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								    				    PEMANFAAT PEMANFAATAN MIKROORGANISME MIKROORG ANISME SEBAGAI INDIKATOR UJI Posted January 14, 2011 by aguskrisno in Uncategorized Uncategorized.. Leave a Comment Pengujian mikrobioogi meman!aatkan mikroorganisme sebagai indikator  "engujian. #aam $a ini mikroorganisme mikroorganisme digunakan sebagai "enentu konsentrasi kom"onen tertentu "ada cam"uran kom"eks kimia, untuk mendiaknosis "en yakit tertentu tertentu, serta untuk menguji ba$an kimia guna menentukan "otensi mutagenik atau karsinogenik suatu ba$an. %acam&macam uji yang da"at diakukan adaa$ uji antibiotik'antimikroba, bioautogra!i, uji vitamin dan asam amino, uji ames, dan "enggunaan mikroorganisme sebagai mode metaboisme obat mamaia. Uji antibiotik antimikroba



Pada uji ini diukur res"ons res "ons "ertumbu$an "o"uasi mikroorganisme ter$ada" agen antimikroba. (ujuan (ujuan assay antimikroba assay antimikroba ) termasuk antibiotik dan substansi antimikroba nonantibiotik, misanya !eno, bis!eno, ade$id*, adaa$ untuk menentukan "otensi dan kontrokuaitas seama "roses"roduksi senya+a antimikroba di"abrik, untuk !armakokinetik obat "ada $e+an atau manusia dan untuk memonetor dan mengontro kemotera"i obat. egunaan uji antimikroba adaa$ di"eroe$nya suatu sistem "engobatan yang e!ekti! dan e!esien. (erda"at (erda"at  bermacam&macam metode uji antimikroba se"erti yang dijeaskan berikut ini. 1. Metoe i!"#i •



•



Metoe disc diffusion )tes irby dan -auer* untuk menentukan aktivitas agen antimikroba. Piringan yang berisi agen antimikroba dietakkan "ada media agar yang tea$ ditanami mikroorganisme yang akan berdi!usi "ada media agar tersebut. rea jerni$ mengindikasikan adanya $ambatan  "ertumbu$an mikroorganisme mikroorganisme oe$ agen antimikroba "ermukaan media agar. )i$at gambar*



E$te#t



%etode /&test digunakan untuk mengestimasi %C )minimum in$ibitory concentration* atau % )kadar $ambat minimum*, yaitu konsentrasi minima suatu agen antimikroba untuk da"at meng$abat "ertumbu$an mikroorganisme.



 Pada metode ini digunakan stri" "astik yang mengandung agen antimikroba dari kadar terenda$ $ingga tertinggi dan dietakkan "ermukaan media agar yang tea$ ditanami mikroorganisme. Pengamatan diakukan "ada area jerni$ yang ditimbukannya yang menunjukkan kadar agen antimikroba yang meng$ambat  "ertumbu$an mikroorganisme "ada media agar.)i$at gambar*



•



Ditch-plate technique



Pada metode ini sam"e uji beru"a agen antimikroba yang dietakkan "ada "arit yang dibuat dengan cara memotong media agar daam ca+an "etri "ada bagian tenga$ secara membujur dan mikroba uji ) maksimum  macam * digoreskan keara$ "arit yang berisi agen antimikroba. •



Cup-plate technique



metode ini seru"a dengan mitode disc diffusion, dimana dibuat sumur "ada media agar yang tea$ ditanami dengan mikroorganisme dan "ada sumur tersebut diberi agen antimikroba yang akan diuji. •



Gradient-plate technique



Pada metode ini konsentrasi agen antimikroba "ada media agar secara teoretis  bervariasi dari 0 $ingga maksima. %edia agar dicairkan dan arutan uji ditamba$kan. Cam"uran kemudian dituang kedaam ca+an "etri dan dietakkan daam "osisi miring. 3utrisi kedua seanjutnya di$itung diatasnya. Pate diinkubasi seama 24 jam untuk memungkinkan agen antimikroba berdi!usi dan "ermukaan media mengering. %ikroba uji )maksima  macam* digoreskan  "ada ara$ muai dari konsentrasi tinggi ke renda$. asi di"er$itungkan sebagai  "anjang tota "ertumbu$an mikroorganisme maksimum yang mungkin dibandingkan dengan "anjang "ertumbu$an $asi goresan. -ia 5 6 "anjang tota "ertumbu$an mikroorganisme yang mungkin 7 6 "anjang "ertumbu$an aktua C 6 konsentrasi !ina agen antimikroba "ada tota voume media mg'mL atau 8'mL, %aka konsentrasi $ambatan adaa$ 9)5.7*: C mg'mL atau 8g'mL.



 7ang "eru di"er$atikan adaa$ dari $asi "erbandingan yang dida"at dari ingkungan "adat dan cair !aktor di!usi agen antimikroba da"at mem"engaru$i keseuru$an $asi "ada media "adat. 1. Metoe i%"#i



%etode diusi dibedankan menjadi dua yaitu diusi cair )broth dilution) dan diusi  "adat ) solit dilution*. •



Metoe i%"#i &air 'brot$ diution tes )seria diution*



%etode ini mengukur %C dan %-C ) minimum in$ibitory concentration atau kadar bunu$ minimum,-%*. Cara yang diakukan adaa$ dengan membuat seri  "engenceran agen antimikroba "ada medium cair yang ditamba$kan dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba "ada kadar terkeci yang teri$at jerni$ tan"a adanya "ertumbu$an mikroba uji diteta"kan sebagai % tersebut seanjutnya dikutur uang "ada media cair tan"a "enamba$an mikroba uji atau"un agen antimikroba, dan diunkubasi seama 1;&24 jam . media cair yang teta" teri$at jerni$ setea$ inkubasi diteta"kan sebagai -%.



•



Metoe i%"#i 'aat



%etode ini seru"a dengan metode diusi cair namun menggunakan media "adat )soid*. euntungan metode ini adaa$ satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji da"at digunakan untuk menguji bebera"a mikroba uj i. 1. Uji akti(ita# anti !"n)i



Pada uji ini kebutu$an media berbeda dengan uji menggunakan bakteri.media yang umum digunakan adaa$ Sabouroud Dextrose Liquid/solid , Cza"e< #o


Uji aktivitas antivirus menggunakan kutur jaringan mau"un inokuasi teur  berembrio. Cam"uran antara sus"ensi virus dan arutan agen antimikroba uji dibuat daam seri "engenceran. =eri "engenceran ini dibuat "ada serum yang tea$ diinaktivasi, misanya serum kuda, dan diinokuasikan "ada kutur se atau teur  berembrio. =ebagai kontro digunakan arutan tan"a virus. arena obat juga da"at



 tosik "ada kutur jaringan atau teur, maka toksisitasnya $arus diuji. =eri  "engenceran >bat dicam"urkan dengan serum yang dinaktivasi dan dinokuasi ke daam se jaringan atau teur berembrio. Pengamatan diakukan setia" $ari ter$ad" ada atau tidaknya kerusakan se atau jaringan. =eain menggunakan kutur se atau teur, uji aktivitas antivirus juga da"at diakukan "ada $e+an "ercobaan, conto$nya "ada "engujian virus $e"atitis )-?* yang tidak da"at ditumbu$kan "ada kutur se atau"un teurberembrio. Uji bioa"to)ra!i



Uji bioautogra!i meru"akan metode s"esi!ik untuk mendeteksi bercak "ada kromatogram $asi L( ) kromatogra!i a"is ti"is * yang memiiki akti!itas antibakteri, anti!ungi dan antivirus, se$ingga mendekatkan metode se"arasi dengan uji bioogis. euntungan metode ini adaa$ si!atnya yang e!esien untuk mendeteksi adanya senya+a antimikroba karna etak bercak da"at ditentukan +aau"un berada daam cam"uran yang kom"eks se$ingga memungkinkan untuk mengisoasi senya+ akti! tersebut. erugiannya adaa$ metode ini tidak da"at digunakan untuk menetukan % dan -%. da dua macam metode bioautogra!i, yaitu •



•



Bioa"to)ra!i %an)#"n) + #engan menyem"rot "at L(dengan sus"ensi mikroorganisme atau"un dengan menyentu$kan "at L( "ada mermukaan media agar yang tea$ ditanami mikroorganisme. =etea$ inkubasi "ada +aktu tertentu, etak senya+a akti! tam"ak sebagai area  jerni$ dengan atar beakang keru$. Bioa"to)ra!i overlay dengan menuangkan media agar yang tea$ dicam"ur dengan mikrioorganisme diatas "ermukaan "at L(, media ditunggu $ingga "adat, kemudian diinkubasi. rea $ambatan dii$at dengan "enyem"rotan menggunakan tetrazoium korida. =enya+a yang akti! sebagai antimikroba akan tam"ak sebagai area jerni$ dengan atar  beakang ungu.



Uji (itamin an a#am amino



Uji ini meru"akan kebaikan dari uji antimikroba ) uji antibiotik * yang didasarkan  "ada "eng$ambatan "ertumbu$an mikroorganisme. Assay vitamin dan asm amino  justru didasarkan "ada "eningkatan "ertumbu$an mikroorganisme. Pada uji ini di"erukan media kutur bernutrisi yang sesuai untuk mikroba uji, yaitu memiiki semua !aktor "ertumbu$an kecuai !aktor yang akan diujikan. urva kaibrasi dari konsentrasi substansi uji ter$ada" bebera"a "arameter "ertumbu$an mikroorganisme se"erti berat se kering ) -= * da"at di"otkan se$ingga konsentrasi !aktor "ertumbu$an da"at ditentukan. Conto$ uji ini yaitu



 •



Assay biotin, asam !oat dan ribo!avin oe$ lactobasillus casei



•



  Assay kasium "atotenat, dan asam nikotinat oe$ lactobasillus arabinosus



•



  Assay sianokobaamin oe$ lactobasillus leichmanii



•



  Assay inosito oe$ saccharomyces uvarum



•



  Assay tiamin oe$ lactobasillus viridans



Uji Ame#



Uji mes )mes test* meru"akan uji untuk mengidenti!ikasi ba$an kimia yang  bersi!at mutagenik atau karsinogenik dengan menggunakan bakteri sebagai indikator kasinogenik. Uji ini didasarkan "ada "engamatanba$+a "a"aran bakteri mutan ter$ada" substansi mutagenikda"at menyebabkan mutasi baru yang meniadakan e!ek mutasi asi beru"a "eruba$an !enoti"e, disebut back mutation atau reversion. =ecara s"esi!ik, uji mes menguji Salmonella auksotro! $istidin )se&$is* yaitu mutan Salmonella yang ke$iangan kemam"uan untuk mensintesis $istidin, menjadi se $is@ setea$ "erakuan dengan ba$an mutagenik. -a$an kimia $arus diaktivasi ) diuba$ secara kimia kedaam bentuk kimia yang reati! * dengan menggunakan enzim $e+ani agar aktivitas atau karsinogenik da"at muncu. -a$an kimia uji dan bakteri mutan diinkubasi bersama&sama dengan ekstrak $ati tikus yang kaya enzim aktivasi. -ia ba$an kimia yang diuji  bersi!at mutagenik, akan terbentuk reversi bakteri $is& menjadi $is@ . juma$ revertant yang terbentuk mengindikasikan derajat mutagenik atau karsinogenikba$an kimia yang diuji Penyem"urnaan ebi$ anjut ter$ada" uji mes memungkin "enyaringan ba$an&  ba$an yang memerukan aktivitas metaboik sebeum motagenitas ba$an&ba$an itu tam"ak. a ini bisa diakukan dengan menggabungkan "ada a"isan agar bagian atas, bersama dengan bakteri tersebut, $omogenat $ati tikus ) atau manusia * yang sistem enzim "engaktivasinya tea$ dimuncukan dengan "engeks"osan "ada cam"uran bi!eni yang tea$ mengaami "oikorinasi. Uji ini kadang&kadang disebut "engukuran Salmonella atau mikrosom karna menggunakan !raksi&!raksi $omogenat $ati yang disebut !raksi =Adan mengandung banyak mikrosom $ati.



Penting disadari ba$+a uji ini bersi!at !eksibek dan dan masi$ mengaami modi!ikasi dan "engembangan. am"ir semua karsinogen manusia yang tea$



 diketa$ui tea$ diuji dan menunjukkan $asi "osit!. arsinogen tersebut mei"uti  ba$an&ba$an se"erti B&na!tiamin, kondensat asa" rokok a!atoksin -, dan vini korida, dan juga obat&obatan yang digunakan "ada "engobatan kanker se"erti adriamisin, daunomisin dan mitomisin C. Pen))"naan mikroor)ani#me #eba)ai moe% metabo%i#me obat mama%ia



eamanan dan kemanjuran obat $arus dievauasi secara uas sebeum digunakan untuk mengobati "enyakit "ada manusia. Peneitian ter$ada" cara obat dimetaboisasi sangat berman!aat karena "eneitian semacam ini menyediakan in!ormasi tentang cara aksi obat, menga"a obat menunjukkan toksisitas, serta  bagaimana obat didistribusikan, diekskresikan, dan disim"an didaam tubu$. =ecara tradisona, "eneitian metaboisme obat menggunakan mode binatang, dan sam"ai "ada batas tertentu, menggunakan "re"arasi mikrosoma $ati, kutur  jaringan dan sistem organ tertentu. %asing&masing mode ini memiiki kekurangan dan keebi$an tertentu dan terda"at tekanan cuku" besar dari keom"ok&keom"ok "emer$ati binatang untuk meng$entikan "enggunaan  binatang "ada "eneitian imia$. Penggunaan sistem mikrobia sebagai mode in vitro untuk metaboisme obat  "ada manusia disebabkan oe$ adanya banyak kesamaan diantara sistem enzim mikrobia tertentu dan sistem enzim $ati mamaia. eebi$an utama "enggunaan mikroorganisme adaa$ kemam"uannya untuk meng$asikan juma$ metaboit yang signi!ikan, sebaiknya $a tersebut suit di"eroe$ dari sistem binatang atau sintesis kimia+i. =eain itu, "enggunaan mikroorganisme da"at mengurangi biaya o"erasiona "eneitian bianatang. Peneitian metaboisme obat mikrobia biasanya dia+ai mena"is )skrining* sejuma$ besar mikroorganisme untuk mengeta$ui kemam"uannya daam mitaboisme suatu substrat obat. =ebagai substrat biasnya ditumbu$kan "ada media se"erti gukosa "e"ton "ada tabung abu yang digoyang&goyang untuk memberikan aerasi yang baik. >bat sebagai substrat biasanya ditamba$kan setea$  "ertumbu$an 24 jam, kemudian diambi sebagai sam"e untuk mengeta$ui adanya metaboit dengan interva tertentu sam"ai 14 $ari setea$ "enamba$an substrat. (idak ama agi setea$ ditentukan ba$+a suatu mikroorganisme memetaboisme obat, "roses secara keseuru$an da"at di"erbesar skaanya untuk "rduksi sejuma$ besar metaboit menentukan struktur dan si!at&si!at bioogisnya. %isanya, metabiisme obat antide"resan imi"ramin. #idaam sistem mamaia, imi"aramin dimetaboisme menjadi ima metaboit utama, yaitu 2& hydroxymipramine, 10& hydroxymipramine, iminodibenzi, imipramine&3&oxide, dan desi"ramin. Untuk "eneitian metaboisme mikrobia, sejuma$ besar !ungi dita"is, dan bebera"a diantaranya di"ii$ untuk "roduksi skaa "re"arati! metaboit imi"ramin. Cunninghamella blacesleeana meng$asikan metaboit ter$idroksiasi  beru"a 2& hydroxymipramine dan 10& $ydro


 meng$asikan iminodibenzi sementara secara !armakoogis metaboit akti! desi"ramin dan 10&hydroxy dan metaboit 3&oxide di$asikan oe$ mucor  griseocyanus. %eningkatkan skaa "rosedur ini, juma$ signi!ikan metaboit yang sama dengan yang terbentuk daam metaboisme mamaia da"at di"eroe$. >e$ karena itu, mikroorganisme memiiki "otensi yang cuku" besar sebagai aat untuk meneiti mikroorganisme obat. %eski"un mikroorganisme tidak da"at se"enu$nya menggantikan binatang, mikroorganisme sangat berman!aat sebagai mode "redikti! "eneitian a+a. DAFTAR PUSTAKA



(."rati+i, =yvia. 200;. %ikrobioogi !armasi. /rangga  jogya katarta tas, D.%., -ro+n, ./., #ebra, .E., dan Lionas, %.,1A;A, /k"erimenta %ikrobioogy !undamenta and ""ication, %ac%ian "ubis$ing com"any,  3e+ 7ork. -etina, ?., 1A;F, ($e c$emistry and -ioogy o! ntibiotics, =cienti!ic Pubis$ing Com"any, 3e+ 7ork. -atro+ne, L.%., dan =zent$e, 3.., 1A;A, Labory %anua !or %ikrobiogy, #e"artement o! C$emistry, Uiversity o! berta, Canada. $tt"''+++.$eios.bto.ed.ac.uk'bto'microbes'bt.$tm, deacon, J.,2002, ($e mikrobia +ord bacius t$uringiensis. $tt"''+++.mobio."rinceton.edu.'courses'mb42G'2001'"rojecst'02'antibiotics.$t m,ntibiotics $tt"''+++.bmb.eeds.ac.uk'mbioogy'ug'ugteac$'denta'tutorias'introduction'!un gi.$tm, medica mikrobioogy a brie! introduction $tt"''users.rcn.com'jkimba.ma.utranet'bioogy"ages''ntibiotics.$tm,bstra ct ntibacteria.
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