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SAMBUTAN KETUA UMUM PERHIMPUNAN DOKTER
SPESIALIS PATOLOG! KLINIK DAN KEDOKTERAN

LABORATORIUM

Assalamualaikum wrwb,

Salam Sejahtera,

Sejawat yang terho.mat,

Duji syukur kami ucapkan kepada Yang Maha Esa, karena kita bertemu laqi pada

I Pendidikan Berkesinambungan Patologi Klinik (PBPK) telah terselenggara untuk

kali ke XVll. Penghargaan setinggi tingginya kami sampaikan untuk para penggagas dan

Departemen Patologi Klinik FKUI/RSCM yang secara konsisten menjaga kesinambungan

acara ini.

Kegiatan PBPK ke XVll kali ini membahas kemajuan terkini semua aspek laboratorium

medik dengan tema yang sangat luas; "Diagnosis Laboralorium PenyakitAnak dan Oewasa'.

Tema yang secara khusus membagi diagnosis laboratorium untuk kelompok penyakit anak

dan dewasa menjadi penting, karena pengelolaannya yang berbeda. untuk menuju ke presisi

yang lebih baik.

Namun demikian, saat ini ketika banyak disrupsi di bidang laboratorium, kemajuan

teknologi harus dimaknai ulang dengan upaya efisiensi. Karena tanpa elisiensi, laboratorium

yang sejak dulu menjadi 'r6venue centel akan menjadi 'cost center'. Kewajiban kita semua

untuk melakukan efisiensi, tanpa mengurangi standar pelayanan terhadap pasien kita.

Akhir kata, Terimakasih kepada panitia, para Guru Besar, narasumber dan para mitra

kerja yang t€lah mendukung terselenggaranya PBPK ke XVll ini.

Selamat mengikuti, Selamal menikmati, semoga bermanfaat

Jakarta, Agustus 20'18

Ketua Umum Pengurus Pusat

Perhimpunan OoKer Spesialis Palologi Klinik dan Kedokteran Laboratorium lndonesia,

Prof. Dr. lda Parwati, dr.,SpPK(K) PhD.
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FAKTOR YANG MEMPENGARUHI TES RESISTENSI
ANTIBIOTIK

Tonny Loho

Departemen Patologi Ktinik FKUI-RSCM

ABSTRAK

Metode tes resistensi antibiotik dibagi menjadi metode les berdasarkan pengenceran dan
berdasarkan difusi. Metode tes resistensi berdasarkan difusiterdiri atas difusi cakram (disc
d/ffuslor) dan difusi b eienlang (gradient diffusionlepsilometry). Metode difusi cakram adalah
metode uji kepekaan antimikroba yang banyak djgunakan di laboratorium mikrobiologi.
Melode difusi cakram telah distandardisasi terutama untuk mengu.ij bakten yang cepat
tumbuh. untuk bakteri yang surit tumbuh dan anaerob, metode harus dimodifikasi khusus.
Metode difusi cakram dipengaruhi oreh banyak faktor seperti cakram antimikroba, medium
agar, prosedur inokulasi, suhu inkubasi, lama inkubasi, dan pembacaan hasil. Untuk
pemanlapan mutu digunakan kuman kontrot Escheichia cotiATCC2Sg22, Staphytococcus
aureusATCC 25923 dan pseudomonas aeruginosa ATCC 27g53. Juga dengan E lerococcus
faecalis ATCC 29212 dan Escherichia coliAICC 35218.

Kata kunci: tes resistensi, difusi cakram, faktor yang mempengaruhi

PENDAHULUAN

Tes resistensi antibiotik adalah les yang dilakukan untuk mengetahui antimikroba yang
masih sensitif terhadap mikroba yang ditemukan pada spesimen klinik. Tes ini sangat
diperlukan pada penanganan penyakit infeksisehingga menjadi bagian yang sangat penting
di pemeriksaan laboratorium mikrobiologi. Bagi klinjsi yang berpandangan pragmatis, hasil
tes resistensi antibiotik dianggap tebih penling dari pada identilikasi bakteri penyebab
infeksi. Hal ini terutama relevan pada masa di mana resistensi antibiotik amat meningkat.
Akibatnya laboratorium harus memberi prioritas yang tinggi untuk menghasilkan data yang
akurat. Tujuan utama tes resistensi antibiotik adalah memprediksi hasil pengobatan dengan
antibiotik yang diuji. rmplikasi hasil 'sensitif adalah kemungkinan besar pasien akan memberi
respon yang baik dengan dosis antibiotik yang tepat. Hasi|resisten, menunjukkan bahwa
kemungkinan besar hasit terapi dengan antibiotik tersebut akan gagal. Hasil ,intermediet,
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menunjukkan kemungkinan anlibiotik akan berhasil apabila diberikan dalam dosis yang lebih

tinggi sepanjang dosis tersebut masih berada dalam level aman.1

Untuk dapat melakukan tes resistensi antibiotik dengan benar diperlukan pengetahuan

dasaryang memadaitentang berbagai faktor yang memengaruhites tersebut. Pada makalah

ini akan dibahas tentang klasifikasi metode tes resistensi, metode difusi cakram, dan faktor-

faktor yang berpengaruh.

KLASIFIKASI METODE TES RESISTENSI

Metode tes resistensi antibiotik dibagi menjadi metode tes yang berdasarkan pengenceran

dan berdasarkan difusi. Metode tes resistensi yang berdasarkan pengenceran terdiri atas

metode pengenceran media padat/agar (agardilution\ dan melode pengenceran media cair

(broth dilution). Metode pengenceran media cair (broth dilution\ terbagi menjadi metode

pengenceran menggunakan tabung (macfo broth dilution)dan metode menggunakan sumur

kecil (mrb,ro broth dilution). Metode tes resistensi yang berdasarkan difusi dibagi menjadi

difusi cakram (disc d,ffusior) dan difusi berjeniang (gradient diffusionlepsilometry\.1

Metode difusi cakram (disc diffusionl
Metode difusi cakram adalah metode uji kepekaan antimikroba yang banyak digunakan di

laboratorium mikrobiologi. Metode difusi cakram telah distandardisasi terutama untuk menguji

bakteri yang cepat tumbuh. Untuk bakteri yang sulit tumbuh dan anaerob, metode harus

dimodifikasi khusus. Diameter zona inhibisi dipengaruhi oleh kecepatan difusi antimikroba

melalui agar; yang berbeda pada masing-masing antimikroba, tergantung pada ukuran

molekul dan kapasitas hidrofl liknya.l

Cakram antimikroba

Jumlah antimikroba pada setiap cakram antimikroba telah ditentukan ketika antimikroba

tersebut dikembangkan oleh pabriknya. Cakram antimikroba harus disimpan pada suhu

2 - 8'C atau dibekukan pada suhu -20"C, atau lebih dingin pada non-frost-frce freezer.

Cakram yang mengandung antimikroba beta laktam harus disimpan dalam keadaan beku

untuk menjamin kualitas potensi antimikroba, walaupun sejumlah kecil cakram dapat

disimpan dalam lemari pendingin (refrgerafor) untuk stok selama '1 minggu. Wadah cakram

antimikroba yang belum dibuka, harus dikeluarkan dati refigerator alau freezer selama 1 -
2 jam sebelum digunakan. Hal ini bertujuan agar suhu cakram antimikroba sesuai dengan

suhu kamar sebelum wadahnya dibuka, sehingga meminimalisasi kondensasi yang dapat

terjadi ketika udara hangat bersentuhan dengan cakram yang dingin.r

Medium agar

Medium agar yang direkomendasikan untuk uji difusi cakram adalah agar Muller Hinton

(MH). Agar MH yang dipilih karena: memiliki reprodusibilitas yang baik antar bafch untuk
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uji kepekaan antimikroba; mengandung inhibitor surfonamid, trimetoprim dan tetrasikrin
dalam kadar rendah; mendukung perlumbuhan sebagian besar bakteriyang tumbuh cepat:dan pengalaman penggunaan bertahun_tahun menunjukkan Oata yang Oait. Bakteri yang
sulit tumbuh sepefti Hemophilus sp., Ne,sse,a gonorhoeae, Neisseia neningitidis danStrcptococcus, memedukan suplemen atau modifikasi tertentu agar dapat tumbuh denganbaik pada media MH.i,

Media MH dapat diperoleh secara komersial dari pabrik. Setelah diautoklav, media
diletakkan dalam penangas air45 _ 50"C, dituang ke dalam cawan petriyanl memiltkidasar
datar dengan ketebatan 4 mm. Ketebalan agar yang melebihj + mm aapai menyeoaOtan
hasil resisten palsu (zona hambatan lebih kecil dari yang seharusnya). Ketebatan agar yang
kurang dari 4 mm dapat menyebabkan hasir sensitif palsu (zona hambatan rebih besar dariyang seharusnya).1

setjap barch rvH harus diperiksa pH-nya untuk memastikan pH berada daram rentang
7 '2-7 ,4. Bi'ra pH <7,2, antimikroba seperti aminogrikosida, makrolida dan fluorokuinoron akanmenurun daya bunuh bakterinya. pada pH <7,2, penisilin dan tetrasiktin akan bertambah
daya bunuh bakterinya. pada pH >7,4, daya bunuh bakteri aminoglikosida, makrotida danfluorokuinoron akan meningkat, sebariknya daya bunuh penisirin dantetrasikrin akan menurun.x,

Sebelum digunakan, pemukaan agar MH pedu diperhatikan. Bita didapatkan kelembabanyang berlebihan, kelembaban harus
jnkubator 35"c densan tutup 

"".*it t rlrll il:::: ffiliJilll;::ffi Ln::iT
hilang. Pada saat medium MH akan djinokulasi, tidak boleh ada kelembaban pada permukaan
agar atau tutup cawan petri.r

PROSEDUR INOKULASI

lnokulasi harus dilakukan menggunakan inokulum yang sudah distandardisasi pada 0,5McFarland. lnokulum dapat dipersiapkan dengan metode pertumbuhan (growh method)atau metode suspensi rangsung (dlrecr susp ension)_ pada metode pertum;uhan, 4 atau 5koloni bakteriyang tu mbuh overnight (18_24jam jnkubasi) diinokulasikan pada media cairyang mendukung pertumbuhan yang baik (seper0 tryptic soy broth). Media cair diinkubasipada 35"C hingga mengalami kekeruhan, kemudian suspensi diencerkan hjngga mencapai
0,5 McFarland Barium surfat (Baso,.) atau kekeruhan partiker ratets 

"tanoar, 
tir"_r<ira s.tarudengan 10s CFU (cotony forming unit)tml. Standard 0,S McFarland dapat dibeti komersial

atau dibuat sendiri menurut petunjuk CLSt (Clinical Laboratory Standard lnslitute). Ketepatan
standard 0,S McFariand harus diveriflkasi dengan mengggunakan spektrofotomeler denganjalur cahaya 1 cm; unluk standard O,S nrcFarland, absorbansi pada panjang gelombang 625nm harus berkisar antara O,0B _ 0,,13.1

Pada metode suspensi rangsung, metode yang banyak digunakan di raboratorium adarahmengambil 5 atau lebih koloni yang tumbuh dalam waktu semalam pada agar non_selektjf,

20
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lalu dibuat suspensi yang kekeruhannya setara dengan 0,5 McFarland. Dengan cara ini.

tidak perlu membuang waktu menunggu pertumbuhan bakteri pada media cair. Suspensi

dibuat dengan menggunakan Nacl fisiologis atau media cair steril.1.'?

Setelah suspensi inokulum dipersiapkan, inokulasi harus dilakukan dalam

waktu 15 menit karena penundaan yang lebih lama akan menyebabkan perubahan

pada jumlah bakteri dalam suspensi.l

Cakram antimikroba
Dalam waktu 15 menit setelah agar MH diinokulasi dengan suspensi bakteri maka cakram

antimikroba harus diletakkan di permukaan agar MH. Jarak yang ideal antara 2 pusat

cakram antimikroba adalah 24 mm. Cakram antimikroba diletakkan satu per satu dengan

menggunakan forsep steril. Sebaiknya untuk plat berdiameter 10 cm, hanya diletakkan

maksimum 5 cakram dan untuk plat berdiameter 15 cm, hanya diletakkan maksimum'12

cakram. Setelah menyentuh permukaan agar [IH, antimikroba akan segera berdifusi sehingga

bila terjadi salah peletakkan cakram, letak cakram tidak boleh dipindah.r

INTERPRETASI DAN PELAPORAN HASIL

Plat agar MH dinilai setelah inkubasi 16 - '18 jam untuk bakteriyang mudah tumbuh, kecuali

untuk Staphylococcus dan E ferococcus, yang harus diinkubasi selama 24 jam penuh

supaya dapat dinilai resistensi terhadap oxacillin dan vancomycin- Bila plat MH diinokulasi

dengan benar maka akan didapatkan diameter zona inhibisi yang bundar dan pertumbuhan

bakteri yang corflrer?f. Pertumbuhan koloni yang masih memperlihatkan pertumbuhan

koloni individual, menyatakan inokulum terlalu encer sehingga uji kepekaan antimikroba

harus diulang.

Diameter zona hambatan diukur dengan menggunakan calipet alau penggaris. Pada

agar MH tanpa suplementasi, pembacaan zona inhibisi dilakukan dengan membalikkan plat

agar MH dengan sinar lampu dibelakangnya dan diukur pada bagian dasar plat MH.r 
'? 

Batas

zona inhibisi adalah area dimana tidak ada pertumbuhan bakteri.

Pada Staphylococcus dan Enterococcus, setiap pertumbuhan yang dapat terlihat

(terutama koloni yang kabur atau kecil sekali) di dalam zona inhibisi di sekitar cakram

oxacil/,n (untuk Staphy/ococcus) atau cakram vancomycin (unluk E lerococcus) merupakan

petunjuk adanya resistensi.l

21

lnkubasi

l/aksimum 15 menit setelah cakram diletakkan, plat agar MH harus diletakkan terbalik

dan diinkubasi pada 35"C, udara biasa. Keterlambatan inkubasi lebih dari 15 menit akan

menyebabkan antimikroba akan mengalami predifusi yang berlebihan sehingga berpotensi

mengubah interpretasi hasil.l



Pendidikon Berkesinombungon potologi Ktinik 2Ot8

PEMANTAPAN MUTU

Kuman kontrol
Untuk meyakinkan hasil uji kepekaan antimikroba maka perlu dilakukan pemantapan mutu
dengan menggunakan kuman kontrol Esch etichia cotiATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.12 Juga dengan Enterococcus
faecalis ATCC 29212 dan Escherichia coll ATCC 35218. Escherichia coti ATCC 3S2,tB
direkomendasikan untuk menguji kombinasi inhibitor beta laktamase sepefti clavulanic
acid, sulbaktam, dan tazobaktam.i Enterococcus faecars ATCC 29212 digunakan untuk
mengujijumlah inhibitordalam media MH dan cakramyang mengandung konsentrasi tinggi
gentamisin atau streplomisin. 1

Rentang diameter zona inhibisi
Rentang diameter zona inhibisi untuk galur bakte.i referensi mengalami pembaruan dari
waktu k6 waktu; yang dikeluarkan oleh CLS|.,

RINGKASAN

Metode tes resistensi antibiotik dibagi menjadi metode les yang berdasarkan pengonceran
dan berdasarkan difusi. Metode tes resistensi yang berdasarkan difusi dibagi menjadi difusi
cd(ram (disc diffusior) dan difusi berjenjang (gtadient diffusionlepsilometry). Metode difusi
cakram adalah metode uji kepekaan antimikroba yang banyak digunakan di taboratorium
mikrobiologi. Melode difusi cakram telah distandardisasi terutama untuk menguji bakteri
yang cepat tumbuh. untuk bakteri yang sulil tumbuh dan anaerob, metode harus dimodifikasi
khusus. Metode difusi cakram dipengaruhi oleh cakram antimikroba, medium aga., prosedur
inokulasi, suhu inkubasi, lama inkubasi, dan pembacaan hasil.

Untuk bakteri yang lain, adanya koloniyang tumbuh di area zona inhibisi, menunjukkan
kemungkinan: 1)biakan yang iidak murni (tercampur dengan bakteri yang lain), sehingga
harus dilakukan subkultur, identifikasi ulang dan uji kepekaan ulang, 2)adanya seteksibakteri
mutan yang resisten terhadap antimikroba yang diuji.i

Pada Proteus sp, bila ditemukan lapisan lipis pertumbuhan bakteriyang tumbuh didalam
zona inhibisimaka batas zona inhibisiyang diukuradalah batas adanya pertumbuhan bakteri
yang banyak. Pertumbuhan bakterj yang tipis seperti fitm tidak dianggap.l

Pada uji trimetoprim, sulfonamid, dan kombinasi keduanya, antagonis yang terdapat
dalam media MH dapat menimbulkan pertumbuhan yang sedikit sekali/minimal sehingga
zona inhibisi yang diukur adalah pada batas yang tegas. pertumbuhan yang sedikjt (2oolo
atau kurang) tidak diperhitungkan.'

Diameterzona inhibisi diinterpretasi sesuai dengan petunjukyang diketuarkan oteh CLSI
dan dilaporkan sebagai sensitif, intermediet atau resislen.,
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