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· PERCOBAAN I

METODE ASEPTIS DAN STERILISASI ALAT DAN BAHAN

I. TUJUAN PERCOBAAN

1. Mahasiswa memahami prinsip sterilisasi 

2. Mahasiswa mampu mempersiapkan alat dan bahan yang akan disterilisasi dengan autoklaf 

3. Mahasiswa mampu melakukan sterilisasi alat, media mikroorganisme, dan bahan yang digunakan dalam uji mikrobiologi dengan menggunakan autoklaf 

II. DASAR TEORI

Kultur murni adalah kultur yang terdiri dari satu jenis spesies mikroba. Apabila kultur murni telah dimasuki jenis mikroba lain, kultur tersebut dikatakan telah terkontaminasi, atau disebut kultur campuran. Kemungkinan terjadinya kontaminasi ini perlu diperhatikan karena akan mempengaruhi hasil pengujian. 


Metode yang digunakan untuk memelihara kultur murni atau bekerja dengan kultur murni disebut metode aseptis (Gunaserakan, 2005). Prosedur umum yang digunakan setiap bekerja dengan kultur murni adalah:

1. Medium pertumbuhan dan tempatnya harus steril.

2. Tempat pertumbuhan harus selalu ditutup untuk mencegah masuknya debu yang membawa mikroba.

3. Peralatan (ose dan pipet) dan larutan yang digunakan untuk pekerjaan harus steril.

4. Ose yang telah dipakai harus disterilkan terlebih dahulu.

5. Area tempat kerja juga harus tetap dijaga agar tidak terkontaminasi dengan kultur yang digunakan.


Sterilisasi adalah proses destruksi atau proses mematikan mikroorganiseme yang mungkin ada pada suatu benda. Pemilihan teknik sterilisaasi didasarkan pada bahan atau material yang akan digunakan dan jenis mikroba yang terlibat (Gunasekaran, 2005).

1. Sterilisasi Tanpa Panas

a. Filtrasi : Ditujukan untuk bahan yang peka panas, misalnya larutan enzim dan antibiotik. Dikerjakan dalam suhu ruang menggunakan suatu saringan yang berpori sangat kecil (0.22 mikron atau 0.45 mikron) sehingga mikroba tertahan pada saringan tersebut.  
b. Sterilisasi kimia: Digunakan pada alat atau bahan yang tidak tahan panas atau untuk kondisi aseptis (sterilisasi meja kerja  dan tangan). Bahan kimia yang dapat digunakan adalah  Alkohol, asam parasetat, formaldehid dll. 

2. Sterilisasi Dengan Panas 

a. Api langsung (direct flame)  Cara yang paling sederhana untuk sterilisasi panas  adalah dengan api langsung, yaitu dengan membakar obyek yang akan disterilkan  pada nyala api. Cara ini dapat mencegah adanya kontaminasi mikroba dari udara pada  saat pemindahan kultur karena panas dan gas yang ditimbulkan oleh api Bunsen  dapat membunuh mikroba pada permukaan alat sehingga tidak bisa masuk ke dalam  alat dan mencegah kontaminasi.  Nyala api dengan suhu tinggi ini akan membunuh  seluruh mikroba yang ada pada obyek. Metode api langsung ini biasanya digunakan  untuk sterilisasi ose, forceps, mulut tabung reaksi saat memindahkan kultur secara  aseptis  (Wheelis, 2008).  Metode api langsung biasanya dikombinasikan dengan  penggunaan cairan alkohol 70% sebagai larutan pembilas. 
b. Panas kering (oven udara kering).  Panas kering ini biasanya digunakan untuk  sterilisasi pipet, tabung reaksi, Erlenmeyer, gelas piala dan instrumen kedokteran  (untuk operasi).  Suhu yang digunakan untuk sterilisasi panas kering adalah 160C selama 90 menit sampai 3 jam (Gunasekaran, 2005). Obyek yang akan  disterilkan ditempatkan pada oven udara panas dan dibakar sampai seluruh mikroba  terbunuh. Panas kering dapat membunuh mikroba karena terjadi oksidasi struktur sel  dan makromolekul. Panas kering tidak dapat digunakan untuk sterilisasi cairan (seperti  media cair) karena kebanyakan cairan akan mendidih pada suhu 100o C, dan selama  mendidih temperaturnya tidak akan naik. Pendidihan belum tentu dapat mensterilkan  obyek, karena bebrapa spora bakteri tetap bertahan dengan pendidihan selama berjam-jam pada suhu 100oC.
c. Uap Panas: Konsep ini mirip dengan mengukus. Bahan yang mengandung air lebih tepat menggunakan metode ini supaya tidak terjadi dehidrasi. Penggunaan Uap Panas Bertekanan (Autoclaving) Alat yang digunakan adalah autoclave. Cara kerja alat ini adalah menggunakan uap panas dengan suhu 121oC selama 15 menit pada tekanan 1 atm. Sterilisasi uap tergantung pada : (1) alat/bahan harus dapat ditembus uap panas secara merata tanpa mengalami kerusakan (2) Kondisi steril harus bebas udara (vacum)  (3) Suhu yang terukur harus mencapai  121oC dan dipertahankan selama 15 menit. Bahan/alat yang tidak dapat disterilisasi dengan uap panas adalah  serum, vitamin, antibiotik, dan enzim, pelarut organik, seperti fenol, buffer dengan kandungan detergen, seperti SDS. Erlenmeyer hanya boleh diisi media maksimum ¾ dari total volumenya.  
III. ALAT DAN BAHAN

Alat

: Botol semprot, autoklaf, bunsen, glass ware

Bahan
: Alkohol 70%, spiritus, kapas, kertas payung, karet, plastik

IV. CARA KERJA

Cara kerja autoklaf digital
a) Alat dicuci lalu dikeringkan
b) Alat yang telah kering ditutup dengan menggunakan kapas (pipet serologis)
c) Ditancapan saklar pada listrik
d) Bila air dalam autoklaf kurang, maka tambah dengan air sampai menutupi elemen pemanas
e) Dimasukkan alat-alat yang akan disterilisasi dalam keranjang
f) Ditutup dan dikunci secara diagonal
g) Diatur suhu 1210C
h) Dinyalakan tombol ON
i) Diatur waktu 15 menit
j) Ditunggu hingga autoklaf berbunyi (0,1 Mpa) selama 15-20 menit
k) Dibuka klep uap perlahan-lahan
l) Ditunggu sampai tekanan 0 Mpa
m) Dibuka tutup
n) Dikeluarkan alat yang disterilisasi
o) Didinginkan
p) Diamati 
BAB II

PEMBUATAN MEDIA TUMBUH

I. TUJUAN PERCOBAAN

1. Mengetahui berbagai macam media pertumbuhan mikroorganisme dan fungsinya.

2. Mempelajari pembuatan media NA

II. DASAR TEORI
Media tumbuh adalah bahan yang digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme. Komposisi media tumbuh bervariasi tergantung pada jenis mikroorganisme yang akan ditumbuhkan, namum semua mikroorganisme mempunyai kebutuhan dasar yang sama dalam media tumbunya, yaitu air, karbon, energi, mineral dan faktor tumbuh. Derajat keasaman (pH) media sangat menentukan pertumbuhan mikroorganisme, pada umumnya mikroorganisme hidup pada kisarah pH netral (7), tetapi mikroorganisme patogen biasanya hidup pada pH basa. 

Media dapat diklasifikasikan berdasarkan atas susunan kimia, konsistensi, dan fungsinya. Berdasarkan susunan kimianya, ada medium organic (tersusun atas bahan organik), medium anorganik (tersusun dari bahan anorganik), medium sintesis (media yang dibuat dari campuran bahan kimia dengan kemurnian tinggi dan jumlahnya diketahui dengan pasti), dan medium non sintetis (media yang susunan kimianya tidak dapat ditentukan dengan pasti). Media kultur berdasarkan konsistensinya dibedakan menjadi 3 macam, yaitu:
a) Media cair (liquid medium) adalah media berbetuk cair yang dapat digunakan untuk tujuan menumbuhkan atau membiakan mikroba, penelaah fermentasi, uji-uji lain.

Contohnya : Nutrient Broth (NB), lactose broth (LB) dan kaldu sapi

b) Media semi padat (semi solid medium), biasanya digunakan untuk uji mortalitas (pergerakan) mikroorganisme dan kemampuan fermentasi, contohnya : agar dengan konsentrasi rendah 0,5%

c) Media padat (solid medium) adalah medium yang berbetuk padat yang dapat digunakan untuk menumbuhkan mikroba dipermukaan sehingga membentuk koloni yang dapat dilihat, dihitung dan diisolasi.

Contohnya : Nutrient Agar (NA), Plate Count Agar (PCA), Potato Dextrose Agar (PDA), gelatin, silika gel dan beberapa limbah pertanian yang berbentuk padat.

Sedangkan media berdasarkan komposisi atau susunan bahannya, yaitu :

a) Media sintesis adalah media yang mempunyai kandungan dari isi bahan yang telah diketahui secara terperinci

b) Media non sintesis adalah media yang mengandung bahan-bahan yang tidak diketahui secara pasti baik kadar maupun susunannya

c) Media semi sintesis misalnya cairan hanks yang ditambah serum 

Ditinjau dari fungsinya, media dibedakan menjadi:

a) Medium diperkaya (enriched medium) yaitu medium yang ditambah zat-zat tertentu misalnya (serum, darah, ekstrak tumbuh-tumbuhan dan lain-lain), sehingga dapat digunakan untuk menumbuhkan mikroba heterotrof tertentu.

b)  Medium selektif (selektive medium) yaitu medium yang ditambah zat kimia tertentu yang bersifat selektif untuk mencegah pertumbuhan mikroba lain, misalnya medium yang mengandung kristal violet pada kadar tertentu dapat mencegah pertumbuhan bakteri Gram positif tanpa mempengaruhi bakteri Gram negatif. 

c) Medium diferensial (differensial medium) yaitu medium yang ditambah reagensia atau zat kimia tertentu yang menyebabkan suatu mikroba membentuk pertumbuhan atau mengadakan perubahan tertentu sehingga dapat untuk membedakan bakteri himolitik dan non himolitik. 

d) Medium penguji (assay medium) yaitu medium dengan susunan tertentu yang digunakan untuk pengujian vitaminvitamin, asam-asam amino, antibiotik dan lain-lain. 

e) Medium untuk perhitungan jumlah mikroba yaitu medium spesifik yang digunakan untuk menghitung jumlah mikroba dalam suatu bahan misalnya medium untuk menghitung jumlah bakteri Actinomycetes dan lain-lain. 

f) Medium khusus yaitu medium untuk menentukan tipe pertumbuhan mikroba dan kemampuannya untuk mengadakan perubahan-perubahan kimia tertentu.

Mikroorganisme dapat tumbuh pada media berbentuk cair, setengah padat atau padat. Bahan padat media yang umum digunakan adalah agar-agar,gelatin atau silika gel. Salah satu media yang termasuk kedalam media serbaguna adalah  Nutriet Agar. Adapun cara pembuatan media nutrien agar (NA) adalah sebagai berikut: 

1.  Timbang 28 gram NA serbuk  

2.  Siapkan 1 Liter aquadest  

3.  Campurkan NA dan Aquadest dalam Erlenmeyer 

4. Campuran dipanaskan di atas Hot Plate sampai mendidih, sambil diaduk. 

5.  Sterilkan media dengan Autoclave 

Komposisi 28 gram Nutriet agar (NA) serbuk adalah : Agar 15 g, peptone 5 g, NaCl 5 g, ekstrak yeast 2 g,  ekstrak beef 1 g dan aquades 1 L. 

· 
Rumus pembuatan media NA
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III. ALAT DAN BAHAN

Alat
: autoklaf, erlenmeyer, hot plate stirrer, neraca analitik

Bahan
: NA, aquadest

· PERCOBAAN III

· TEKNIK ISOLASI DAN PERHITUNGAN KOLONI

I. TUJUAN PERCOBAAN

1. Memahami cara pemisahan jenis mikroba melalui berbagai teknik isolasi.

2. Dapat melakukan perhitungan koloni metode cawan.

II. DASAR TEORI

Kemampuan mikroorganisme untuk tumbuh dan tetap hidup merupakan suatu hal yang penting untuk diketahui. Istilah pertumbuhan yang digunakan untuk bakteri dan mikroorganisme biasanya mengacu pada perubahan didalam hasil panen (pertumbuhan massa sel) dan bukan perubahan individu organisme. Pertumbuhan mikroorganisme terdiri dari beberapa fase yaitu fase adaptasi, pertumbuhan awal, pertumbuhan logaritmik, pertumbuhan lambat, pertumbuhan tetap (stationer), menuju kematian, serta fase kematian. Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan adalah nutrien, air, pH, suhu dan oksigen.  
Isolasi bakteri adalah proses mengambil bakteri dari medium atau lingkungan asalnya dan menumbuhkannya di medium buatan sehingga diperoleh biakan yang murni (Singleton dan Sainsbury, 2006). Prinsip dari isolasi mikroba adalah memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lain yang berasal dari campuran bermacam-macam mikroba. Dengan menggunakan isolasi ini dapat diidentifikasikan jenis bakteri tertentu baik dari kelimpahan maupun morfologinya.  Isolasi dapat dilakukan dengan tiga metode yaitu metode gores (streak plate), metode tuang (pour plate) dan metode permukaan (spread plate).

1. Metode gores (streak plate)

Prinsipnya yaitu dengan menggoreskan satu ose kultur pada media agar padat. Ada beberapa cara menggoreskannya:

· Goresan langsung

· Goresan kuadran

· Goresan radian

2. Metode tuang (pour plate)

3. Isolasi bakteri dengan penuangan bertujuan untuk menentukan jumlah bakteri yang hidup dalam suatu cairan. Hasil perhitungan jumlah bakteri pada cara penuangan dinyatakan dalam koloni. Prinsipnya bahan pangan yang diperkirakan mengandung mikroba dan telah diencerkan, kemudian dituang ke dalam cawan lalu dituangkan medium agar cair steril yang bersuhu 47-50°C dan dikocok membentuk angka 8 serta diinkubasi. 

4. Metode permukaan (spread plate)

Prinsipnya adalah agar steril dituangkan terlebih dahulu ke dalam cawan dan dibiarkan memadat. Kemudian sampel yang telah diencerkan dipipet ke permukaan tersebut dan digunakan alat spreader untuk meratakan, selanjutnya diinkubasi.

Metode cawan adalah metode yang digunakan untuk menghitung jumlah koloni yang ditumbuhkan dalam media di cawan petri.Prinsip dari metode cawan ini adalah apabila terdapat sel mikroba yang masih hidup dan ditumbuhkan pada suatu medium agar, sel mikroba akan melakukan pertumbuhan dan perkembangbiakkan serta membentuk koloni yang dapat dilihat langsung dan dihitung dengan menggunakan mata telanjang tanpa menggunakan mikroskop (Suharni, 2006).

Suatu sampel yang diperkirakan mengandung lebih dari 300 sel mikroba per ml, per g, atau per cm permukaan, memerlukan perlakuan  pengenceran sebelum ditumbuhkan pada medium agar di dalam cawan petri, sehingga setelah inkubasi akan terbentuk koloni pada cawan tersebut dalam jumlah yang dapat dihitung, dimana jumlah yang terbaik adalah antara 30 – 300. 

III. ALAT DAN BAHAN

Alat

: ose, bunsen, cawan petri

Bahan
: kultur murni, media NA

IV. CARA KERJA

A. Teknik Isolasi

1. Panaskan jarum loop di atas bunsen
2. Ambil 1 sel bakteri dengan jarum loop
3. Goreskan pada medium isolasi dengan metode zig-zag
4. Dibungkus dengan koran dan diikat dengan tali
5. Inkubasi dalam incase selama 24 jam
B. Perhitungan koloni

1. Ambil cawan petri yang berisi medium dan sampel dari incase

2. Hitung koloni bakteri dengan TPC
· PERCOBAAN IV

· IDENTIFIKASI DAN KARAKTERISASI

I. TUJUAN PERCOBAAN

1. Melakukan pengecatan gram pada bakteri uji
2. Menentukan Gram positif atau negatif bakteri yang diuji
II. DASAR TEORI

Mikroorganisme sulit dilihat dengan mikroskop cahaya, karena tidak mengadsorbsi ataupun membiaskan cahaya. Alasan inilah yang menyebabkan zat warna digunakan untuk mewarnai mikroorganismekarena zat warna mengadsorbsi dan membiaskan cahaya sehingga kontras mikroorganisme dengan lingkungannya ditingkatkan.

Pewarnaan Gram merupakan pewarnaan diferensial yang bayak digunakan dalam laboratorium mikrobiologi guna pencirian dan identifikasi bakteri. Pewarnaan gram memilahkan bakteri menjadi kelompok Gram positif dan Gram negatif.  Bakteri Gram positif berwarna ungu karena bakteri tersebut mengikat kompleks zat warna kristal ungu-iodium, sedangkan bakteri Gram negatif berwarna merah karena mengikat zat warna sekunder yang berwarna merah. Perbedaan hasil dalam pewarnaan ini disebabkan perbedaan struktur dinding sel bakteri dan perbedaan kandungan asam ribonukleat antara bakteri Gram positif dan Gram negatif.

Pewarnaan dengan zat warna yang mengandung yodium menyebabkan amilopektin berwarna biru atau keunguan, sedangkan glikogen berwarna merah kecoklatan atau merah keunguan. Dengan melakukan pewarnaan sangat memungkinkan kita untuk melihat bakteri dengan jelas, tetapi tidak dapat membedakan jenis-jenis bakteri yang berbeda dengan morfologi yang sama.

III. ALAT DAN BAHAN

Alat

: kaca preparat, kaca penutup, pipet tetes, ose, mikroskop, bunsen

Bahan
: kultur, kristal ungu, safranin, iodium, aquades, spiritus 

IV. CARA KERJA

1. Ambil bakteri yang telah diisolasi dengan menggunakan jarum loop
2. Gesekkan jarum loop yang berisi bakteri pada kaca obyek
3. Fiksasi kaca obyek tersebut di atas bunsen
4. Preparat yang telah difiksasi ditetesi dengan kristal ungu dan didiamkan selama 1 menit
5. Bilas dengan aquades, kemudian tetesi dengan iodium dan diamkan selama 2 menit
6. Bilas dengan aquades, kemudian cuci dengan menggunakan etanol 70%
7. Bilas dengan aquades kembali, kemudian tetesi dengan safranin dan diamkan selama ½ menit
8. Bilas dengan aquades, kemudian amati preparat di bawah mikroskop
