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ABSTRAK
Latar Belakang: H. influenzae merupakan bakteri yang sulit ditumbuhkan dan memerlukan
nutrisi dan lingkungan yang khusus (fastidious) meskipun ditumbuhkan pada media
standarnya yaitu agar coklat. Modifikasi basis media adalah salah satu cara untuk
meningkatkan pertumbuhan koloni H. influenzae.
Tujuan: Menganalisis perbandingan pertumbuhan H. influenzae pada agar coklat dengan
basis media blood agar, TSA dan columbia agar
Metode: Isolat murni H. influenza yang disimpan pada STGG di -80°C ditanam pada media
agar coklat dengan basis media blood agar, TSA dan columbia agar. Media yang telah
ditanami sampel diinkubasi pada suhu 37°C dengan tekanan CO; 5%, kemudian diamati
setelah diinkubasi selama 24 jam dan 48 jam. Diameter koloni diukur menggunakan ruler di
Adobe photoshop dan analisis data yang dilakukan adalah uji one-way Anova dan dilanjutkan
dengan post-hoc untuk diameter koloni dan uji chi square untuk zona pertumbuhan dan
karakteristik koloni
Hasil: Diameter koloni pada basis media TSA dalam 24 jam dan 48 jam (2,31+0,58 dan
3,02+0,77 mm) tidak menunjukkan perbedaan signifikan dibandingkan basis media blood
agar (2,20+0,69 dan 2,34+0,96 mm) dan columbia agar (2,04+0,59 dan 2,55+0,67 mm)
dengan p = 0,650 (24 jam) dan p = 0,440 (48 jam). Tidak ada perbedaan bermakna juga
ditemui pada zona pertumbuhan dengan p = 0,638 (24 jam) dan p = 0,342 (48 jam) serta
karakteristik koloni.
Kesimpulan: Modifikasi media dengan mengganti basis media dengan TSA dan columbia
agar tidak meningkatkan kemampuan media dalam menumbuhkan H. influenzae.
Kata kunci: H. influenzae, agar coklat, TSA, columbia agar, blood agar

ABSTRACT
THE COMPARISON OF GROWTH OF HAEMOPHILUS INFLUENZAE IN
CHOCOLATE AGAR WITH BLOOD AGAR BASE, TRYPTIC SOY AGAR AND
COLUMBIA AGAR
Background: Haemophilus influenzae needs specific nutrition and condition and is difficult
to be cultured even in it’s standard media, chocolate agar. Modification of mediabase was
predicted could enhance the growth of H. influenzae.
Aim: To analyse the comparison of growth of H. influenzae in chocolate agar with blood
agar base, TSA and columbia agar base.
Method: Pure isolate stock in STGG medium were cultured in chocolate agar with blood agar
base, TSA base and Columbia agar base. The streaked media was incubated in 37°C and CO,
5%, and observed after 24 hours and 48 hours. Diameter of the colonies was measured using
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ruler from Adobe photoshop. Data were analysed using one-way Anova for diameter and chi—
square for zone of growth and characteristic of colony.

Result: There was no significant differences on diameter, number and characteristics of the
colonies among H. influenzae cultured for 24 hours and 48 hours in TSA (2,31+0,58 mm and
3,02+0,77 mm), blood agar (2,20+£0,69 mm and 2,34+0,96 mm) and Columbia agar
(2,04+0,59 mm and 2,55 £ 0,67 mm) base chocolate agar with p = 0,650 (24 hours) and p =
0,440 (48 hours) for diameters and p = 0,638 (24 hours) and p = 0,342 (48 hours) for zone of
growth

Conclusion: Media modification by replacing mediabase from blood agar to TSA and
Columbia agar didn’t enhance ability of media in H. influenzae culture.

Keywords: H. influenzae, chocolate agar, TSA, columbia agar, blood agar

PENDAHULUAN Aspek penting dalam terapi awal
Meningitis bakterial adalah adalah dengan antimikrobial, penanganan
inflamasi yang terjadi di bagian meninges yang terlambat dapat meningkatkan
akibat infeksi bakteri. H. influenzae morbiditas dan mortalitas  penyakit.?
teridentifikasi sebagai salah satu penyebab Identifikasi bakteri penyebab penyakit
utama meningitis bakterial pada anak penting untuk menentukan terapi yang
dengan insiden per tahun sebesar 0,2.%? efektif, namun, H. influenzae sulit
dan H. influenzae tipe b (Hib) ditumbuhkan dan merupakan bakteri
teridentifikasi sebagai satu dari tiga fastidious, yaitu bakteri yang
penyebab tersering® pertumbuhannya memerlukan nutrisi dan
Haemophilus influenzae merupakan lingkungan yang khusus. H. influenzae
bakteri patogen pada manusia yang dapat tumbuh pada suhu 35-37°C dengan
menyebabkan meningitis, pneumonia dan konsentrasi CO, 5%-10% dan
bakteremia®. H. Influenzae  memiliki membutuhkan hemin (faktor X) dan NAD
rentang patogenisitas yang luas, mulai dari (nicotinamide-adenine-dinucleotid)  atau
penyakit invasif seperti meningitis hingga (faktor V) untuk pertumbuhannya. Dalam
membentuk kolonisasi yang komensal di kondisi tersebut, membutuhkan paling
saluran pernapasan atas.’ Vaksin terhadap tidak dua puluh empat jam untuk bakteri
Hib berhasil mengurangi kasus meningitis H. influenzae ini membentuk koloni. ’
akibat Hib, namun, beberapa penelitian Media yang biasa digunakan untuk
menunjukkan munculnya penyakit invasif pertumbuhan H. influenzae adalah agar
yang serius akibat H. influenzae tipe lain.® coklat dari blood agar base. Blood agar

base pada suhu 80°C dicampurkan dengan
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darah yang kemudian akan menghasilkan
warna kecoklatan sehingga disebut agar
coklat. Darah yang biasa digunakan adalah
darah domba atau darah kuda. Pemanasan
dalam proses pembuatan agar coklat akan
V

enzyme dan melepaskan NAD atau faktor

meng-inaktivasi factor inactivating
V dari darah ke dalam media. Hemin telah
tersedia dalam sel darah, baik yang
mengalami hemolisis maupun yang tidak.®

Basis media yang juga dapat
digunakan sebagai media pertumbuhan
bakteri H. influenzae adalah Tryptic Soy
Agar (TSA) base dan Columbia agar base.
TSA sendiri tanpa penambahan apapun
tidak memiliki faktor X dan V°. TSA
memiliki 2 jenis pepton sehingga dapat
lebih

dibandingkan dengan blood agar biasa
11,12

menghasilkan banyak nitrogen
yang hanya memiliki satu jenis pepton.

Columbia agar mengandung special
peptone kasein hidrosilat dan meat infusion
meat, sedangkan blood agar biasa hanya
mengandung salah satunya.®?

Kedua

memiliki komposisi yang lebih bernutrisi

basis media tersebut

dibandingkan dengan blood agar, namun,

yang
koloni

belum ada penelitian

membandingkan  pertumbuhan
bakteri H. influenzae pada agar coklat
berbasis blood agar (blood agar base),

TSA base dan columbia agar base.

1624

METODE
Penelitian eksperimental dengan
rancangan true experimental post-test only
di
Fakultas

dilaksanakan Laboratorium

Mikrobiologi Kedokteran
Universitas Diponegoro pada bulan Juni
2017. yang

digunakan pada penelitian ini adalah H.

sampai  Agustus Sampel
influenzae tipe a, b, ¢, d, e, f dan NTHIi.
Kriteria inklusi penelitian ini adalah isolat
murni yang teridentifikasi sebagai bakteri
H. influenzae dan telah disimpan selama
kurang dari satu tahun. Kriteria eksklusi
terdapat kerusakan dan kontaminasi tube
penyimpanan isolat murni.

Sampel diambil dengan cara
consecutive sampling. Berdasarkan rumus
besar sampel didapatkan minimal 9 sampel
tiap data

kelompok.  Pengambilan

dilakukan dengan melakukan penanaman

sampel pada media yang diujikan.
Kemudian, pertumbuhan  koloni H.
influenzae  diamati  dengan  melihat

karakteristik, zona pertumbuhan koloni dan
diameter koloni.
Variabel

adalah jenis media, sedangkan variabel

bebas penelitian ini
terikat penelitian ini adalah karakteristik

koloni, zona pertumbuhan koloni dan
diameter koloni. Dari data yang didapatkan
dilakukan uji normalitas data dengan uji

Saphiro-Wilk. Uji normalitas data untuk
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diameter koloni menunjukkan distribusi HASIL

normal, sehingga uji hipotesis untuk Penelitian  dilakukan  dengan
diameter  koloni  (variabel  numerik) pengambilan data primer berupa koloni
menggunakan  uji  one-way  Anova, bakteri H. influenzae yang tumbuh pada

normalitas untuk zona
karakteristik
distribusi  tidak

sedangkan uji
pertumbuhan koloni dan
koloni  menunjukkan
normal sehingga uji hipotesis untuk zona
pertumbuhan koloni dan karakteristik
koloni (variabel kategorik) menggunakan
uji Chi-square.

Penelitian ini telah mendapatkan
ethical clearance dari KEPK FK Undip /

RSUP Dr. Kariadi Semarang

media yang diujikan. Pengambilan data
dilakukan pada bulan Juli hingga Agustus.
Data diambil pada pengamatan selama 24
jam dan 48 jam.

Hasil pengamatan karakteristik koloni
pada agar coklat berbasis blood agar,
TSA dan

pengamatan 24 dan 48 jam

columbia agar pada

Karakteristik koloni dinilai dari ada
tidaknya karakteristik H. influenzae pada

koloni yang tumbuh pada media yang diuji.

Tabel 1. Karakteristik koloni pada pengamatan 24 jam

Basis Media
Karakteristik Koloni pada 24 jam Agar Coklat Agar Coklat ~ Agar Coklat Berbasis
Berbasis Blood agar  Berbasis TSA Columbia agar
N (%) N (%) N (%)
Terdapat Gambaran Karakteristik 9 (100.0) 9 (100.0) 9 (100.0)
Tidak Terdapat Gambaran 0 (0.0 0(0.0) 0 (0.0
Karakteristik
Basis Media
Agar Coklat Agar Coklat ~ Agar Coklat Berbasis
Karakteristik Koloni pada 48 jam Berbasis Blood agar ~ Berbasis TSA Columbia agar
N (%) N (%)
N (%)
Terdapat Gambaran Karakteristik 9 (100.0) 9 (100.0) 9 (100.0)
Tidak Terdapat Gambaran 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0

Karakteristik
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Dari hasil analisis yang didapatkan

dari data karakteristik koloni pada
pengamatan 24 dan 48 jam terlihat bahwa
terdapat gambaran karakteristik koloni H.
influenzae yaitu berwarna keabu — abuan
dan opaque atau berkilau transparan dan
memiliki bau khas “mousy odor” pada
semua media dan sama sekali tidak
terdapat perbedaan.

Hasil pengamatan zona pertumbuhan

koloni pada agar coklat berbasis blood

agar, TSA dan columbia agar pada
pengamatan 24 dan 48 jam
Uji

pertumbuhan

untuk  menganalisis data zona

koloni adalah  dengan
menggunakan uji Fisher karena syarat uji
tidak Hasil

pengamatan zona pertumbuhan koloni

Chi-square terpenuhi.

pada 24 dan 48 jam disajikan pada tabel 8.

Tabel 2. Zona pertumbuhan koloni pada 24 dan 48 jam

Tidak Terdapat Terdapat Terdapat Terdapat
terdapat koloni pada  koloni pada koloni koloni
Jumlah koloni yang zonal zonaldan2 padazona padazona
tumbuh 1,2dan3 1,2,3dan4
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
24 Jam
- Agar Coklat Berbasis
- - - 4 (44,4%) 5 (55,6%)
Blood agar
- Agar Coklat Berbasis
- - - 5 (55,6%) 4 (44,4%)
TSA
- Agar Coklat Berbasis
) - - - 3(33,3%) 6 (66,7%)
Columbia agar
48 Jam
- Agar Coklat Berbasis
- - - 4 (44,4%) 5 (55,6%)
Blood agar
- Agar Coklat Berbasis
- - - 5 (55,6%) 4 (44,4%)
TSA
- Agar Coklat Berbasis
- - - 2 (22,2%) 7 (77,8%)

Columbia agar

Dari tabel diatas terlihat bahwa

zona pertumbuhan koloni pada inkubasi 24

jam dan 48 jam pada pengamatan di

laboratorium tidak menunjukkan

JKD, Vol. 7, No. 2, Mei 2018 : 1622-1634
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perbedaan yang signifikan dengan nilai p Untuk analisis data dilakukan uji
= 0,638 pada 24 jam dan nilai p = 0,342 one-way Anova dan dilanjutkan uji
pada 48 jam. PostHoc. Rerata dan simpang baku
Hasil Pengukuran Diameter Koloni ditunjukkan pada tabel 3.

pada Pengamatan 24 dan 48 Jam

Tabel 3. Hasil Pengukuran Diameter Koloni

Karakteristik Rerata+SB P
Diameter Koloni 24 Jam 0,650
Agar coklat berbasis blood agar 2,20+ 0,69
Agar coklat berbasis TSA 2,31+0,58
Agar coklat berbasis Columbia agar 2,04 £ 0,59
Diameter Koloni 48 Jam 0,440
Agar coklat berbasis blood agar 2,34+ 0,96
Agar coklat berbasis TSA 3,02+0,77
Agar coklat berbasis Columbia agar 2,55+ 0,67
Hasil analisis diameter koloni yang waktu 24 jam ditampilkan pada grafik
tumbuh pada media agar coklat berbasis berikut :

blood agar, TSA dan Columbia dalam

4.009

3509

S

1.507 J_

1.00

Diameter Koloni pada 24 jam

T T T
Agar Collst Berbasis Agar Darah Agar Coklat Berbasis TSA Agar CokéatlEle\k',l_)asis Agar
olumbia

mediabase

Gambar 1. Diameter Koloni pada 24 jam
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Dari grafik terlihat bahwa
24
H.influenzae pada agar coklat berbasis
TSA (2,31 0,58) tidak lebih besar
dibandingkan dengan agar coklat berbasis

pada

inkubasi jam, diameter Koloni

+

blood agar (2,20 £ 0,69) maupun columbia

agar (2,04 £ 0,59) dan secara statistik tidak
signifikan dengan p = 0,650.

Hasil analisis diameter koloni yang
tumbuh pada media agar coklat berbasis
blood agar, TSA dan Columbia dalam
waktu 48 jam ditampilkan pada grafik
berikut:

4,507

4.007

3.507

3.00

2507

Diameter Koloni pada 48 jam

2.00

|

1.507

T T
Agar Coklat Berbasis Agar Darah Agar Coklat Berbasis TSA

Dari grafik dapat dilihat bahwa
pada inkubasi 48 jam, diameter koloni
H.influenzae pada agar coklat berbasis
TSA (3,02 0,77)
perbedaan bermakna dengan agar coklat

+ tidak memiliki

berbasis blood agar (2,34 + 0,96) maupun
columbia agar (2,55 + 0,67) dengan p =
0,440.

PEMBAHASAN
Penggunaan TSA dan Columbia
agar sebagai mediabase pada agar coklat

ditujukan untuk memperkaya nutrisi pada

T
Agar Coklat Berbasis Agar
Columbia

mediabase

Gambar 2. Diameter Koloni pada 48 jam
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media untuk pertumbuhan H. influenzae

sehingga  lebih mudah dideteksi
keberadaannya pada sampel. Penelitian ini
membandingkan pertumbuhan H.

influenzae pada agar coklat dengan basis
media blood agar, TSA dan Columbia
dilihat

pertumbuhan koloni dan karakteristiknya

agar dari  diameter, zona
untuk mengetahui basis media yang paling
baik dalam kultur bakteri tersebut.

H. influenzae yang ditanam pada
ketiga media tumbuh dengan baik dengan
karakteristik yang

sesuai. Zona

JKD, Vol. 7, No. 2, Mei 2018 : 1622-1634
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pertumbuhan koloni H. influenza dilihat
dari ada tidaknya koloni yang tumbuh pada
tiap zona. Koloni H. influenzae pada ketiga
media tumbuh hingga zona 3 dan 4.

Dalam penelitian

yang
membandingkan agar coklat darah manusia
dengan dan tanpa pencucian eritrosit,
didapatkan bahwa zona pertumbuhan dan
karakteristik  koloni
yang

pertumbuhan dan karakteristik koloni yang

tidak mengalami

perbedaan signifikan.®*  zona

tidak mengalami perbedaan ini senada

yang
menilai densitas koloni dalam plate agar

dengan penelitian  sebelumnya
coklat untuk membandingkan agar coklat
yang berbahan dasar darah domba dan
darah kuda. Zona pertumbuhan koloni
yang ditemukan pada coklat agar dari
blood agar domba dan darah kuda hampir
sama. Karakteristik koloni yang ditemukan
pun menunjukkan hasil yang sama. Zona
karakteristik  koloni
apakah H.

influenzae dapat tumbuh baik dengan

pertumbuhan dan

dinilai untuk mengetahui
karakteristik yang tetap terjaga.*®

Pada tabel 3 dapat dilihat bahwa
tidak terdapat perbedaan diameter secara
signifikan antara agar coklat berbasis blood
agar, agar TSA dan columbia agar. Waktu
pengamatan 48 jam tidak menunjukkan
perbedaan bermakna dengan pengamatan

24 jam, namun, penelitian sebelumnya

1629

efek dari

dari

basis media
H.

menunjukkan pertumbuhan

yang meneliti

terhadap  hasil tes satelit
influenzae'®
optimum H. influenzae setelah diinkubasi
selama 48 jam. Dalam penelitian tersebut,
plate agar coklat yang tidak ditemukan
koloni H. influenzae pada pengamatan 24
jam  diinkubasi  kembali, dan saat
pengamatan 48 jam didapatkan koloni
yang tumbuh.®

Tidak seperti S. pneumoniae yang
H.

memiliki mekanisme autolisis, namun pada

memiliki autolisin, influenzae tidak
sebuah penelitian yang meneliti media
kultur  H.
influenzae, didapatkan bahwa waktu hidup
H. influenzae pada coklat agar terbatas

selama 3 hari.*? Untuk identifikasi lebih

untuk memelihara hasil

jelas mengenai serotipe pada H. influenza
dideteksi dengan reaksi aglutinasi®* atau
dengan metode PCR*

Salah satu yang mempengaruhi
pertumbuhan H. influenzae adalah nutrisi
dari basis medianya. Agar coklat berbasis
TSA menghasilkan nitrogen paling banyak
jika dibandingkan dengan agar coklat
berbasis blood agar dan columbia agar.
TSA memiliki

soypeptone dan triptone yang masing —

Agar coklat berbasis
masing menghasilkan nitrogen sebanyak
8,7% dan 12,7%

triptofan yang dapat diubah menjadi NAD.

serta asam amino

JKD, Vol. 7, No. 2, Mei 2018 : 1622-1634



JURNAL KEDOKTERAN DIPONEGORO
Volume 7, Nomor 2, Mei 2018

Online : http://ejournal3.undip.ac.id/index.php/medico

ISSN Online : 2540-8844

@y J X D

Jurnal Kedokteran Diponegoro

Triyoga Sulistyaningsih, Rebriarina Hapsari, Helmia Farida

Agar coklat berbasis blood agar memiliki

proteose peptone yang menghasilkan
12,7% nitrogen, sedangkan agar coklat
Columbia  memiliki
yang

nitrogen.® Nitrogen yang lebih banyak

berbasis special

peptone menghasilkan  11,7%
pada media agar coklat berbasis TSA
dibandingkan dengan agar coklat berbasis
blood agar dan agar coklat berbasis
Columbia ternyata tidak menunjukkan
perbedaan  pertumbuhan koloni yang
signifikan.

Diameter koloni H. influenzae pada
umumnya tumbuh sebesar 1-3 mm.* Hal
ini sesuai dengan penelitian ini dimana
rata-rata diameter pada masing-masing
media berada dalam rentang ukuran 1-3
mm. Diameter koloni pada agar coklat
berbasis TSA dengan blood agar domba
lebih
dibandingkan dengan penelitian terdahulu
yang TSA

mengoptimalkan pertumbuhan

pada  penelitian  ini besar

untuk
H.

influenzae pada agar coklat dari darah

menggunakan

manusia (2,31 mm vs 1,23 mm) pada 24
jam dan (3,02 mm vs 2,41 mm) pada 48
jam.’> Hal ini menunjukkan bahwa jenis
H.
influenza dan penggunaan darah domba
yang lebih baik

darah manusia.

darah mempengaruhi pertumbuhan
menunjukkan hasil
dibandingkan
Darah

dengan

manusia memiliki sistem

1630

komplemen dan antibodi

yang
menghambat pertumbuhan H. influenzae.
strain  memiliki

Beberapa kapsul

polisakarida, dimana dalam darah manusia

24

terdapat antikapsular antibodi.”® Adanya

aktivasi komplemen  mengakibatkan
aktivasi protein pada permukaan sel bakteri
sehingga terbentuk membrane attack
complex.**

Basis media tidak mempengaruhi
bakteri H.

influenzae, sehingga ketiga basis media

kualitas ~ pertumbuhan
dapat digunakan untuk kultur bakteri H.
influenzae. Dilihat dari harganya, TSA dan
blood agar memiliki harga yang relatif
sama dan lebih murah dibandingkan
TSA juga
merupakan media yang dapat digunakan

dengan columbia agar.
untuk kultur berbagai jenis bakteri baik

aerob  maupun  anaerob,®  sehingga

penggunaan TSA lebih disarankan.
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