen Spa  

Y7 Negatif Tidak ditemukan gen Spa 

Total (n) = 7 

Sumber : Data Primer, Mei 2025 

Berdasarkan tabel 4.3, hasil pemeriksaan Staphylococcus aureus 

dengan metode PCR dilakukan terhadap tujuh sampel luka pasien pasca 

operasi, ditemukan sebanyak dua sampel yang menunjukkan hasil positif 

yaitu Y2 dan Y6 keberadaan gen Spa sebagai penanda spesifik keberadaan 20

31
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Staphylococcus aureus. Lima sampel lainnya (Y1, Y3, Y4, Y5, dan Y7) 

menunjukkan hasil negatif.  

Gambar 4.1. Hasil Elektroforesis Staphylococcus aureus 

 

Sumber : Data Primer, Mei 2025 

Berdasarkan gambar 4.1, hasil elektroforesis dengan metode PCR 

menggunakan primer spa dengan rentang panjang pita 180 – 600 pasangan 

basa menunjukkan keberadaan DNA bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini 

ditandai dengan munculnya pita DNA pada sampel berkode Y2 dengan 

panjang 450 pasangan basa dan pada sampel bekode Y6 dengan panjang 

350 pasangan basa serta ditemukan DNA untuk gen methicillin – resistensi 

Staphylococcus aureus (MRSA) menggunakan primer lukF-PV dengan 

panjang pita 83 pasangan basa. Sementara itu, pada sampel berkode Y1, 

Y3, Y4, Y5 dan Y7 tidak terdeteksi primer spa, sebagai gen spesifik 

keberadaan Staphylococcus aureus maupun gen MRSA. 

 

 

500 bp 350 bp 

450 bp 
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Tabel 4.4. Hasil Analisis Uji Tanda (sign test) Metode Kultur  

dan PCR 

Sign Test 
Staphylococcus aureus  

Metode Kultur dan Metode PCR 

p value 0.05 

Sig. (2-tailed) 1.000 

N 7 

Sumber : Data Primer, Mei 2025 

Berdasarkan hasil analisis uji tanda yang dtampilkan pada tabel 4.3, 

diperoleh nilai signifikansi (Sig. 2-tailed) sebesar 1.000. nilai ini jauh lebih 

besar dari batas nilai p yang ditetapkan, yaitu 0.05. Hal ini bermakna bahwa 

tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara hasil pemeriksaan metode 

kultur dan metode PCR dalam mendeteksi keberadaan Staphyloccocus 

aureus. 

B. Pembahasan 

Identifikasi Staphylococcus aureus pada infeksi luka pasien 

paska operasi dilakukan melalui beberapa tahap. Pertama, sampel 

diambil secara aseptik dari luka atau daerah yang terinfeksi 

menggunakan swab dacron, lalu diinokulasi pada media Blood Agar 

Plate (BAP) dan media Mac.Conkey, dan diinkubasi pada suhu 370C, 

selama 24 jam. Jika mikroorganisme tumbuh pada kedua media 

tersebut maka dilakukan pewarnaan gram untuk menentukan 

pengunaan kartu ID (card VITEK 2) bakteri berupa gram positif atau 
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gram negatif, kemudian proses identifikasi bakteri dan uji antibiotik 

dilakukan menggunakan metode VITEK 2  

Kultur bakteri menggunakan media Blood Agar Plate (BAP) 

merupakan teknik bakteriologi konvensional yang masih banyak 

digunakan dalam identifikasi awal Staphylococcus aureus. BAP adalah 

media yang bersifat non selektif namun kaya akan nutrisi, karena 

mengandung darah (biasanya darah domba 5% - 10%) yang 

mendukung pertumbuhan berbagai jenis bakteri, termasuk bakteri 

fastidious (Eva et al., 2023). Hasil identifikasi bakteri dengan sampel 

swab luka pasien paska operasi di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo 

Makassar pada media BAP, menunjukkan ukuran dan warna koloni 

yang bervariasi mulai dari ukuran kecil hingga besar, serta ditemukan 

koloni berwarna keabu-abuan, kuning keemasan, serta ditemukan pula 

koloni abu-abu pucat atau tidak berwarna (lampiran 5.b). 

Salah satu keunggulan media BAP adalah kemampuannya 

menunjukkan pola hemolisis yang dihasilkan oleh mikroorgnisme. Hasil 

penelitian menemukan sebanyak 3 sampel membentuk zona bening (β 

hemolisis) disekitar koloni dan 4 sampel lainnya tidak ada perubahan 

warna dimedia sekitar koloni (y hemolisis). Hemolisis pada media BAP 

terjadi karena bakteri menghasilkan enzim hemolisin yang mampu 

merusak membran sel darah merah (eritrosit) yang terdapat dalam 

media Blood Agar Plate. Proses ini menyebabkan eritrosit bocor keluar 

14
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dan menghasilkan perubahan warna atau kejernihan media disekitar 

koloni (Apriani et al., 2023).  

Pada bakteri Staphylococcus aureus, hemolisis yang terjadi 

juga biasanya berupa β hemolisis, walaupun intensitasnya bisa 

bervariasi bergantung strainya. Hemolisis ini terutama disebabkan oleh 

alpha-toxin yaitu protein yang menyerang membran eritrosit dengan 

membentuk pori, sehingga menyebabkan kebocoran isi sel dan lisis 

total eritrosit. Selain itu, Staphylococcus aureus juga dapat 

menghasilkan toksin lain seperti delta-toxin yang bersifat surfaktan dan 

turut memperkuat efek hemolitik. Hasilnya, koloni Staphylococcus 

aureus pada media BAP akan dikelilingi oleh zona bening sebagai 

indikator hemolisis (Divyakolu S et al., 2019). Namun demikian, 

terdapat pula jenis bakteri lain yang dapat menyebabkan β hemolisis 

pada media BAP diantaranya Streptococcus pyogenes. Bakteri ini 

mampu menghasilkan dua jenis toksin utama yaitu streptolysin-O 

(SLO) dan streptolysin-S (SLS). SLO bersifat sensitif terhadap oksigen 

dan aktif dalam kondisi anaerob, sementara SLS stabil terhadap 

oksigen dan bertanggung jawab atas hemolisis yang tampak pada 

permukaan BAP. Kedua toksin ini bekerja dengan membentuk pori 

pada membran eritrosit sehingga menyebabkan lisis total sel darah 

merah (Kanwal S, Vaitla, 2023) 

Selain itu, koloni Staphylococcus aureus umumnya berbentuk 

bulat, permukaan halus dan berwarna kuning keemasan karena 
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produksi pigmen karotenoid staphyloxanthin pada media BAP. Namun 

tidak semua strain menghasilkan pigmen secara konsisten, beberapa 

strain dapat membentuk koloni berwarna putih atau krem akibat 

rendahnya produksi pigmen karotenoid staphyloxanthin yang 

disebabkan oleh faktor genetik strain maupun lingkungan (Liy, G.Y., 

2019). Misalnya penelitian oleh Campbell et al., (2023) dalam jurnal 

Cell Report menunjukan bahwa isolat Staphylococcus aureus dari luka 

diabetes yang tidak sembuh menghasilkan lebih banyak 

staphyloxanthin dibandingkan dengan isolat dari luka yang sembuh, 

yang menunjukkan adanya variasi produksi pigmen antar strain.  

Disamping melakukan pengamatan koloni pada media BAP, 

pengamatan koloni juga dilakukan pada media Mac.Conkey, hasil 

penelitian menunjukkan sebanyak 4 sampel yang diinokulasi pada 

media ini tidak mengalami pertumbuhan, sementara 3 sampel 

menunjukkan terdapat pertumbuhan koloni dengan ciri – ciri yang 

beragam, mulai dari koloni berwarna merah metalik hingga tidak 

berwarna serta berukuran sedang hingga besar (lampiran 5.c). 

Media Mac.Conkey merupakan media diferensial dan selektif 

yang digunakan untuk mengisolasi dan membedakan batang gram 

negatif yang menfermentasi laktosa dan non fermentasi laktosa. 

Kandungan gelatin dan pepton menyediakan nutrisi yang cukup untuk 

pertumbuhan bakteri. Laktosa monohidrat merupakan sumber 

karbohidrat yang dapat difermentasi. Tindakan selektif media ini 

72
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disebabkan oleh kristal violet dan garam empedu, yang bersifat 

menghambat sebagian besar bakteri gram positif, pewarna neutral red  

yang berfungsi sebagai pH indikator untuk mengetahui fermentasi 

laktosa (Eva et al., 2023).  

Bakteri fermentatif seperti Escherichia coli menghasilkan koloni 

merah muda akibat turunnya pH lingkungan. Sebaliknya, bakteri non-

fermentatif seperti Salmonella, Proteus, Pseudomonas aeruginosa, dan 

Shigella tidak mampu memanfaatkan laktosa, sehingga mereka 

menggunakan pepton sebagai sumber energi. Proses ini menghasilkan 

amonia yang menaikkan pH medium, menyebabkan koloni tampak putih atau 

tidak berwarna, dengan media di sekitarnya tetap jernih (A. Sagar, 2022).  

Sesuai sifat selektif dari media Mac.Conkey yang hanya 

mendukung pertumbuhan bakteri gram negatif enteric, dan 

menghambat gram positif karena adanya kandungan garam empedu 

dan Kristal violet. Oleh karena itu, jika bakteri yang diuji adalah gram 

positif seperti Staphylococcus aureus, maka tidak diharapkan tumbuh 

di Mac.Conkey (Jung B, Hoilat GJ. 2024). Hal ini menegaskan 

sebanyak 4 sampel dalam penelitian ini tidak menunjukkan adanya 

pertumbuhan, diduga karena koloni dalam media ini bersifat gram 

positif (lampiran 5.b) 

Disisi lain, faktor teknis juga memainkan peran penting dalam 

pertumbuhan koloni, inokolum yan terlalu sedikit, tidak merata atau 

tidak homogen, serta kesalahan teknik aseptik dapat mengganggu 

keberhasilan pertumbuhan. Demikian juga, kondisi inkubasi yang tidak 

70
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sesuai misalnya suhu yang tidak optimal, waktu inkubasi terlalu 

singkat, atau atmosfer yang tidak sesuai seperti kekurangan CO2 untuk 

bakteri kapnofilik dapat menghambat pertumbuhan (Cappuccino & 

Wash, 2017). Media yang telah kadarluarsa, terkontaminasi, terlalu 

kering, atau mengandung komponen toksit akibat penyimpanan yang 

tidak tepat juga berpotensi gagal mendukung pertumbuhan (Atlas, 

2010) 

Selain itu, kondisi bakteri dapat menjadi penyebab utama. 

Bakteri yang mati akibat penanganan yang tidak tepat, seperti paparan 

suhu ekstrem, penyimpanan terlalu lama atau adanya antibiotik dalam 

sampel, tidak akan tumbuh meskipun media dan kondisi sudah sesuai. 

Oleh karena itu, keberhasilan kultur sangat bergantung pada 

kecocokan media dengan bakteri, teknik inokulasi yang benar serta 

pengelolaan sampel yang optimal (Apriyanto, 2022) 

Setelah dilakukan inokulasi pada kedua media ini, langkah 

selanjutnya dalam proses identifikasi adalah mengambil sebagian 

koloni menggunakan ose steril. Ose yang telah dipanaskan hingga 

berpijar dan kemudian didinginkan digunakan untuk menyentuh koloni 

tunggal pada permukaan agar. Koloni tersebut dipindahkan kekaca 

objek dan dibuat sediaan apus (smear) dengan cara mengoleskan 

secara tipis dan merata. Setelah itu, sediaan dikeringkan diudara dan 

difiksasi dengan cara dipanaskan singkat atas api. Langkah 

selanjutnya adalah melakukan pewarnaan gram untuk membedakan 67
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bakteri gram negatif dan bakteri gram positif berdasarkan struktur 

dinding selnya (Sespita Sari Y.E, et al., 2025) 

Prosedur pewarnaan ini melibatkan penggunaan kristal violet, 

iodin, alkohol dan safranin. Hasil akhirnya diamati dibawah mikroskop 

untuk mengetahui warna dan bentuk sel bakteri yang merupakan kunci 

awal identifikasi mikroorganisme. Hasil penelitian menunjukkan 

sebanyak 3 sampel bersifat gram negatif dengan bentuk basil (batang), 

sedangkan 4 sampel berbentuk coccus (bulat) gram positif (lampiran 

5.b). Bakteri gram positif memiliki dinding sel tebal dari peptidoglikan 

menyerap dan mempertahankan warna ungu dari kristal violet-iodin 

compleks meskipun dibilas alkohol, sebaliknya bakteri gram negatif 

memiliki dinding sel tipis dan adanya lapisan luar lipid menyebabkan 

warna ungu dari kristal violet hilang saat dibilas dengan alkohol, 

sehingga menyerap warna merah (safranin) sebagai pewarna 

tandingan (Sespita Sari Y.E, et al., 2025) 

Setelah mengamati pertumbuan koloni pada media dan 

mengamati bentuk serta sifat bakteri berdasarkan pewarnaan gram, 

selanjutnya dilakukan prosedur identifikasi bakteri lanjutan dan uji 

kepekaan antibiotik menggunakan VITEK 2. Alat otomatis ini bekerja 

berdasarkan analisis reaksi biokimia dan pertumbuhan bakteri dalam 

mikrowell pada kartu plastik khusus (ID dan AST card). Sistem ini 

memanfaatkan pengukuran optik (fotometri) dan software interpretasi 

4
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untuk mengidentifikasi mikroorganisme dan menentukan kepekaan 

terhadap antibiotik (Biomerieux, 2013) 

Setiap well (lubang kecil) dalam kartu ID mengandung substrat 

biokimia spesifik. Jika bakteri mampu memetabolisme substrat tertentu 

(misalnya : glukosa, manitol, urea), akan terjadi perubahan warna atau 

turbiditas. Sistem optik akan membaca perubahan warna absorbsi 

(warna atau kejernihan) secara periodik. Hasil reaksi dibandingkan 

dengan data base referensi menghasilkan identifikasi spesies dengan 

tingkat kepastian (confidence level) (Biomerieux, 2013). 

Sementara itu, untuk uji kepekaan antibiotik didasarkan pada 

prinsip kartu AST berisi berbagai konsentrasi antibiotik dalam 

mikrowell, bakteri diinokulasi kedalam semua well. Jika tidak tumbuh 

disuatu konsentrasi antibiotik menunjukan bahwa bakteri terhambat 

atau mati oleh antibiotik tersebut. Sistem membaca tingkat 

pertumbuhan mikroba berdasarkan turbditas dengan minimum 

inhibitory concentration yang hasilnya diinterpretasikan berupa 

sensitive (S), intermediate (I) dan resisten (R) (Biomerieux, 2013). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sampel Y2 terdeteksi 

positif mengandung Staphylococcus aureus dengan hasil uji kepekaan 

antibiotik Methycillin Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) 

sedangkan sampel Y6 positif mengandung Staphylococcus aureus dan 

ditemukan resisten terhadap antibiotik penisillin G yang merupakan 
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golongan utama β-laktam (Methycillin Resistance Staphylococcus 

aureus/MSSA) (tabel 4.1 dan tabel 4.2) 

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Asih, S. A., & 

Susanti, M. (2024), menemukan sebanyak 50% mengandung bakteri 

patogen Staphylococcus aureus pada pasien pasca operasi. Senada 

dengan ini, penelitian yang dilakukan oleh Kesuma S, et.al. (2023), di 

Rumah Sakit Abdoel Wahab Sjahranie, Kalimantan Timur menemukan 

sebanyak 20.5% terdeteksi positif Staphylococcus aureus dari 120 

sampel.  Staphylococcus aureus merupakan penyebab infeksi daerah 

operasi (IDO) atau luka pasca operasi (surgical site infection/SSI) 

karena merupakan flora normal kulit dan mukosa, terutama rongga 

hidung, yang mudah masuk kejaringan luka operasi. Sekitar 30 – 50% 

orang sehat membawa bakteri ini (CDC, 2024) 

Infeksi daerah operasi (IDO) merupakan komplikasi serius 

pasca tindakan pembedahan yang dapat memperlambat proses 

penyembuhan, meningkatkan risiko morbiditas, serta menambah 

beban biaya perawatan. Salah satu patogen utama penyebab IDO 

adalah Staphylococcus aureus, yang dikenal memiliki kemampuan 

kolonisasi tinggi pada kulit dan mukosa manusia, serta mudah masuk 

kedalam jaringan tubuh melalui luka pembedahan (Mohammed A. et 

al., 2020). 

Pasca operasi, banyak pasien mengalami penurunan imunitas 

akibat stress pembedahan, nutrisi yang tidak optimal dan adanya 
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penyakit penyerta membuat pasien rentan terhadap infeksi opurtunistik 

terutama infeksi Staphylococcus aureus yang mudah mengkolonisasi 

luka (Edmiston CE jr, et al., 2016). Selain itu, Staphylococcus aureus 

merupakan patogen utama dalam infeksi nosokominal, karena mudah 

menyebar di lingkungan Rumah Sakit melalui tangan petugas medis, 

alat bedah, atau permukaan yang terkontaminasi. Strain resisten 

seperti MRSA semakin memperburuk keadaan karena tidak merespon 

terhadap antibiotik golongaan beta-laktam, sehingga mempersulit 

terapi (Hardtsock F, et al., 2020). Namun demikian, angka kejadian 

infeksi luka pasca operasi oleh Staphylococcus aureus bervariasi 

bergantung pada jenis prosedur bedah, kondisi kebersihan, serta 

status imunitas pasien (Ayad Mohammed, et al., 2020). 

Pada sisi lain, pemeriksaan Staphylococcus aureus pada 

pasien pasca operasi di RSUP. dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar, 

dilakukan menggunakan PCR multiplex yaitu metode molekuler yang 

cepat dan efisien untuk mendeteksi keberadaan bakteri dan gen 

resistensi. Metode ini memungkinkan deteksi simultan berbagai gen 

seperti gen mecA yang terkait dengan resistensi methicillin, dan gen 

spa untuk identiikasi bakteri Staphylococcus aureus (Nadiya, S, et al., 

2023) 

Dalam prosedur pemeriksaan menggunakan metode PCR, 

peneliti menggunakan referensi jurnal  penelitian dari Stegger et.al., 

(2012), dengan menggunakan 4 jenis primer gen target berupa gen 

9
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spa yang berfungsi sebagai penanda spesifik Staphylococcus aureus, 

kemudian menggunakan primer gen mecA berupa penanda utama 

dalam deteksi MRSA (Methicillin Resistensi Staphylococcus aureus) 

dan gen lukF-PV yang merupakan salah satu gen penyusun toksin 

Panton-Valentine Leukocidin (PVL), yang berhubungan dengan faktor 

virulensi dari strain Staphylococcus aureus serta menggunakan gen 

mecA LGA251 yang mengkode protein pengikat penicillin alternatif 

penyebab resistensi terhadap antibiotik β-laktam. 

Identifikasi molekuler dilakukan melalui tiga tahapan utama, 

yakni ekstraksi DNA, amplifikasi dengan PCR, dan elektroforesis. Pada 

tahap ekstraksi, DNA dipisahkan dari komponen sel lainnya untuk 

memperoleh DNA murni. Proses ini melibatkan penghancuran dinding 

sel mikroba agar DNA dapat dilepaskan. Setelah itu, fragmen DNA 

spesifik diperbanyak melalui teknik PCR (polymerase chain reaction) 

sebelum dianalisis lebih lanjut (Mursyidin H.D. et al., 2024) 

PCR dilakukan melalui tiga tahap utama: denaturasi, 

annealing, dan ekstensi. Pada tahap denaturasi (94°C), untai ganda 

DNA dipisahkan menjadi untai tunggal. Tahap annealing (59°C) 

memungkinkan primer menempel pada DNA target, lalu tahap ekstensi 

(72°C) terjadi ketika enzim polimerase memperpanjang rantai DNA. 

Ketiga tahap ini diulang sebanyak 32 siklus dalam waktu sekitar 120 

menit (Mursyidin H.D. et al., 2024) 

2
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Setelah PCR selesai, langkah berikutnya adalah 

elektroforesis. Dalam proses ini, hasil amplifikasi DNA dimasukkan ke 

dalam gel untuk dipisahkan berdasarkan ukuran fragmen. Hasil 

elektroforesis kemudian dibandingkan dengan DNA marker, yaitu 

fragmen DNA standar yang digunakan sebagai acuan. Elektroforesis 

memungkinkan visualisasi fragmen DNA, sehingga dapat dinilai 

keberhasilan proses amplifikasi dan pemurnian DNA berdasarkan 

kualitas dan ukuran fragmen yang terbentuk (W T. Godbey, 2022) 

Visualisasi hasil amplifikasi gen Staphylococcus aureus 

menunjukkan terbentuknya pita DNA berukuran 450 pasangan basa 

pada sampel Y2 dan pada sampel berkode Y6 berukuran 360 

pasangan basa (gambar 4.1). Temuan ini mengindikasikan bahwa 

ukuran fragmen target relatif sama, meskipun terdapat perbedaan 

pada intensitas dan kejernihan pita yang terlihat. Variasi tersebut 

dipengaruhi oleh konsentrasi DNA serta jumlah primer yang digunakan 

dalam reaksi PCR (Celik, A., & Ilgun, S. 2021). Visualisasi hasil 

elektroforesis terhadap produk PCR menunjukkan keberadaan pita-pita 

DNA pada kedua lokus dari sampel yang berhasil diamplifikasi. 

Namun, tidak semua sampel menghasilkan pita dengan intensitas 

yang sama. Pita DNA yang terang dan jelas menunjukkan kualitas 

serta kemurnian DNA yang baik, dengan sedikit kontaminasi. 

Ketebalan pita mencerminkan konsentrasi DNA dalam sampel—

12
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semakin tinggi konsentrasinya, semakin tebal dan terang pitanya 

(Yulianti, S., 2024). 

Sampel Y1, Y3, Y4, Y5, dan Y7 tidak menunjukkan 

keberadaan pita DNA (lihat Gambar 4.1). Menurut Faisal (2023), 

kegagalan amplifikasi PCR dapat terjadi akibat adanya kontaminan 

seperti protein atau RNA yang mengganggu akses terhadap DNA 

target. Kontaminasi ini biasanya berasal dari proses isolasi DNA yang 

kurang optimal atau kesalahan saat menyiapkan reaksi PCR. Selain 

itu, kegagalan juga bisa terjadi jika primer yang digunakan tidak sesuai 

dengan gen target Staphylococcus aureus (Amri, A.O., 2024) 

Kegagalan dalam proses amplifikasi dapat dipengaruhi oleh 

berbagai faktor yang muncul selama tahapan kerja, seperti saat 

pengambilan sampel, proses ekstraksi DNA, pelaksanaan PCR, 

hingga analisis hasil menggunakan elektroforesis. (Amri, A. O. 2024). 

Keberhasilan PCR sangat bergantung pada ketepatan suhu dan durasi 

pada tahap denaturasi dan annealing. Suhu denaturasi yang tidak 

tepat dapat mengganggu pemisahan untai DNA dan menghambat 

kerja enzim Taq polymerase. Sementara itu, suhu annealing yang 

terlalu tinggi atau rendah dapat menyebabkan kegagalan penempelan 

primer atau menurunnya spesifisitas DNA yang terbentuk 

(Rahmadhan, D., 2021) 

Berdasarkan hasil analisis uji tanda (sign test) pada metode 

kultur dan PCR didapatkan nilai Asymp. Sig. (p) = 1.000 (p > 0.05), 

12
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secara statistik tidak terdapat perbedaan siginifikan metode kultur dan 

PCR untuk mendeteksi Staphylococcus aureus, dengan nilai sentivitas 

dan spesifitas masing – masing sebesar 100%. Hasil penelitian ini 

relevan dengan penelitian oleh Madhavan, A. et al., (2021), yang 

menemukan bahwa sensitivitas dan spesifitas kultur masing adalah 

97.2% dan 100%, sedangkan kultur dianggap sebagai metode standar 

emas dengan sensitivitas dan spesifitas 100%. Perbedaaan antara 

metode tersebut tidak signifikan secara statistik. 

Studi lain, yang dilakukan oleh Martins, K. B, et al.,( 2018) 

juga menunjukkan kesesuaian Metode kultur, dengan sensitivitas 98% 

dan spesifisitas 100%. Selain itu, meta-analisis oleh Ibrahim et al., 

(2023), juga menunjukkan bahwa metode kultur memiliki kesesuaian 

yang tinggi dengan metode PCR dalam mendeteksi Staphylococcus 

aureus dan menentukan resistensi terhadap metisillin, metode kultur 

tingkat kesesuaian 100% dalam identifikasi Staphylococcus aureus, 

dan 93.5% dalam identifikasi MRSA. Selain itu, penelitian oleh Lin et 

al., (2021), juga mendukung temuan serupa, di mana metode kultur 

menunjukkan akurasi tinggi dalam identifikasi Staphylococcus aureus 

terutama gen virulensi dan hasilnya konsisten dengan metode PCR 

multipleks. 

Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dan metode kultur 

merupakan dua pendekatan yang sering digunakan dalam identifikasi 

Staphylococcus aureus. PCR merupakan teknik molekuler berbasis 

46
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amplifikasi DNA yang mampu mendeteksi keberadaan gen spesifik 

bakteri dengan sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi. PCR biasanya 

menargetkan gen spa sebagai penanda keberadaan Staphylococcus 

aureus, serta gen mecA yang mengindikasikan resistensi terhadap 

metisilin, yaitu strain Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA). Proses PCR hanya memerlukan waktu sekitar 2 hingga 4 jam 

sejak tahap ekstraksi DNA, sehingga sangat berguna untuk deteksi 

dini infeksi dan surveilan epidemiologi (Becker et al., 2021; Zhang et 

al., 2020).  

Sebaliknya, penggunaan metode kultur dalam penelitian ini 

merupakan pengabungan metode konvensional dan otomatis yang 

bekerja dengan prinsip biokimia identifikasi bakteri dan uji kepekaan 

antibiotik (AST). Setelah isolat bakteri dikultur, VITEK 2 menganalisis 

berbagai reaksi metabolik untuk mengenali spesies mikroba dalam 

waktu sekitar 6–18 jam. Meskipun tidak mendeteksi gen resistensi 

seperti PCR, sistem ini sangat bermanfaat untuk identifikasi klinis dan 

pengujian terapi antimikroba (Funke et al., 2020). Oleh karena itu, 

pemilihan metode bergantung pada tujuan pemeriksaan: PCR lebih 

tepat digunakan untuk deteksi cepat dan genetik, sedangkan kultur 

lebih sesuai untuk kebutuhan diagnostik mikrobiologi klinik dan terapi 

empiris. 

Meskipun PCR memainkan peran penting dalam diagnostik 

klinis dan penelitian mikrobiologi, metode ini memiliki sejumlah 

22
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keterbatasan yang dapat memengaruhi efektivitasnya, terutama di 

lingkungan dengan sumber daya terbatas. Keterbatasan tersebut 

meliputi isu spesifisitas dan sensitivitas yang sangat tergantung pada 

kualitas desain primer dan kondisi reaksi PCR. Desain primer yang 

tidak optimal dapat menyebabkan hasil positif palsu (false positive) 

atau negatif palsu (false negative), sehingga berdampak pada akurasi 

diagnosis. Fleitas et al., (2021) mencatat bahwa meskipun PCR 

multiplex memungkinkan deteksi simultan terhadap berbagai patogen, 

keterbatasan dalam spesifisitasnya dapat menyulitkan pembedaan 

antara patogen yang memiliki kemiripan genetik tinggi. Oleh karena itu, 

diperlukan optimasi dan validasi yang ketat terhadap protokol PCR, 

terutama dalam aplikasi klinis dan surveilans epidemiologi. Selain itu, 

kebutuhan akan peralatan laboratorium khusus dan tenaga terampil 

menjadikan PCR kurang ideal untuk diterapkan di fasilitas kesehatan 

dengan sumber daya terbatas, jika dibandingkan dengan metode 

identifikasi lain yang lebih sederhana, seperti kultur biokimia atau 

sistem otomatis seperti VITEK 2. 

Sistem kultur sendiri juga memiliki keterbatasan yang perlu 

diperhatikan. Salah satu kelemahan utamanya adalah ketergantungan 

pada karakteristik fenotipik bakteri, yang dapat dipengaruhi oleh 

kondisi pertumbuhan, umur koloni, serta ekspresi enzim yang tidak 

selalu konsisten. Hal ini dapat menyebabkan misidentifikasi, terutama 

pada isolat dengan profil biokimia yang atipikal (Velasco et al., 2015). 

16
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kultur juga mengalami kesulitan dalam membedakan spesies yang 

memiliki kemiripan biokimia, seperti Staphylococcus aureus dengan 

Staphylococcus intermedius atau Staphylococcus lugdunensis, 

sehingga hasil identifikasi kadang perlu dikonfirmasi ulang 

menggunakan metode molekuler seperti PCR atau teknologi 

spektrometri massa, misalnya MALDI-TOF MS (Becker et al., 2014). 

Selain itu, kemampuan alat ini dalam mendeteksi resistansi 

antibiotic -khususnya resistansi terhadap metisilin yang dimediasi oleh 

gen mecA - dapat terbatas jika mutasi tidak menghasilkan perubahan 

fenotipik yang dikenali sistem. Faktor teknis seperti kesalahan 

inokulum atau inkubasi yang tidak optimal juga dapat mempengaruhi 

akurasi uji kepekaan, serta membatasi kemampuan dalam mendeteksi 

mekanisme resistansi yang kompleks (Tenover et al., 2011). Oleh 

karena itu, meskipun VITEK 2 memberikan kemudahan dan efisiensi 

dalam praktik laboratorium klinik, penggunaannya tetap perlu 

dikombinasikan dengan metode konfirmasi untuk memperoleh hasil 

diagnosis yang lebih akurat dan komprehensif 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan diatas, maka 

dapat disimpulkan penelitian ini sebagai berikut: 

1. Staphylococcus aureus ditemukan pada pasien pasca operasi 

metode kultur dan metode PCR sebanyak dua sampel di RSUP 

dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar 

2. Tidak terdapat perbedaan hasil pemeriksaan Staphylococcus 

aureus metode kultur dan metode PCR pada pasien pasca 

operasi di RSUP dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar      

B. Saran 

Untuk penelitian selanjutnya agar menggunakan sampel dengan 

jumlah yang lebih banyak dan mengidentifikasi spesies bakteri yang 

berbeda. 
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Lampiran 1. Rekomendasi Persetujuan Etik 
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Lampiran 2. Surat Permohonan Izin Penelitian 
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Lampiran 3. Surat Pengantar Penelitian 
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

Gambar a. Media BAP & 

Mac.Conkey sebelum diInokulasi 

Gambar b. Media BAP Setelah 

diinokulasi 

Gambar c. Media Mac.Concey 

Setelah diinokulasi 

Gambar d. Pewarnaan Gram 

Gambar e. Identifikasi Lanjutan 

menggunakan VITEK-2 

Gambar f. Hasil Pemerksaan S. 

aureus metode kultur 
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Gambar g. Proses Ekstraksi Sampel 

PCR 

Gambar h. Proses Vortex Sampel 

PCR 

Gambar i. Sampel siap untuk 

dianalisis 

Gambar j. Sampel dianalisis 

mengunakan elektroforesis 
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Lampiran 5. Hasil Penelitian 

a. Hasil Pemeriksaan Staphyloccous Metode PCR 

 

 

 

 

 

  

500 bp 350 bp 

450 bp 
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b. Hasil kultur Staphylococcus aureus pada Media Blood Agar Plate dan Pewarnaan 

gram 

Kode 

Sampel 

Media Blood Plate Agar Pewarnaan Gram 

Warna 
Permukaan 

Koloni 
Pinggir Ukuran Morfologi  

Sifat 

Gram 

S1 

Tidak 

berwarna, 

hemolisis y 

Halus, 

mengkilat 

Bulat 

rata 
Sedang Basil - 

S2 
Putih, 

hemolisis β 

Halus, 

cembung 

Bulat 

rata 
Sedang 

Kokkus 

bergerombol 
+ 

S3 
Putih, 

hemolisis y 

Halus, 

cembung 

Bulat 

tidak 

teratur 

Besar Basil - 

S4 
Abu - abu, 

hemolisis y 

Bulat tidak 

teratur 

Bulat 

tidak 

teratur 

Besar Basil - 

S5 
Putih susu, 

hemolisis y 

Halus, 

cembung 

Bulat 

rata 
Sedang 

Kokkus 

berantai 
+ 

S6 

Kuning 

keemasan, 

hemolisis β 

Halus, 

cembung 

Bulat 

rata 
Besar 

Kokkus 

bergerombol 
+ 

S7 

Putih keabu-

abuan, halus 

mengkilat, 

hemolisis β 

Halus, 

cembung 

Bulat 

rata 
Kecil 

Kokkus 

berantai 
+ 
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c. Hasil Kultur pada Media Mac. Concey 

Kode 

Sampel 

Media Mac. Concey 

Warna 
Permukaan 

Koloni 
Pinggir Ukuran 

S1 Merah metalik 
Halus 

mengkilap 

Bulat 

Rata 
Sedang 

S2 Tidak tumbuh - - - 

S3 Tidak berwarna Cembung 
Bulat 

Rata 
Besar 

S4 Tidak berwarna 
Halus, 

Cembung 

Bulat 

tidak 

teratur 

Sedang 

S5 Tidak tumbuh - - - 

S6 Tidak tumbuh - - - 

S7 Tidak tumbuh - - - 
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Lampiran 6. Surat Keterangan Selesai Penelitian 
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Lampiran 7. Data SPSS 

Tabel Frekuensi Pemeriksaan Staphylococcus aureus Metode Kultur 

 Frequency Percent Valid Percent Cumulative 

Percent 

Valid 

Negatif 5 71.4 71.4 71.4 

Positif 2 28.6 28.6 100.0 

Total 7 100.0 100.0  

Tabel Frekuensi Pemeriksaan Staphylococcus aureus Metode PCR 

 Frequency Percent Valid Percent Cumulative 

Percent 

Valid 

Negatif 5 71.4 71.4 71.4 

Positif 2 28.6 28.6 100.0 

Total 7 100.0 100.0  

Frequencies sign test 

 N 

Staphylococcus Aureus 

Metode PCR - Pemeriksaan 

Staphylococcus Aureus 

Metode Kultur 

Negative Differences
a
 0 

Positive Differences
b
 0 

Ties
c
 7 

Total 7 

a. Staphylococcus Aureus Metode PCR < Pemeriksaan 

Staphylococcus Aureus Metode Kultur 

b. Staphylococcus Aureus Metode PCR > Pemeriksaan 

Staphylococcus Aureus Metode Kultur 

c. Staphylococcus Aureus Metode PCR = Pemeriksaan 

Staphylococcus Aureus Metode Kultur 
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Test Statistics
a
 

 Staphylococcus 

Aureus Metode 

PCR - 

Pemeriksaan 

Staphylococcus 

Aureus Metode 

Kultur 

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 

a. Sign Test 
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Lampiran 8. Master Data Penelitian 

Master Data Penelitian Pemeriksaan Staphyloccous aureus metode Kultur dan PCR 

No 
Kode 

Sampel 

Umur 

(Tahun) 

Jenis 

Kelamin 

Hasil Pemeriksaan PCR 

Hasil Pemeriksaan Kultur 
Uji 

Kepekaan 

Spa 

(180-

600 

bp) 

mecA(162 

bp) 

lukF-

PV (83 

bp) 

mecA 

LGA251 

(138 bp) 

1 S.1 46 P Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Escherichia coli Sensitif 

2 S.2 12 L Positif Negatif Negatif Negatif Positif Staphylococcus aureus Sensitif 

3 S.3 71 L Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Pseudomonas aeruginosa Sensitif 

4 S.4 38 P Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Proteus mirabilis Sensitif 

5 S.5 35 P Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Staphyococcus epidermis Sensitif 

6 S.6 67 P Positif Negatif Positif Negatif Positif Staphylococcus aureus Resisten 

7 S.7 39 L Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Streptococcus pyogenes Sensitif 
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