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Abstrak

Medium cystine tellurite blood agar (CTBA) merupakan medium selektif untuk kultur Corynebacterium
diphtheriae. Selektivitas medium ini terletak pada tellurite yang dapat menghambat bakteri lainnya. Medium
lainnya yang digunakan sebagai medium selektif untuk kultur Corynebacterium diphtheriae adalah medium
hoyle dan medium tinsdale. Medium yang direkomendasikan oleh WHO untuk kultur Corynebacterium
diphtheriae adalah CTBA dan medium hoyle. Akan tetapi, informasi tentang selektivitas medium CTBA yang
direkomendasikan WHO terhadap bakteri lain masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
selektivitas medium CTBA terhadap sejumlah bakteri lainnya. Sebanyak 24 isolat bakteri yang terdiri dari isolat
Corynebacterium spp dan beberapa bakteri lainnya ditumbuhkan kembali, kemudian dikultur pada medium
CTBA, diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C, selanjutnya dilakukan pengamatan ada tidaknya
pertumbuhan koloni di medium CTBA. Hasil menunjukkan 7 isolat bakteri Corynebacterium spp pada medium
CTBA dapat tumbuh dengan baik, dan 5 isolat bakteri lainnya yang menunjukkan pertumbuhan pada medium
CTBA diantaranya Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter sakazakii, Klebsiella
pneumoniae dan Candida albicans. Dua belas isolat sisanya menunjukkan tidak adanya pertumbuhan pada
medium CTBA. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa selektivitas medium CTBA terbatas.
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Abstract

Cystine tellurite blood agar (CTBA) medium is a selective medium for Corynebacterium diphtheriae culture.
The presence of tellurite is a selectivity of this medium to inhibit the others bacteria. Others medium were used
as a selective medium for the culture of Corynebacterium diphtheriae were tinsdale and Hoyle medium, but was
recommended by the World Health Organization (WHO) were CTBA and hoyle medium. However, information
about the selectivity of medium was recommended by WHO is still limited. The aims of study to determine the
selectivity of medium against a number of others species bacteria on CTBA. A number of 24 isolates contains of
different species Corynebacterium spp and others species were regrown, then all isolates were cultured in
CTBA medium, incubated for 24 — 48 haours at 37°C. The growthing of colony in CTBA were observed. The
results showed that 7 isolates for Corynebacterium species can grow well on medium CTBA, 5 isolates from
different species showed growth in CTBA medium including Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacter sakazakii , Klebsiella pneumoniae and Candida albicans. Meanwhile the rest 12 isolates showed
no growthing on CTBA medium. Therefore it can be concluded that the selectivity of the CTBA medium has
limited capabilities.
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PENDAHULUAN

Corynebacterium diphtheriae adalah
bakteri  patogen penyebab  penyakit
difteri. Penyakit menyebabkan kematian
terutama anak-anak yang tidak mempunyai
riwayat vaksinasi. Diagnosis klinis dapat
ditegakkan dengan gejala klinis berupa
tenggorokan terasa sakit, timbul lesi
membran diikuti dengan kelenjar limfa
yang membesar dan melunak. Pada kasus-
kasus yang sedang dan berat ditandai
dengan pembengkakan dan udem di leher
dengan pembentukan membran pada
trakea secara ekstensif dan dapat terjadi
obstruksi jalan napas.t%*

Pemeriksaan mikroskopik berupa pe-
warnaan Neisser atau Albert bukan me-
rupakan diagnosis pasti dari difteri, bahkan
adanya bentuk dipteroid pada pemeriksaan
mikroskopik bukan berarti adanya bakteri
penyebab difteri. Ada banyak bakteri
dengan bentuk difteroid yang merupakan
flora normal. Pemeriksaan laboratorium
berupa kultur, isolasi dan identifikasi ter-
hadap C. diphtheriae merupakan diagnosis
pasti yang ada saat ini dan merupakan
standar baku emas. Pemberian pengobatan
terhadap penderita difteri juga tidak perlu
menunggu hasil pemeriksaan kultur bak-
teri. Pemeriksaan kultur ini merupakan
pemeriksaan penunjang yang dilakukan
terhadap suspek dan kontak sebagai bagian
dari pemberantasan dan pencegahan ter-
hadap penularan penyakit difteri.?*

Pemeriksaan kultur C. diphtheriae
dapat dilakukan dengan menggunakan
medium selektif tellurite sebagai medium
primer. Medium selektif adalah medium
yang mengandung selain nutrisi juga
ditambah suatu zat tertentu sehingga media
tersebut dapat menekan pertumbuhan
mikroorganisme lainnya dan merangsang
pertumbuhan mikroorganisme yang di-
inginkan®. Pada medium CTBA bentuk
tellurite dalam kalium tellurite pada
medium akan direduksi menjadi tellurium
dan tidak hanya berfungsi menghambat
pertumbuhan bakteri flora normal teng-
gorokan, tetapi juga dimetabolisme oleh C.
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diphtheriae menjadi bentuk koloni per-
tumbuhan berwarna hitam dan dapat mem-
bedakan bakteri lainnya yang tumbuh
pada medium tersebut. Penggunaan darah
dalam medium CTBA ini dapat berupa
darah domba, darah kuda atau darah
kelinci. Penambahan darah berfungsi me-
ningkatkan pertumbuhan dan recovery
bakteri C. diphtheriae, sementara adanya
sistin pada medium CTBA sebagai sumber
asam amino yang me-ningkatkan produksi
H28.5'6'7

Beberapa medium yang digunakan
sebagai medium selektif yang me-
ngandung tellurite adalah medium hoyle,
medium tinsdale dan medium cystine
tellurite blood agar (CTBA). Pada peng-
gunaan medium tinsdale, medium tersebut
mempunyai selektivitas yang tinggi se-
hingga dapat menyebabkan kultur negatif
palsu, terutama bila bakteri tersangka
jumlahnya sedikit, selain itu stabilitas dan
waktu paruh medium ini sangat pendek
sehingga medium ini tidak direkomendasi-
kan. Medium yang direkomendasikan oleh
WHO untuk kultur C. diphtheriae adalah
CTBA dan Hoyle medium.®"#910

Pertumbuhan selain C. diphtheriae
pada medium CTBA akan mempersulit
identifikasi laboratorium, terlebih yang
tumbuh lebih dari tiga koloni bakteri ber-
beda dengan karakteristik bentuk koloni
yang sama. Medium selektif CTBA
menurut HiMedia Laboratories mem-
punyai kemampuan hanya C. diphtheriae
yang tumbuh, bakteri Bacillus subtillis dan
Escherichia coli terhambat, sementara
Enterococcus faecalis dapat terhambat
atau tumbuh pada medium tersebut dengan
sangat terbatas. Uji kontrol untuk media
CTBA juga dilakukan terhadap bakteri C.
diphtheriae, beberapa Corynebacterium
spp, Staphylococcus aureus dan beberapa
Streptococcus dengan hasil pertumbuhan
koloni berwarna hitam.** Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui selektivitas
medium CTBA sehingga dapat digunakan
dalam mengidentifikasi bakteri Coryne-
bacterium diphtheriae dengan mudah.



METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi Pusat Biomedis dan Tekno-
logi Dasar Kesehatan pada bulan Januari
2012. Sebanyak 24 isolat bakteri yang
dijadikan sampel uji terdiri dari 7 isolat
Corynebacterium spp dan 17 isolat bakteri
lainnya. Pemilihan isolat ini didasarkan
pada beberapa bakteri yang sering di-
temukan di tempat yang sama dalam sa-
luran pernapasan dan Kketersediaan isolat
lainnya yang tersimpan di Laboratorium
Bakteriologi Pusat Biomedis dan Tekno-
logi Dasar Kesehatan.

Alat dan Bahan

Pada penelitian ini digunakan alat-alat
seperti, cawan petri, inkubator, ose, bio-
safety cabinet, dan tabung rekasi. Se-
mentara itu, bahan yang digunakan adalah
medium ctba, medium agar darah, alkohol
dan bakteri uji.

Rekultur Isolat Tersimpan

Isolat tersimpan ini ditumbuhkan kem-
bali ke masing-masing medium penyubur
yang sesuai.>* Hasil rekultur ini akan
digunakan sebagai spesimen untuk meng-
uji  kemampuan media CTBA dalam
menumbuhkan bakteri tersebut. Adapun
isolat yang digunakan adalah: C.
diphtheriae toksigenik, C. diphtheriae non
toksigenik, C. ulcerans, C.striatum, C.
minutissimun, C. glutamicum, C. pseudo-
diphthericum,  Neisseria  meningitidis,
Streptococcus  pneumoniae,  Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epider-
midis, Klebsiella pneumoniae, Myco-
bacterium tuberculosis, Legionella pneu-
mophilia, Pseudomonas aeroginosa, Ente-
robacter sakazakii, Clostridium tetani,
Salmonella typhi, Salmonella typhi-
murium, Shigella flexineri, Aeromonas
hydrophilia, Vibrio cholerae, Escherichia
coli, dan Candida albicans.

Pembuatan Media
Media yang digunakan adalah media
CTBA dengan komposisi pembuatannya

Selektivitas Medium ......... (Kambang Sariadji, dkk)

adalah dengan agar base darah (oxoid),
kalium tellurite dan sistin. untuk per-
siapan agar base, 36 g media agar darah
dilarutkan dengan 900 mL air suling,
dipanaskan dan diaduk merata, disterilkan
menggunakan otoklafe selama 15 menit
pada 121 °C, kemudian dinginkan pada
temperatur kamar sampai media mencapai
suhu 45-50°C. Kalium tellurite ditimbang
sebanyak 0.3 g dan dilarutkan ke dalam
100 mL air suling, kemudian disterilkan
menggunakan otoklafe selama 15 menit.
Sistin, ditimbang sebanyak 22 mg dan
dimasukkan ke dalam tabung, dilarutkan
dengan 2 tetes asam klorida 5 %, dikocok
dan dibiarkan larut. Pencampuran media
dan reagen dilakukan dengan cara media
agar base darah yang telah disteril dan
didiamkan sampai mencapai suhu 45-50
°C ditambahkan 50 mL darah domba,
kemudian ditambahkan sistin yang terlarut
dan tambahkan juga 75 mL kalium
tellurite, lalu dihomogen-kan dengan cara
dikocok secara perlahan kemudian dituang
ke dalam cawan petri sebanyak 15-20
mL.9,1O,12

Inokulasi ke Medium CTBA

Masing—masing isolat yang telah di-
tumbuhkan kembali dan diinokulasikan ke
medium CTBA. Satu isolat bakteri di-
inokulasi ke medium CTBA dan dilakukan
duplo. kemudian diinkubasi selama 24-48
jam pada suhu 37°C. Selanjutnya di-
lakukan pengamatan ada tidaknya per-
tumbuhan koloni di medium CTBA berupa
koloni bulat kering yang berwarna hitam
atau keabuan. Jika tidak ada pertumbuhan,
artinya bakteri tersebut terhambat pada
medium CTBA.>*?

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pertumbuhan koloni dari 24
isolat mikroorganisme pada medium CT-
BA menunjukkan 7 isolat bakteri dari
genus Corynebacterium dapat tumbuh de-
ngan baik pada medium CTBA, di-
antaranya C. diphtheriae toksigenik, C.
diphtheriae non toksigenik, C. ulcerans,
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C. striatum, C. minutissimun, C. gluta-
micum, dan C.pseudodiphthericum. Per-
tumbuhan lainnya adalah 5 isolat dari
genus dan spesies yang berbeda, antara
lain bakteri Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pneumoniaes, Enterobacter saka-
zaki, Klebsiella pneumoniae dan Candida
albicans. Sementara itu, 12 isolat sisanya
tidak adanya pertumbuhan atau pertum-
buhannya terhambat pada medium CTBA.
Hasil secara lengkap ditampilkan pada
tabel 1. Tidak hanya bakteri genus Coryne-
bacterium yang ada dalam Tabel 1 dapat
tumbuh pada medium CTBA, tetapi juga
jenis bakteri lainnya yang bersifat flora
normal juga dapat tumbuh dalam medium
CTBA. Pertumbuhan bakteri dapat dilihat
pada gambar 1.

Tumbuhnya bakteri Corynebacterium
ini  karena kemampuan dari bakteri
tersebut untuk mereduksi tellurite menjadi
tellurium yang menyebabkan koloni pada
medium CTBA berwarna hitam atau
keabuan.®"®2 Campuran tellurite dalam
konsentrasi 0,3%-0,8 % yang  pada
medium  CTBA  berfungsi untuk
menghambat bakteri lainnya. Akan tetapi,
tellurite juga dapat bersifat toksis bila
konsentrasinya terlalu tinggi sehingga
perlu diperhatikan penambahan tellurite
pada pembuatan medium untuk meng-
hindari kemungkinan jumlah bakteri C.
diphtheriae yang dikultur dalam jumlah
sedikit yang berpengaruh terhadap hasil
menjadi hasil negatif palsu.'?

Tabel 1. Pertumbuhan koloni dari 24 bakteri mikroorganisme pada medium CTBA

No Nama isolat bakteri Pertumbuhan
1 C. diphtheriae toksigenik Tumbuh
2 C. diphtheriae non toksigenik Tumbuh
3 C. ulcerans Tumbuh
4 C. striatum Tumbuh
5 C. minutissimun Tumbuh
6 C. glutamicum Tumbuh
7 C. pseudodiphthericum Tumbuh
8 Neisseria meningitidis Terhambat
9 Streptococcus pneumoniae Tumbuh
10 Staphylococcus aureus Tumbuh
11 Staphylococcus epidermidis Terhambat
12 Klebsiella pneumoniae Tumbuh
13 Legionella pneumophilia Terhambat
14 Pseudomonas aeroginosa Terhambat
15 Enterobacter sakazakii Tumbuh
16 Clostridium tetani Terhambat
17 Salmonella typhi Terhambat
18 Salmonella typhimurium Terhambat
19 Shigella flexineri Terhambat
20 Aeromonas hydrophilia Terhambat
21 Vibrio cholerae Terhambat
22 Escherichia coli Terhambat
23 Candida albicans Tumbuh
24 Mycobacterium tuberculosis Terhambat
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Selektivitas Medium ......... (Kambang Sariadji, dkk)
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Gambar 1. Hasil pertumbuhan beberapa bakteri yang tumbuh dan mempunyai warna
koloni yang hampir sama: hitam atau keabuan ( gambar 1.1 — 1.5) serta yang tidak
tumbuh (gambar 1.6) pada medium CTBA

Perlu pendamping medium penyubur
selain  medium selektif CTBA Kketika
melakukan kultur dengan sampel primer
seperti medium agar darah.>®*2

Adanya beberapa bakteri seperti Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus pneu-
moniae, Enterobacter sakazakii, Kleb-
siella pneumoniae dan Candida albicans
yang tumbuh pada medium CTBA me-
nunjukkan kemampuan dalam memeta-
bolisme tellurite yang tersedia. Kon-
sentrasi tellurite dalam medium CTBA
tidak berdampak pada terhambatnya per-
tumbuhan bakteri tersebut. Adanya darah
dalam medium CTBA sebagai penyubur
kemungkinan juga juga berperan memicu
recovery pertumbuhan bakteri.

Pada medium selektif Tinsdale yang
digunakan produk komersial Sigma di-
sebutkan tidak hanya Corynebacterium
yang tumbuh tapi juga spesies Neisseria,
Klebsiella, Staphylococcus, Streptococcus
dan Haemophilus juga tumbuh, sementara
itu medium tellurite agar (Hoyle) produk

BD™ menyebutkan tidak hanya Coryne-
bacterium yang tumbuh, tapi juga Escheri-
cia coli dan Staphylococcus aureus dapat
tumbuh terbatas sampai dengan sama
sekali tidak tumbuh. Pada medium selektif
CTBA Neisseria  meningitidis  per-
tumbuhanya terhambat dan hanya bakteri
Staphylococcus epidermidis yang ter-
hambat.****

Selektivitas medium CTBA untuk per-
tumbuhan bakteri C. diphtheriae tidaklah
mutlak, masih ada sejumlah bakteri yang
mempunyai kemampuan tumbuh pada
medium selektif walaupun pertumbuhan-
nya terbatas. Kemampuan teknis labora-
torium yang baik dalam memilah, memilih
dan membedakan karakteristik koloni yang
tumbuh pada medium CTBA merupakan
kunci keberhasilan dalam diagnosis labo-
ratorium. Tidak hanya itu pengujian lain-
nya setelah tumbuh pada medium CTBA
juga ikut menentukan keberhasilan diag-
nosis laboratorium seperti pewarnaan Al-
bert atau Neisser serta uji biokimia.
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KESIMPULAN

Medium CTBA mempunyai kemam-
puan selektivitas terbatas tidak hanya
bakteri Corynebacterium yang tumbuh tapi
juga beberapa bakteri lainnya masih dapat
tumbuh seperti Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterobacter
sakazakii, Klebsiella pneumoniae dan
Candida albicans. Kemampuan teknis
laboratorium yang baik dalam memilah,
memilih dan membedakan karakteristik
koloni yang tumbuh pada medium CTBA
merupakan kunci keberhasilan dalam
diagnosis laboratorium.

SARAN

Dalam melakukan kultur C. diphtheri-
ae khususnya pada sampel primer, peng-
gunaan medium CTBA perlu didampingi
dengan medium penyubur lainnya seperti
medium agar darah. Kemampuan mem-
bedakan koloni dari beberapa bakteri yang
tumbuh pada medium CTBA perlu di-
tingkatkan untuk keberhasilan diagnosis
laboratorium.
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