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ABSTRAK

Zakiyah, N. 2024. Uji Aktivitas Antibakteri Nanopartikel Ag/TiO, Terhadap Muktidrug-
Resistant Klebsiella pneumoniae. Skripsi. Program Studi Farmasi Fakultas
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing I: apt. Alif Firman Firdausy, S.Farm,
M.Biomed; Pembimbing II: apt. Sadli Syarifuddin, S.Farm., M.Sc.

Penyakit pernapasan yang paling sering dijumpai dan mempunyai dampak yang signifikan
di seluruh dunia adalah Pneumonia. Penumonia juga merupakan penyakit pernapasan yang
menjadi penyebab kematian terbesar kedua di Indonesia. Salah satu penyebab utama
pneumonia terbanyak di Indonesia adalah infeksi akibat bakteri Klebsiella pneumoniae
yang merupakan bakteri jenis gram negatif. Beberapa dekade terakhir, penggunaan
antibiotik yang tidak tepat serta ketidakpatuhan pasien dalam penggunaan antibiotik sangat
berkontribusi pada munculnya masalah resistensi antibiotik (Multidrug resistant/MDR).
Nanopartikel Ag/TiO, dipercaya memiliki potensi sebagai antibakteri alternatif untuk
mencegah penularan pneumonia akibat Klebsiella pneumoniae MDR melalui alat medis.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO»
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro. Metode yang digunakan adalah uji
aktivitas antibakteri dengan metode Kirby Bauer untuk mengetahui zona hambat bakteri
dan metode Time Kill Assay untuk mengetahui reduksi jumlah koloni bakteri pada interval
waktu 0, 1, 6 dan 24 jam. Sampel yang digunakan adalah nanopartikel dengan dua variasi
konsentrasi yaitu konsentrasi 102 M dan 10~ M. Hasil uji Kirby Bauer menunjukkan bahwa
nanopartikel Ag/TiO, 103 M memiliki zona hambat lebih besaar dibandingkan dengan
nanpartikel Ag/TiO, 102 M. Sedangkan uji Time Kill Assay menunjukkan terjadinya
reduksi jumlah koloni bakteri seiring berkurangnya kosentrasi Ag/TiO, terutama pada
interval waktu inkubasi 24 jam yang dibuktikan dengan kemampuan nanopartikel Ag/TiO»
untuk membunuh bakteri hingga media uji terlihat bersih dari pertumbuhan koloni bakteri.
Kesimpulannya, nanopartikel Ag/TiO, memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR, baik bakteriostatik maupun bakterisidal terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro. Semakin rendah konsentrasi nanopartikel
Ag/Ti0O, yang diberikan, maka semakin besar aktivitas antibakterinya untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro.

Kata Kunci: Klebsiella pneumoniae MDR, Nanopartikel Ag/TiO,, Kirby Bauer, Time Kill
Assay
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ABSTRACT

Zakiyah, N. 2024. Antibacterial Activity Test of Ag/TiO, Nanoparticles Against
Multidrug-Resistant Klebsiella pneumoniae. Thesis. Department of
Pharmacy Faculty of Medicine and Health Sciences Maulana Malik Ibrahim
State Islamic University Malang. Supervisor I: apt. Alif Firman Firdausy,
S.Farm, M.Biomed; Supervisor II: apt. Sadli Syarifuddin, S.Farm., M.Sc.

Respiratory disease most commonly encountered and having a significant impact
worldwide is Pneumonia. Pneumonia is also the second leading cause of death in Indonesia.
One of the major causes of pneumonia in Indonesia is infection due to Klebsiella
pneumoniae bacteria, which is a gram-negative type bacterium. In recent decades,
inappropriate use of antibiotics and patient non-compliance in antibiotic usage have
significantly contributed to the emergence of antibiotic resistance problems (Multidrug
resistant/MDR). Ag/TiO, nanoparticles are believed to have potential as an alternative
antibacterial agent to prevent the transmission of MDR Klebsiella pneumoniae-induced
pneumonia through medical devices. This research aims to determine the antibacterial
activity of Ag/TiO, nanoparticles against MDR Klebsiella pneumoniae in vitro. The
methods used are the Kirby Bauer method to determine the bacteria inhibition zone and the
Time Kill Assay method to determine the reduction of bacterial colony numbers at intervals
of 0, 1, 6, and 24 hours. The samples used are nanoparticles with two concentration
variations, namely concentrations of 102 M and 10 M. The Kirby Bauer test results show
that Ag/TiO; nanoparticles at 10~ M concentration have a larger inhibition zone compared
to Ag/TiO, nanoparticles at 102 M. Meanwhile, the Time Kill Assay test shows a reduction
in the number of bacterial colonies as the concentration of Ag/TiO, decreases, especially
at the 24-hour incubation interval, which is evidenced by the ability of Ag/TiO,
nanoparticles to kill bacteria until the test media appears clean from bacterial colony
growth. In conclusion, Ag/TiO, nanoparticles have antibacterial activity against MDR
Klebsiella pneumoniae, both bacteriostatic and bactericidal against MDR Klebsiella
pneumoniae bacteria in vitro. The lower the concentration of Ag/TiO, nanoparticles given,
the greater their antibacterial activity to inhibit the growth of MDR Klebsiella pneumoniae
bacteria in vitro.

Keywords: Klebsiella pneumoniae MDR, Ag/TiO, Nanoparticles, Kirby Bauer, Time Kill
Assay
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit pernapasan merupakan salah satu penyakit terbanyak di Indonesia.
Menurut Kemenkes RI Tahun 2017, penyakit pernapasan menjadi penyakit terbesar
kedua yang dapat menyebabkan kematian di Indonesia dengan persentase kejadian
27% setelah penyakit kardiovaskular (53%). Gejala yang paling umum biasanya
diawali dengan timbulnya batuk dan sakit tenggorokan. Salah satu penyakit
pernapasan yang sering dijumpai dan mempunyai dampak yang signifikan di
seluruh dunia, terutama pada usia lanjut adalah pneumonia (Pangesti, 2020).

Pneumonia adalah penyakit yang disebabkan oleh adanya peradangan saluran
pernapasan bawah yang mengenai jaringan paru-paru bagian alveoli. Penyakit ini
dapat menimbulkan beberapa gejala ringan, sedang, bahkan gejala berat. Biasanya
penderita pneumonia mengalami gejala batuk berdahak, demam, dan sesak napas
(Saputro dan Santoso, 2023). Hal ini disebabkan oleh infeksius seperti virus,
bakteri, jamur, aspirasi substansi asing yang masuk berupa eksudat (cairan) dan
konsolidasi (bercak berawan) pada paru-paru (Abdjul dan herlina, 2020).

Pneumonia merupakan salah satu penyakit dengan tingkat kematian yang
tinggi, terutama di negara-negara berkembang. Menurut World Health
Organization (WHO) pada tahun 2019, pneumonia merupakan salah satu penyebab
kematian menular terbesar pada anak-anak di seluruh dunia. Dalam tahun tersebut,
pneumonia menyebabkan kematian sebanyak 808.694 anak di bawah usia 5 tahun,

yang merupakan sekitar 15% dari total kematian anak di bawah usia lima tahun.



Indonesia, sebagai negara yang terletak di daerah tropis, berisiko menjadi daerah
endemik penyakit infeksi yang dapat menjadi ancaman bagi kesehatan masyarakat
(Safitri, 2023). Perubahan iklim menjadi faktor utama dalam timbulnya penyakit
infeksi. Menurut Suleyman (2018), terdapat korelasi yang penting antara suhu
udara dan insiden penyakit pneumonia. Variabel-variabel seperti suhu, kelembapan,
dan curah hujan memengaruhi terjadinya penyakit pneumonia dengan
memengaruhi membran mukosa hidung dan daya tahan kapiler. Situasi ini dapat
membuat patogen penyakit pneumonia lebih mudah masuk ke saluran pernapasan
dan menginfeksi manusia. Suhu yang meningkat secara berkelanjutan dalam jangka
waktu yang lama dapat menyebabkan kelelahan, peningkatan produksi keringat,
serta menurunkan kekebalan tubuh, sehingga meningkatkan risiko terkena
pneumonia pada manusia.

Menurut Our World in Data 2019, wilayah Asia Tenggara, termasuk
Indonesia memiliki tingkat kematian tertinggi akibat pneumonia. Data kematian di
Indonesia menunjukkan bahwa pada rentang usia 15-49 tahun terdapat 2.898 kasus
kematian akibat pneumonia, sementara pada rentang usia 50-69 tahun terdapat
9.531 kasus. Perbandingan data menurut usia tersebut menunjukkan bahwa terdapat
jumlah kasus yang jauh lebih besar pada rentang usia 50-69 tahun (Riyadi, 2023).
Pneumonia juga menjadi salah satu dari 10 besar penyakit dengan jumlah pasien
rawat inap terbanyak di dunia dengan kisaran proporsi kasus 53,95% pada laki-laki
dan 46,05% pada perempuan. Jumlah penderita pneumonia hampir tiap tahun
meningkat (Abdjul dan herlina, 2020). Laki-laki akan memiliki risiko lebih besar

terinfeksi pneumonia dibandingkan perempuan karena diameter saluran pernapasan



laki-laki lebih lebih kecil dibandingkan dengan perempuan (Iswandi dan
Sumaryana, 2023). Berdasarkan data kesehatan Amerika Serikat, terdapat 600.000
kasus dari sekian juta kasus pneumonia berasal dari pasien di atas usia 65 tahun.
Dari pasien-pasien tersebut, sekitar 10-20% merupakan pasien yang memerlukan
perawatan di /ntensive Care Unit (ICU). Pasien lanjut usia dengan komorbiditas
berat memiliki persentase 25-50% mortalitas. Sedangkan pasien dengan usia di atas
85 tahun memiliki mortalitas tiga kali lebih tinggi (Mulyana, 2019).

Salah satu penyebab terjadinya penyakit pneumonia terbanyak di Indonesia
adalah bakteri Klebsiella pneumoniae yang merupakan bakteri jenis gram negatif
(Sania dkk., 2023). Bakteri ini banyak ditemukan di dalam tubuh manusia yang
terinsfeksi seperti pada permukaan mukosa manusia, saluran pernapasan,
permukaan di seluruh rumah sakit termasuk alat medis, wadah air yang
terkontaminasi oleh limbah, serta permukaan tangan yang telah terkontaminasi oleh
feses. Bakteri ini sangat berpotensi menyebabkan infeksi pneumonia sehingga
mempengaruhi tingkat morbiditas dan mortalitas pada pasien rumah sakit yang
memiliki kekebalan tubuh rendah bahkakn kritis. Hal ini menjadikan Klebsiella
pneumoniae sebagai bakteri penyebab utama pneumonia nosokomial (Choby et a!.,
2020). Rumah sakit merupakan tempat terbanyak adanya pertumbuhan bakteri
dengan berbagai variasi macam bakteri. Hal tersebut yang menjadikan rumah sakit
sebagai tempat yang memiliki resiko penularan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan tempat lainnya. Menurut Centeleghe (2023), rumah sakit dapat menjadi
sumber penularan nosokomial bakteri Klebsiella pneumoniae . Penularan ini dapat

terjadi baik melalui kontak langsung dengan penderita pneumonia maupun melalui



permukaan peralatan medis yang terkontaminasi. Dalam konteks ini, peran tenaga
medis sangat signifikan dalam penyebaran bakteri Klebsiella pneumoniae . Proses
ini biasa dinamakan dengan HCAP (Health Care Associated Pneumoniae) yang
artinya kondisi dimana infeksi terjadi akibat tenaga kesehatan (Rai dan Artana,
2016). Proses penularan bakteri Klebsiella pneumoniae terutama terjadi selama
penggunaan peralatan medis invasif seperti ventilator dan kateter yang dimasukkan
ke dalam tubuh pasien. Penularan juga dapat terjadi melalui udara atau kontak
langsung dengan tenaga medis yang sebelumnya merawat pasien pneumonia dan
kemudian merawat pasien lainnya. Selain itu, rumah sakit seringkali menjadi
tempat dimana mikroorganisme dengan berbagai ragam jenis berkumpul. Oleh
karena itu, ada kemungkinan besar alat medis yang akan digunakan terhadap pasien
akan terkontaminasi oleh bakteri dari lingkungan luar. Ketika alat medis tersebut
dimasukkan ke dalam tubuh pasien, maka menjadi peluang bagi kuman Klebsiella
pneumoniae untuk masuk ke dalam tubuh pasien tersebut. Terutama dalam situasi
dimana alat medis seperti ventilator dan kateter digunakan dalam jangka waktu
yang lebih lama, misalnya satu hingga dua minggu yang disertai dengan
penggunaan antibiotik yang kurang tepat akan menjadi peluang Klebsiella
pneumoniae untuk bertransformasi. Dalam konteks ini, sangat dibutuhkan tindakan
pencegahan yang ketat, seperti praktik kebersihan yang baik dan sterilisasi
peralatan medis. Hal ini menjadi sangat penting untuk mengurangi risiko penularan
bakteri ini di rumah sakit (Konoralma, 2019).

Secara historis, bakteri Klebsiella pneumoniae  digambarkan sebagai

Friedlander’s Pneumoniae dengan angka kematian tertinggi akibat pneumonia



yang disebabkan oleh radang paru-paru berat (Fliss et al., 2022). Beberapa
penelitian telah membuktikan bahwa infeksi pneumonia oleh bakteri Klebsiella
pneumoniae dapat diatasi dengan pemberian antibiotik B-laktam (Collins et al.,
2022). Antibiotik B-laktam merupakan golongan obat yang paling banyak
digunakan dalam pengobatan infeksi bakteri (Wei et al., 2018). Mekanisme kerja
antibiotik beta laktam diketahui sebagai penghambat Penisilin Binding Protein
(PBP), yang biasanya terlibat dalam pembentukan lapisan peptidoglikan yang
melapisi sebagian besar bakteri. Cincin beta laktam pada antibiotik ini menyerupai
bagian D-alanil D-alanin yang biasanya diikat oleh PBP dalam rantai samping
peptida. Akibatnya, antibiotik beta laktam berinteraksi dengan PBP, mengganggu
sintesis peptidoglikan baru. Gangguan pada lapisan peptidoglikan tersebut
menyebabkan lisis bakteri, sehingga antibiotik ini menjadi pengobatan yang paling
efektif untuk infeksi bakteri (Anggita, dkk., 2022). Selama beberapa dekade
terakhir, penggunaan antibiotik yang tidak tepat serta ketidakpatuhan pasien dalam
penggunaan antibiotik sangat berkontribusi pada munculnya masalah resistensi
antibiotik. Akibatnya, meningkatnya resistensi infeksi Klebsiella pneumoniae
menjadi permasalahan serius dan perhatian baru bagi para tenaga kesehatan
(Oliveira et al., 2022).

Salah satu jenis resistensi antibiotik yang umum ditemukan adalah Multidrug-
resistant (MDR) yang mengacu pada bakteri yang resisten terhadap beberapa jenis
antibiotik yang berbeda. Kondisi MDR dapat disebabkan oleh beberapa faktor,
termasuk penggunaan antibiotik dengan dosis yang tidak tepat, diagnosa yang tidak

akurat, dan infeksi oleh bakteri yang tidak tepat. Bakteri yang mengalami MDR



dikenal sebagai MDRO atau organisme yang resisten terhadap beberapa jenis
antibiotik (Ahmad dkk., 2021). Laporan dari Amerika Serikat menyatakan bahwa
pneumonia menempati urutan keenam dalam daftar penyebab kematian tertinggi
dan menjadi penyebab kematian paling banyak pada kasus infeksi. Sekitar 2,1%
dari patogen penyebab infeksi pneumonia diketahui berhubungan dengan bakteri
penghasil ESBL. Bakteri Escherichia coli dan Klebsiella pneumoniae umumnya
menjadi bakteri penyebab utama penghasil ESBL yang ditemukan. Bakteri
penghasil ESBL yang berasal dari isolat Klebsiella pneumoniae memiliki
prevalensi global tertinggi. Karena tingginya angka bakteri penghasil ESBL dari
patogen ini selama dekade terakhir, terapi antibiotik untuk infeksi pneumonia
menjadi sangat terbatas (Manuaba dan Pinatih, 2021). Klebsiella pneumoniae
merupakan bakteri penghasil ESBL yang juga menjadi kandidat 5 besar bakteri
peyebab infeksi nosokomial terbanyak di ranah global (Peirano et al., 2020).
Selama satu dekade terakhir, Klebsiella pneumoniae  telah menunjukkan
kecenderungan penurunan sensitivitas terhadap beberapa jenis antibiotik, terutama
beta-laktam, sefalosporin generasi ketiga, dan karbapenem (Ebrahim et a/., 2020).
Fenomena ini menjadi bukti bahwa Klebsiella pneumoniae terus berevolusi
menjadi patogen yang resisten terhadap beberapa jenis antibiotik, atau biasa dikenal
sebagai Multi Drug Resistant (Adamo and Margarit, 2018). Penemuan banyak jenis
Klebsiella pneumoniae yang menghasilkan enzim Extended Spectrum f-lactamase
(ESBL) dan carbapenemase di berbagai wilayah di seluruh dunia telah
menyebabkan kasus infeksi Enterobacteriaceae, termasuk Klebsiella pneumoniae ,

dianggap sebagai patogen resisten kategori pertama atau critical yang dapat



menginfeksi pasien rawat inap dalam jangka waktu panjang sehingga harus segera
dicari solusinya menurut WHO (Tacconelli et al., 2018). Extended Spectrum p-
lactamase (ESBL) merupakan enzim yang dihasilkan oleh bakteri dan memiliki
kemampuan untuk menghidrolisis cincin beta laktam sehingga menyebabkan
resistensi terhadap berbagai jenis antibiotik beta laktam (Normaliska, dkk., 2019).
ESBL menghidrolisis cincin beta laktam dengan membuka dan merubah struktur
dari cincin beta laktam pada antibiotik kemudian menghalangi ikatan Penisilin
Binding Protein (PBP) sehingga menyebabkan sintesis dinding sel di dalam bakteri
akan terus berlanjut yang pada akhirnya berakibat pada inaktifasi dari antibiotik
beta laktam tersebut (Biutifasari, 2018). Hal ini yang menjadi salah satu faktor
penyebab bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik.

Bakteri Klebsiella pneumoniae memiliki kapsul yang merupakan lapisan
polisakarida padat dengan ketebalan + 160 nm yang secara efektif melindungi
bakteri dari lingkungan yang membahayakan bakteri. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa kapsul Klebsiella pneumoniae memberikan penghalang yang
efisien untuk mencegah pembunuhan bakteri (Doorduijn et al., 2016). Bakteri gram
negatif merupakan mikroorganisme penyebab terbanyak yang dapat membentuk
biofilm sehingga sering menyebabkan resistensi antibiotik (Sahputri, 2018). Pada
tahap pembentukan biofilm, terjadi proses kolonisasi dimana bakteri Klebsiella
pneumoniae seharusnya mengalami kematian saat menempel di permukaan
peralatan medis. Namun, bakteri tersebut dapat bertahan dan berkembangbiak di

permukaan peralatan medis menjadi lebih banyak. Hal ini dapat disimpulkan bahwa



penyebaran Klebsiella pneumoniae ~ MDR sangat berbahaya dan dapat
meningkatkan jumlah pasien yang terinfeksi (Ceresa et al., 2019).

Berdasarkan fenomena yang ada, dibutuhkan solusi untuk menangani
resistensi Klebsiella pneumoniae yaitu terapi antibiotik. Sebagaimana yang telah
diajarkan di agama Islam bahwa segala penyakit pasti ada obatnya yang dapat

diperoleh dari manapun. Disebutkan dalam Al-Qur’an surat Yunus ayat 57:

Artinya: "Hai manusia, sesungguhnya telah datang kepadamu pelajaran dari
Tuhanmu dan penyembuh bagi penyakit-penyakit (yang berada) dalam dada dan
petunjuk serta rahmat bagi orang-orang yang beriman.” (QS. Yunus: 57)

Ayat tersebut menjelaskan mengenai kebesaran Allah Swt. yang telah
memberikan 4k 3% yang berarti pengetahuan dengan perantara Al-Qur’an kepada
hamba-hamba sehingga hamba-hambanya memiliki pengetahuan dan wawasan
mengenai ilmu pengetahuan. Dengan adanya ilmu pengetahuan, manusia akan
mudah mengeksplor segala hal di dunia termasuk ilmu sains dan kesehatan serta
menghilangkan kebodohan dan kemungkaran hamba-hambanya. Pelajaran yang
didapatkan harus diwujudkan melalui perbuatan, salah satunya dengan melakukan
pengembangan ilmu melalui suatu penelitian.

Kata 4l 3% sendiri sering diartikan sebagai nasihat atau pelajaran. Dalam
konteks ayat ini, idac 32 merujuk pada pelajaran dan nasihat yang diberikan oleh
Allah melalui Al-Qur'an, yang bertujuan untuk memberikan panduan hidup yang

benar dan bermanfaat bagi manusia. Pelajaran yang dimaksud mencakup berbagai

aspek kehidupan, termasuk moralitas, etika, dan pengetahuan ilmiah.



Menurut tafsir Al-Misbah karya Prof Quraish Shihab, il 3% dalam ayat ini
adalah nasihat yang bersifat mendidik dan mencerahkan, yang ditujukan untuk
membimbing manusia ke jalan yang benar. Al-Qur'an sebagai sumber ilac 34
memberikan pengetahuan yang memungkinkan manusia untuk memahami dunia
dengan lebih baik dan mengambil langkah-langkah yang tepat dalam menghadapi
berbagai tantangan, termasuk dalam bidang sains dan kesehatan.

Dalam konteks penelitian dan pengembangan ilmu pengetahuan, il 32 dari
Al-Qur'an mendorong umat Islam untuk tidak berhenti belajar dan terus mencari
solusi bagi masalah-masalah yang dihadapi, seperti resistensi antibiotik. Dengan
memanfaatkan pengetahuan yang telah diberikan Allah, manusia dapat menemukan
cara-cara baru untuk mengatasi penyakit dan meningkatkan kualitas hidup.

Menjaga kesehatan merupakan anjuran dalam Islam sebagai salah satu bentuk
ibadah. Rasulullah saw. mendorong umatnya untuk mencari pengobatan dan
memanfaatkan segala sumber daya medis. Islam mengajarkan bahwa penyakit
adalah ujian dan kesembuhan adalah sebuah rahmat dari Allah Swt. Oleh karena
itu, berobat dan mengambil langkah-langkah untuk merawat tubuh merupakan
bagian dari taqwa terhadap Allah Swt. Islam juga mengajarkan untuk selalu
berusaha mencari pengobatan untuk kesembuhan karena tidak ada penyakit tanpa
penyembuh atau obat. Hal ini dijelaskan dalam salah satu hadits yang diriwayatkan
oleh Imam Muslim mengenai penyembuh suatu penyakit bahwa Nabi Muhammad

saw. bersabda:
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Artinya: “Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma ruf dan Abu Ath Thahir
serta Ahmad bin ‘Isa mereka berkata; Telah menceritakan kepada kami Ibnu
Wahb; Telah mengabarkan kepadaku ‘Amru, yaitu Ibnu al-Harits dari ‘Abdu
Rabbih bin Sa’id dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah shallallahu ‘alaihi
wasallam, beliau bersabda: “Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan obat
yang tepat untuk suatu penyakit, akan sembuhlah penyakit itu dengan izin Allah
‘azza wajalla.” (HR Muslim). (Muslim ibn al-Hajjaj, Sahih Muslim, Hadis no.
4084)

Menurut Ibnu Qayyim al-Jauziyyah dalam kitabnya yang berjudul Ath-Thibb
an-Nabawi, hadits-hadits tersebut memberikan legitimasi terhadap keberadaan
sebab dan tanggapan terhadap mereka yang menolak kenyataan tersebut.

Dalam kitab "Zaad al-Ma'ad", Ibnu Qayyim menyatakan, "Sesungguhnya
Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan penawarnya.
Orang yang mengetahuinya akan mengetahui (obat tersebut), dan orang yang tidak
mengetahuinya akan tetap tidak mengetahuinya" (Zaad al-Ma'ad, Jilid 4, halaman
9). Kutipan ini menegaskan bahwa ilmu tentang obat mungkin diketahui oleh
sebagian orang dan tidak diketahui oleh yang lainnya, sehingga pencarian ilmu dan
penelitian terus-menerus adalah kunci untuk menemukan solusi atas berbagai
penyakit. Penjelasan Ibnu Qayyim ini sejalan dengan ajaran Islam yang mendorong
umatnya untuk berusaha keras dalam mencari solusi terhadap berbagai masalah,
termasuk dalam bidang kesehatan, dengan tetap menggantungkan harapan dan

keyakinan kepada Allah SWT.
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Ungkapan " ¢)3a 5«\5 JSS " dapat diterapkan secara umum. Hal ini berarti

bahwa ungkapan tersebut mencakup penyakit-penyakit yang mematikan dan
berbagai penyakit yang belum memiliki obat yang ditemukan oleh dokter. Ini
dikarenakan pengetahuan manusia terbatas pada apa yang diajarkan oleh Allah.
Oleh karena itu, Rasulullah menyatakan bahwa kesembuhan dari suatu penyakit
tergantung pada kecocokan obat dengan penyakit tersebut. Setiap ciptaan Allah
memiliki pasangan atau lawan yang berlawanan, dan hal yang sama berlaku untuk
penyakit, yaitu adanya obat yang menjadi lawannya.

Dilihat dari kasus yang telah dijelaskan sebelumnya, maka perlu dilakukan
upaya untuk menekan laju resistensi antibiotik dengan pemberian antibiotik secara
tepat. Salah satu cara untuk menerapkan konsep tersebut yaitu dengan
menggunakan antibiotik yang masih sensitif dan memiliki kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri. Namun, pada fenomena resistensi antibiotik,
bakteri tidak mampu untuk diatasi hanya dengan pemberian antibiotik saja. Dengan
adanya kasus tersebut, maka perlu dicarikan solusi terhadap masalah tersebut. Salah
satu cara untuk memperlambat laju penyebaran infeksi adalah dengan cara
coating. Coating atau pelapisan adalah cara yang paling sering digunakan untuk
memperlambat laju penyebaran infeksi karena lebih efektif, mudah diaplikasikan
(Yassin et al., 2019). Coating dapat memproteksi permukaan peralatan medis dari
kontaminasi mikroorganisme dengan cara membentuk suatu lapisan yang
dapat memisahkan permukaan peralatan medis melalui daya lekatnya dengan

lingkungan luar (Kope¢ et al, 2021). Hal ini merupakan salah satu upaya untuk
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menekan persebaran infeksi pneumonia akibat bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR.

Nanopartikel perak (Ag) telah berhasil digunakan dalam berbagai produk,
termasuk tekstil, pelapis perangkat medis, dan diimpregnasikan ke kain tekstil
(Bungan dkk., 2021). Bukan hanya itu, banyak penelitian telah mencatat
keefektifan nanopartikel perak (Ag) sebagai agen antibakteri spektrum luas.
Efektivitas antibakteri nanopartikel Ag dimediasi oleh reaksi fotokatalitik yang
menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS), seperti oksigen dan radikal hidroksil
(*O2- dan *OH). Kedua radikal ini diketahui memiliki potensi pengoksidasi kuat
yang dapat merusak material organik, termasuk merusak membran sel bakteri
patogen (Wafi ef al., 2020).

Selain Ag, timah oksida (TiOz) sering digunakan dalam beberapa proses
industri. Karena stabilitas kimianya yang baik, biaya rendah, dan aktivitas foto atau
cahaya yang sangat efektif, TiO; sering digunakan dalam industri (Bungan dkk.,
2021). Kemampuan nanopartikel TiO2 dan Ag dalam meningkatkan sifat mekanik
serta efektivitas antibakterinya terhadap bakteri Gram-positif atau Gram-negatif
dan pertumbuhan sel, telah menarik perhatian banyak pihak, terutama dalam bidang
industri farmasi (Aritonang et al., 2020).

Berdasarkan penjelasan sebelumnya, maka dapat diketahui bahwa
nanopartikel Ag/TiO> memiliki potensi antibakteri terhadap suatu bakteri. Oleh
karena itu, tentu perlu dilakukan uji terlebih dahulu untuk menentukan sensitivitas
dan aktivitas antibakteri atau senyawa antibakteri terhadap bakteri Klebsiella

pneumoniae  MDR. Pada penelitian sebelumnya telah membuktikan adanya
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aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO> terhadap bakteri Escherichia coli (E.
coli) dan mendapatkan hasil bahwa terdapat aktivitas antibakteri dengan rentang
konsentrasi tertentu (Barudin ez al., 2013).

Banyak peneliti di Indonesia telah melakukan studi untuk menguji aktivitas
senyawa antibakteri. Terdapat bebeapa metode uji aktivitas antibakteri, seperti
metode difusi, TLC, metode dilusi, metode Time Kill Assay, ATP assay, Flow
cytofluorometric method (Baloiri et al., 2016). Metode yang umum digunakan
dalam menguji aktivitas antibakteri adalah metode dilusi dan metode difusi. Metode
dilusi digunakan untuk mengevaluasi kemampuan suatu senyawa antibakteri secara
kualitatif dan kuantitatif, sementara metode difusi secara khusus digunakan untuk
mengevaluasi kemampuan senyawa antibakteri secara kualitatif (Sari dan
Febriawan, 2021).

Salah satu uji aktivitas antibakteri secara difusi yaitu metode Kirby-Bauer.
Metode ini sudah banyak digunakan oleh banyak peneliti di Indonesia karena
dianggap sangat mudah dan praktis untuk dilakukan. Namun metode Kirby-Bauer
hanya dapat digunakan untuk uji kualitatif antibakteri terhadap suatu pertumbuhan
bakteri. Maka dari itu perlu menggunakan metode kuantitatif untuk mengetahui
jumlah bakteri yang masih hidup atau mati setelah pemberian agen antibakteri.
Metode kuantitatif yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode Time Kill
Assay. Metode ini dapat memberikan infromasi mengenai jumlah bakteri yang
masih hidup pada setiap titik waktu tertentu setelah terpapar oleh agen antibakteri

nanopartikel Ag/TiO: (Faradina, 2020).
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Sejauh ini, belum diketahui secara spesifik mengenai aktivitas dan potensi
Ag/TiO; sebagai antibakteri dalam menghambat resistensi Klebsiella pneumoniae
MDR yang muncul melalui penggunaan peralatan medis pada pasien di rumah
sakit. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian ini adalah untuk menguji aktivitas
antibakteri nanopartikel Ag/TiO> terhadap Klebsiella pneumoniae MDR pada
permukaan peralatan medis.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, pokok masalah utama pada
penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Bagaimana aktivitas antibakteri Ag/TiO> (konsentrasi 102 M dan 10° M)
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR dengan metode uji Kirby-bauer?

2. Bagaimana aktivitas antibakteri Ag/TiO» (konsentrasi 102 M dan 102 M)
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR dengan metode uji Time Kill Assay?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Secara umum, penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri nanopartikel Ag/TiO> konsentrasi (102 M dan 103 M) terhadap
Klebsiella pneumoniae MDR.

1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus dari penelitian ini yaitu:

1. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri Ag/TiO> (konsentrasi 10> M dan 107 M)
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR dengan menggunakan metode uji Kirby-

bauer.
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2. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri Ag/TiO> (konsentrasi 102 M dan 107 M)
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR dengan menggunakan metode uji Time
Kill Assay.

14 Manfaaat Penelitian

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah memberikan pengetahuan

dan informasi mengenai aktivitas antibakteri Ag/TiO, (konsentrasi 10> M dan 107

M) terhadap Klebsiella pneumoniae MDR dengan menggunakan metode uji Kirby-

bauer dan uji Time Kill Assay yang selanjutnya dapat dimanfaatkan sebagai

referensi dalam penelitian dan pengembangan coating agent (agen pelapis)
peralatan medis untuk mengatasi penyebaran pneumonia akibat bakteri Klebsiella

pneumoniae MDR di masa yang mendatang.

1.5  Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini yaitu:

1. Penyebaran resistensi bakteri Klebsiella pneumoniae MDR melalui peralatan
medis di rumah sakit.

2. Nanopartikel Ag/TiO2 diduga mempunyai potensi sebagai antibakteri sehingga
dapat digunakan sebagai antibiotik untuk mengatasi resistensi Klebsiella

pneumoniae MDR.



BAB1II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Klebsiella pneumoniae
2.1.1 Definisi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae adalah jenis bakteri yang dapat ditemukan pada
berbagai tempat, termasuk mukosa manusia, saluran pernapasan, permukaan alat
medis di seluruh rumah sakit, air yang terkontaminasi oleh limbah, dan tangan yang
terkontaminasi oleh feses. Bakteri ini bertanggung jawab atas berbagai jenis infeksi,
termasuk pneumonia, dan menjadi penyebab utama pneumonia nosokomial. Hal ini
dapat mempengaruhi tingkat morbiditas dan mortalitas pada pasien dengan
gangguan kekebalan tubuh dan pasien kritis (Choby et al., 2020). Klebsiella
pneumoniae termasuk dalam keluarga Enterobacteriaceae dan secara alami dapat
ditemukan di dalam saluran pencernaan manusia (Rachmawati, dkk., 2020).
Walaupun demikian, pada kondisi patologis tertentu, bakteri ini dapat
menyebabkan beberapa penyakit infeksi yang serius. Beberapa contohnya adalah
pneumonia, meningitis, infeksi pada pembuluh darah, saluran kemih, serta organ
lain seperti paru-paru dan ginjal (Flores-Valdez et al., 2021).

Klebsiella pneumoniae telah dilaporkan menjadi penyebab utama sejumlah
penyakit infeksi, baik yang diperoleh pasien di komunitas tempat mereka tinggal
(Community Acquired Pneumonia/CAP) maupun yang terjadi saat pasien dirawat
di rumah sakit (Nosocomial/Hospital-Acquired Pneumoniae/HAP) (Fang et al.,
2021). Kasus infeksi Klebsiella pneumoniae padakondisi CAP dapat menyebabkan

terbentuknya abses hati yang spesifik, tanpa adanya gejala pada sistem hepatobilier.

16
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Hal ini dapat meningkatkan kejadian dan kematian akibat kasus ini di Asia (Abdul-
kareem et al., 2023). Beberapa faktor yang meningkatkan virulensi dari Klebsiella
pneumoniae meliputi pembentukan antigen kapsul, jejaring produksi
eksopolisakarida (EPS), lipopolisakarida, reseptor pengikat besi (siderophore) dan
fimbriae (pili) (Zuraidah et al., 2023). Klebsiella pneumoniae memiliki kapsul
yang terdiri dari polisakarida kompleks dengan 77 jenis serologi yang memiliki
struktur fibriler yang tebal dan dapat menutupi seluruh permukaan bakteri. EPS
Klebsiella pneumoniae terdapat pada lapisan terluar kapsul dan memiliki sifat
lengket (mucoviscous). Lapisan EPS berfungsi melindungi koloni Klebsiella
pneumoniae dari sistem imun inang yang merusak. Lipopolisakarida pada
Klebsiella pneumoniae mencegah respon imun dengan menghambat pengenalan
komplemen C1q dan C3b pada membran sel bakteri. Fimbriae atau pili tipe 1 dan
tipe 3 pada Klebsiella pneumoniae berperan dalam melekatkan bakteri pada
permukaan sel inang. Pili tipe 1 digunakan untuk melekatkan bakteri pada berbagai
jenis sel epitel, sedangkan pili tipe 3 membantu melekatkan Klebsiella pneumoniae
pada permukaan abiotik (Martin and Bachman, 2018).
2.1.2 Morfologi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae termasuk genus Klebsiella dalam famili
Enterobacteriaceae adalah bakteri yang dapat ditemukan secara alami pada kulit,
mulut, tanah, air, dan tanaman. Bakteri ini sering menjadi penyebab infeksi saluran
pernapasan, infeksi saluran kemih, dan bahkan sepsis. Klebsiella pneumoniae juga
dikenal sebagai patogen nosokomial yang sering ditemukan di rumah sakit (Dewi,

dkk., 2019). Klebsiella sp adalah jenis bakteri gram negatif dengan morfologi
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berupa batang pendek, mampu tumbuh dengan atau tanpa oksigen, tidak
membentuk spora, tidak memiliki flagela untuk bergerak, memiliki selubung atau
kapsul yang tebal, dan berukuran sekitar 0,5-1,5 p. Meskipun tidak memiliki
flagela, bakteri ini dapat memfermentasi karbohidrat untuk menghasilkan asam dan
gas. Klebsiella pneumoniae sering menunjukkan pertumbuhan mukoid dan kapsul
polisakarida yang besar. Umumnya bakteri ini dapat ditemukan di selaput lendir,
mulut, dan usus orang sehat sebagai flora normal (Brooks et al., 2008).

Genus ini memiliki karakteristik berbentuk batang (basil) pendek dengan
ukuran sekitar 0,3-1,5 um x 0,6-6,0 um dan bersifat fakultatif anaerob, serta tidak
membentuk spora sebagaimana yang tergambar pada Gambar 2.1. Klebsiella
pneumoniae dapat tumbuh pada suhu 12-43°C dengan kondisi aerob, namun lebih
optimal pada suhu 35-37°C dan tidak dapat tumbuh pada kondisi anaerob.
Pertumbuhannya paling baik pada pH 7,2. Bakteri ini mampu menyebabkan
berbagai jenis infeksi, seperti pada alveoli paru (pneumonia), saluran kemih, aliran
darah, dan penyakit lainnya dengan gejala seperti demam, batuk, sesak napas,

menggigil, berkeringat, dan nyeri dada akibat pleuritis (Utami, 2021).
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Gambar 2. 1 Karakteristik Moffologi Bakteri Klebs‘i-ella pneumoniae (Azura,
2022)

Beberapa jenis spesies dari genus Klebsiella meliputi Klebsiella pneumoniae

, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, dan Klebsiella rhinoscleromatis. Namun,
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infeksi nosokomial yang disebabkan oleh Klebsiella sp. sebagian besar disebabkan
oleh Klebsiella pneumoniae . Meskipun terdapat Klebsiella oxytoca yang diisolasi
dari spesimen klinis manusia, namun persentasenya jauh lebih rendah dibandingkan
dengan Klebsiella pneumoniae (Mardiyantoro, 2018).
2.1.3 Taksonomi Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae merupakan anggota dari genus Klebsiella yang
memiliki ciri-ciri berupa bentuk batang yang pendek, bersifat fakultatif anaerob,
tidak membentuk spora, dan tidak bergerak (non-motil) (Bolla, dkk., 2021). Adapun
taksonomi dari Klebsiella pneumoniae sebagai berikut.
Kingdom : Bacteriae
Phylum : Proteobacteria
Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Klebsiella
Spesies : Klebsiella sp

(Kurniawan dan Sahli, 2019)
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2.2 Pneumonia

2.2.1 Definisi Pneumonia

Pneumonia adalah infeksi saluran pernapasan akut yang merupakan penyebab
utama kematian pada anak-anak di seluruh dunia, terutama di negara-negara
berkembang. Penyakit ini sangat serius dan dapat menyebabkan kematian.
Pneumonia paling berbahaya terjadi pada bayi dan anak-anak karena sistem
kekebalan tubuh mereka yang belum sepenuhnya berkembang dengan baik. Begitu
pula pada lansia karena fungsi sistem organ dan kekebalan tubuh yang sudah
menurun. Gejala pneumonia yang biasa dialami adalah batuk dan kesulitan
bernapas, seperti napas cepat dan tarikan dinding dada bagian bawah ke dalam
(Josefa, dkk., 2019).

Infeksi bakteri pneumonia masih menjadi salah satu isu kesehatan serius di
seluruh dunia yang dapat menyebabkan morbiditas dan mortalitas pada berbagai
usia, terutama pada anak-anak (Assefa, 2022). Infeksi pneumonia adalah jenis
infeksi saluran pernapasan yang khususnya menyerang parenkim (jaringan paru-
paru). Infeksi ini dapat menyebabkan peradangan pada paru-paru dan alveoli,
sehingga cairan dapat terkumpul dan membatasi asupan oksigen (Manuaba dan
Pinatih, 2021).

2.2.2 Epidemiologi Pneumonia

Setiap tahun diperkirakan terdapat 120 juta kasus pneumonia di seluruh
dunia, yang mengakibatkan sekitar 1,3 juta kematian. Di negara-negara
berkembang, pneumonia menjadi penyebab hampir 80% kematian anak-anak di

bawah usia 2 tahun. Sedangkan di negara maju, prognosis pneumonia lebih baik
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dengan jumlah kematian yang lebih sedikit, meskipun jumlah kasus penyakit
pneumonia cukup signifikan, yakni sekitar 2,5 juta kasus per tahun. Sekitar
sepertiga hingga setengah dari kasus ini membutuhkan perawatan inap (Ebeledike
dan Ahmad, 2022). Di Indonesia, prevalensi pneumonia pada balita mencapai
3,55%, dan merupakan salah satu penyebab utama kematian pada balita dengan
angka kematian sebesar 0,12% (Kemenkes, 2020).
2.2.3 Etiologi Pneumonia

Etiologi pneumonia pada anak-anak dapat dikelompokkan berdasarkan usia
spesifik atau patogen spesifik yang teridentifikasi. Berdasarkan yang telah
dijelaskan dalam Tabel 2.1, bayi baru lahir rentan terhadap bakteri patogen yang
dapat ditemukan di jalan lahir, seperti Streptococcus Grup B, Klebsiella,
Escherichia coli, dan Listeria monocytogenes. Pada pneumonia neonatal onset
lambat, dapat diidentifikasi adanya bakteri seperti Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, dan Staphylococcus aureus. Pada bayi yang lebih tua dan
balita berusia antara 30 hari hingga 2 tahun, virus adalah penyebab utama
pneumonia. Pada anak usia 2 sampai 5 tahun, virus pernapasan menjadi penyebab
paling umum, meskipun kasus terkait Streptococcus pneumoniae dan Haemophilus
influenzae tipe B dilaporkan meningkat. Mycoplasma pneumoniae sering terjadi
pada anak-anak usia 5 hingga 13 tahun, tetapi Streptococcus pneumoniae masih
menjadi organisme yang paling sering diidentifikasi (Ebeledike dan Ahmad, 2022).
Pneumonia pada anak dapat disebabkan oleh bakteri, virus, dan jamur, termasuk

Respiratory Syncytial virus (RSV), Rhinovirus, Haemophilus influenza,
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Parainfluenza, Human Metapneumovirus (hMPV), dan Adenovirus (Crame et al.,

2021).

Tabel 2. 1 Patogen umum penyebab Pneumonia

Usia

Bakteri

Virus

<20 hari

E. coli, Group B
Streptococcus, Listeria
monocytogenes

Herpes simplex virus,
Cytomegalovirus

3 minggu — 3 bulan

Chlamydia trachomatis,
Streptococcus pneumoniae, B.
pertussis, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis

Adenovirus, Respiratory
Syncytial virus,
Parainfluenza, Influenza

4 bulan — 5 tahun

Streptococcus pneumoniae,
Mycoplasma, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus
aureus

Adenovirus, Rhinovirus,
Influenza, Parainfluenza,
Varicella zoster, Respiratory
Syncytial virus

Streptococcus pneumoniae,

Adenovirus, Epstein Barr

>5 tahun Mycoplasma, Staphylococcus | virus, Influenza, Rhinovirus
aureus, Tuberculosis
(Crame et al., 2021)
Tabel 2. 2 Klasifikasi Pneumonia berdasarkan etiologinya
Grup Penyebab Tipe Pneumonia
Streptokokus pneumonia Pneumoni bakterial
Streptokokus piogenesis
Stafilokokus aureus
Bakteri Klebsiela pneumonia
Eserikia koli
Yersinia pestis
Legionnaires bacillus Legionnaires disease
Aktimonisetes Aktinomisetes israeli Aktinomisetes pulmonal
Nokardia asteroides Nokardia pulmonal
Kokidioides imitis Kokidioidomikosis
Histoplasma kapsulatum Histoplasmosis Blastomikosis
Fungi Blastomises dermatitidis Aspergilosis
Aspergilus Mukormikosis
Fikomisetes
Riketsia Koksiela burneti Q fever
Klamidia Chlamydia trachomatis Clamydial pneumonia
Mikoplasma Miklosplasma pneumonia Pneumonia mikrosplasmal
Virus Influensa virus, adeno virus Pneumonia virus
respiratory syncytial
Pneumositis karini Pneumonia pneumosistis
Protozoa .
(pneumonia plasma sel)

(Alsagaff dan Mukty, 2008)
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Tabel 2. 3 Etiologi umum Pneumonia kominiti dan nosokomial
Lokasi Sumber Penyebab

Streptococcus pneumonia Mycobacterium
tubercolosis Legionella pneumonia

Komunit Haemophillus influenzae Influenza tipe A, B,
C Aderovina
Staphylococcus aureus Basil usus gram
Nosokomial negatif (Escherichia coli) Klebsiella

pneumoniae Pseudomonas aeroginosa

(Syamsudin dan Keban, 2013)
2.2.4 Klasifikasi Pneumonia

Menurut Lim (2022), ada berbagai cara untuk mengklasifikasikan
pneumonia. WHO (2014) mendefinisikan pneumonia berat sebagai kondisi di mana
seseorang mengalami batuk atau kesulitan bernapas. Pasien akan didiagnosis
mengidap penyakit pneumonia jika mengalami setidaknya salah satu gejala dari tiga
gejala berikut, yaitu (1) Saturasi oksigen kurang dari 90% saat diukur menggunakan
oksimetri nadi atau mengalami sianosis sentral, (2) Terjadi gangguan pernapasan
yang berat seperti grunting atau tarikan dada yang sangat kuat, atau (3) Terdapat
tanda-tanda bahaya umum seperti ketidakmampuan untuk menyusui atau minum
susu ASI, lesu atau tidak sadar, serta kejang.

Berdasarkan ATS (American Thoracic Society) pneumonia dapat
diklasifikasikan sebagai berikut (Pangesti, 2020).
2.2.4.1 Community Acquired Pneumonia (CAP)

Community Acquired Pneumonia (CAP) merupakan suatu kondisi seseorang
yang terkena pneumonia saat berada di masyarakat. Menurut definisi dari /nfectious
Diseases Society of America (IDSA), CAP adalah sebuah infeksi akut pada jaringan
paru-paru yang ditandai dengan munculnya infiltrat baru pada gambar rontgen dada

atau terdapat perubahan suara napas dan/atau adanya ronki basah lokal saat
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pemeriksaan fisik paru-paru yang menunjukkan tanda-tanda pneumonia pada
pasien yang tidak sedang dirawat di rumah sakit atau di tempat perawatan lain
dalam kurun waktu 14 hari sebelum timbulnya gejala.

2.2.4.2 Hospital Acquired Pneumonia (HAP)

Hospital Acquired Pneumonia (HAP) adalah pneumonia yang terjadi setelah
48 jam atau lebih sejak pasien masuk rumah sakit dan bukan karena infeksi yang
sudah ada saat masuk rumah sakit. HAP merupakan penyebab kedua yang paling
umum dari infeksi di antara pasien di rumah sakit dan merupakan penyebab utama
kematian akibat infeksi, dengan tingkat kematian sekitar 30-70%. Sekitar 27-50%
kematian akibat infeksi disebabkan oleh pneumonia. Beberapa jenis mikroba yang
paling sering berperan dalam infeksi pneumonia HAP adalah Streptococcus,
Staphylococcus aureus, MRSA, Pseudomonas aeruginosa, serta bakteri gram
negatif batang yang memproduksi atau tidak memproduksi ESBL, seperti
Enterobacter sp., Escherichia coli, dan Klebsiella pneumoniae .

Rumah sakit merupakan tempat terbanyak adanya pertumbuhan bakteri
dengan berbagai variasi macam bakteri. Hal tersebut yang menjadikan rumah sakit
sebagai tempat yang memiliki resiko penularan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan tempat lainnya. Menurut Centeleghe (2023), rumah sakit dapat menjadi
sumber penularan nosokomial bakteri Klebsiella pneumoniae . Penularan ini dapat
terjadi baik melalui kontak langsung dengan penderita pneumonia maupun melalui
permukaan peralatan medis yang terkontaminasi. Dalam konteks ini, peran tenaga
medis sangat signifikan dalam penyebaran bakteri Klebsiella pneumoniae . Proses

ini biasa dinamakan dengan HCAP (Health Care Associated Pneumoniae) yang
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artinya kondisi dimana infeksi terjadi akibat tenaga kesehatan (Rai dan Artana,
2016). Proses penularan bakteri Klebsiella pneumoniae terutama terjadi selama
penggunaan peralatan medis invasif seperti ventilator dan kateter yang dimasukkan
ke dalam tubuh pasien. Penularan juga dapat terjadi melalui udara atau kontak
langsung dengan tenaga medis yang sebelumnya merawat pasien pneumonia dan
kemudian merawat pasien lainnya. Selain itu, rumah sakit seringkali menjadi
tempat dimana mikroorganisme dengan berbagai ragam jenis berkumpul. Oleh
karena itu, ada kemungkinan besar alat medis yang akan digunakan terhadap pasien
akan terkontaminasi oleh bakteri dari lingkungan luar. Ketika alat medis tersebut
dimasukkan ke dalam tubuh pasien, maka menjadi peluang bagi bakteri Klebsiella
pneumoniae untuk masuk ke dalam tubuh pasien tersebut. Terutama dalam situasi
dimana alat medis seperti ventilator dan kateter digunakan dalam jangka waktu yag
lebih lama, misalnya satu hingga dua minggu yang disertai dengan penggunaan
antibiotik yang kurang tepat akan menjadi peluang Klebsiella pneumoniae untuk
bertransformasi. Dalam konteks ini, sangat dibutuhkan tindakan pencegahan yang
ketat, seperti praktik kebersihan yang baik dan sterilisasi peralatan medis. Hal ini
menjadi sangat penting untuk mengurangi risiko penularan bakteri ini di rumah
sakit (Konoralma, 2019).

Health Care Associated Pneumonia (HCAP) merupakan kondisi tersendiri,
terpisah baik dari CAP dan pneumonia nosokomial (VAP dan HAP). Walaupun
pasien HCAP datang dari komunitas, tetapi epidemiologi dan bakteriologi HCAP
jauh berbeda dari karakteristik komunitas. Angka mortalitas HCAP hampir sama

dengan mortalitas Hospital Acquired Pneumonia/HAP (19,8% vs 18,8%), jauh
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lebih tinggi dari mortalitas Community Acquired Pneumonia/CAP (10%; p <
0,0001), serta lebih rendah dari mortalitas Ventilator Associated Pneumonia/V AP

(29,3%, p <0,0001) (Rai dan Artana, 2016).

Medical equipments, [ A
implants, and devices = 3
es% G ]

Contaminated medical staffs
and visitors

Gambar 2. 2 [lustrasi Skema Jalur Penularan Infeksi yang Didapat di Rumah
Sakit (Puspasari et al., 2022)

Health Care Associated Pneumonia (HCAP) disebabkan oleh berbagai
spektrum patogen yang kemungkinan polimirobial. Patogen yang umum ditemukan
pada kasus HCAP serupa dengan yang ditemukan pada kasus HAP atau VAP.
Patogen-patogen penyebab utamanya adalah kuman basil gram negatif aerob (P.
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae , dan Acinetobacter species)
(Rai dan Artana, 2016).
2.2.4.3 Ventilator Associated Pneumonia (VAP)

Ventilator Associated Pneumonia (VAP) terjadi ketika seseorang mengalami
pneumonia lebih dari 48 jam setelah pemasangan intubasi endotrakeal. Kondisi ini
terjadi akibat masuknya mikroorganisme ke saluran pernapasan bagian bawah,

yang bisa terjadi melalui aspirasi sekret orofaring yang berasal dari bakteri endemik
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di saluran pencernaan atau patogen eksogen yang didapat dari peralatan yang
terkontaminasi atau dari petugas kesehatan.

Tabel 2. 4 Klasifikasi Pneumonia

Klasifikasi Deskripsi
A. Lokasi
1.  Community-acquired Pneumonia Infeksi yang didapat dari komunitas
2. Hospital-acquired Pneumonia Infeksi yang didapat setelah berada di rumah
sakit selama >48 jam atau pada seseorang
yang baru keluar rumah sakit (minimal 7 hart)
3. Ventilator-acquired Pneumonia Infeksi yang didapat dari ICU atau telah
menggunakan mesin ventilator selama >48
jam
B. Status Imun
1. Immunocompetent Tidak ada disfungsi imun
2. Immunocompromised Terdapat disfungsi imun
C. Mikroba
1. Virus
2. Bakteri Berdasarkan hasil pemeriksaan mikrobiologis
3. Jamur
4. Mycobacterial
5. Parasit
(Lim, 2022)

2.2.5 Patogenesis dan Patofosiologi Pneumonia

Dalam sebuah penelitian patologis, dilaporkan bahwa terdapat empat fase
patologis dari pneumonia sebagaimana yang dijelaskan pada Gambar 2.2 (Crame et
al., 2021). Tahap pertama, Congestion yaitu terjadi selama 24 jam pertama setelah
terinfeksi dan ditandai dengan adanya edema alveolus dan kongesti vaskular. Pada
tahap ini kapiler-kapiler melebar dan terjadi penumpukan cairan kongesti di dalam
alveolus dan eksudat yang terdapat di dalam alveolus berupa cairan jernih. Tahap
kedua, Red Hepatisation yang terjadi pada hari ke 2-4 dan ditandai dengan
pembengkakan akibat reaksi jaringan yang memfasilitasi pertumbuhan dan
penyebaran kuman ke jaringan sekitarnya. Bagian paru yang terkena mengalami

konsolidasi, di mana terjadi penumpukan sel darah putih jenis polimorfonuklear
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(PMN), fibrin, eritrosit, cairan edema, dan terdapat kuman di dalam alveoli
sehingga membuatnya padat. Pada tahap ketiga, Grey Hepatisation yang terjadi
pada hari ke 5-7 disertai paru-paru tampak berwarna coklat tua karena adanya
akumulasi hemosiderin dan hemolisis sel darah merah dalam eksudat. Pada tahap
ini terjadi peningkatan deposisi fibrin, terdapat fibrin dan leukosit PMN di dalam
alveoli, dan proses fagositosis berlangsung dengan cepat, Tahap keempat,
Resolution terjadi dari hari ke 8 hingga 3 minggu ketika eksudat dipecah oleh
enzim, dicerna oleh makrofag, atau dibatukkan sebagai sputum. Jika penyembuhan
tidak ideal, dapat menyebabkan efusi parapneumonik dan adhesi pleura. Pada
bronkopneumonia, terjadi konsolidasi patch pada satu atau lebih lobus, dan infiltrat
neutrofilik terutama terjadi di sekitar pusat bronkus (Ebeledike and Ahmad, 2022).
pada tahap atau stadium ini, jumlah makrofag di dalam alveoli meningkat, sel-sel
akan mengalami degenerasi, deposisi fibrin mengurang, dan kuman serta sisa-sisa
yang ada menghilang. Sistem bronkopulmoner pada jaringan paru yang tidak

terkena tetap dalam kondisi normal (Rahajoe, 2018).

‘ GRAY HEPATIZATION

Gambar 2. 3 Patogenesis Pneumonia (Damayanti dan Ryusuke, 2017)
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2.2.6 Manifestasi Klinis Pneumonia

Menurut Lim (2022), tanda dan gejala pneumonia dapat dibagi menjadi dua
kategori. Kategori pertama adalah gejala pernapasan, termasuk batuk (~75%),
dispnea (~65%), produksi sputum (~30%), dan nyeri dada (~30%). Kategori kedua
adalah gejala sistemik, seperti demam, kekakuan, mialgia, dan kebingungan.
Kebingungan cenderung lebih sering terjadi pada pasien yang lebih tua atau yang
menderita pneumonia dengan tingkat keparahan yang lebih tinggi.

Sementara itu, menurut Crame et al. (2021), gejala pneumonia bervariasi
tergantung pada usia pasien. Beberapa gejala yang ditemukan di semua kelompok
umur termasuk demam, batuk, rinore, dispnea, malaise, dan kelesuan. Pada bayi,
gejala pneumonia meliputi berkurangnya makan, napas mendengkur, dan apnea.
Sedangkan pada anak yang lebih besar, gejala pneumonia meliputi sesak napas,
nyeri dada pleuritik, nyeri perut, dan sakit kepala.

2.2.7 Faktor penyebab

Beberapa faktor yang meningkatkan risiko terjadinya pneumonia dan juga
keparahannya telah dipaparkan pada Tabel 2.5 antara lain adalah masa bayi,
kurangnya imunisasi, kondisi malnutrisi, penyakit kronis yang mendasari, infeksi
HIV, paparan HIV pada bayi yang masih sangat muda, usia ibu yang masih muda,
pendidikan ibu yang rendah, status sosial ekonomi yang rendah, dan juga paparan
asap atau polusi udara dalam ruangan (Marangu and Zar, 2019).

Beberapa faktor lainnya yang dapat menyebabkan pneumonia adalah faktor

usia, jenis kelamin, berat badan lahir, riwayat imunisasi, pekerjaan orang tua
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khususnya ibu pada balita, kebiasaan anggota keluarga dengan gaya hidup yang

kurang sehat seperti merokok (Rigustia, dkk., 2019).

Tabel 2. 5 Faktor risiko berdasarkan karakteristik

A. Karakteristik Host

B. Karakteristik
Lingkungan

Bayi

Usia Pernikahan Dini

Kurangnya Imunisasi

Kurangnya Edukasi

Kuragnya ASI Eksklusif

Rendahnya Status Ekonomi

Malnutrisi Parah

Buruknya Antenatal Care

Penyakit Kronis Paparan Asap Rokok
Paparan HIV pada Bayi Polusi dalam Ruangan
Infeksi HIV Kepadatan
BBLR/Prematur

(Marangu and Zar, 2019)

Selain hal tersebut, Lim (2022) menjelaskan adanya faktor-faktor risiko lain

yang dapat meningkatkan kemungkinan seseorang didiagnosis pneumonia yang

dijeskan pada pada Tabel 2.6

Tabel 2. 6 Faktor risiko Pneumonia

Faktor Risiko

Kondisi

Usia

>65 tahun

Kondisi komorbid

PPOK, kanker, diabtes, hepatitis kronis,
gangguan ginjal

Penyakit immunosuppressive

HIV, transplantasi organ solid, agen
immunosuppressive

Faktor yang meningkatkan risiko terhirup

Penempatan endotracheal tube, stroke,
penyakit neurologis

Gaya hidup

Merokok, minum alcohol, malutrisi

Obat-obatan

Proton-pump inhibitors, obat antipsikotik,
kortikosteroid hirup

(Lim, 2022)

Faktor risiko bakteri MDR penyebab HAP menurut ATS/IDSA (2004) sebagai

berikut:

e Pemakaian antibiotik pada 90 hari terakhir

e Dirawat di rumah sakit > 5 hari

Sosio-Ekonomi dan
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o Tingginya frekuensi resisten antibiotik di masyarakat atau di rumah sakit
tersebut

e Penyakit immunosupresi dan atau pemeberian imunoterapi

2.2.8 Diagnosis Pneumonia

Menurut standar The Centers for Disease Control (CDC-Atlanta), kriteria
diagnosis pneumonia nosokomial dapat dijelaskan sebagai berikut:

1. Pneumonia dianggap nosokomial jika terjadi 48 jam setelah masuk rumah sakit.

2. Diagnosis pneumonia nosokomial memerlukan:

* Pemeriksaan foto toraks yang menunjukkan infiltrat baru atau progresif
*  Memenuhi setidaknya 2 dari kriteria berikut: suhu tubuh > 38°C, sekret
purulen, leukositosis.
Kriteria untuk pneumonia nosokomial yang berat, menurut ATS, melibatkan:

1. Perawatan di ruang rawat intensif.

2. Kondisi gagal napas yang memerlukan alat bantu napas atau kebutuhan oksigen
> 35% untuk menjaga saturasi oksigen > 90%.

3. Perubahan radiologis yang progresif, seperti pneumonia multilobar atau kavitas
dari infiltrat paru.

4. Adanya bukti sepsis berat dengan tanda-tanda seperti hipotensi, dan/atau
disfungsi organ, seperti syok (tekanan sistolik < 90 mmHg atau diastolik < 60
mmHg), kebutuhan vasopresor selama lebih dari 4 jam, jumlah urin <20 ml/jam
atau total jumlah urin < 80 ml/4 jam, dan gagal ginjal akut yang membutuhkan
dialisis.

Pemeriksaan yang perlu dilakukan mencakup:
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1. Pewarnaan gram dan Kultur Dahak: Melibatkan pewarnaan gram dan kultur
dahak yang dihasilkan dari batuk, induksi sputum, atau aspirasi sekret dari selang
endotrakeal atau trakeostomi. Dilakukan pemeriksaan biakan kuman secara
semikuantitatif atau kuantitatif. Hasil dianggap bermakna jika ditemukan > 10°
colony-forming units/ml dari sputum, > 10° — 10 colony-forming units/ml dari
aspirasi endotracheal tube, > 10* — 10° colony-forming units/ml dari
bronchoalveolar lavage (BAL), dan > 10° colony-forming units/ml dari sikatan
bronkus.

2. Kriteria dahak untuk Pemeriksaan Apusan Langsung dan Biakan: Termasuk
kriteria seperti jumlah sel PMN > 25 / lapangan pandang kecil (Ipk) dan sel epitel
<10/ Ipk.

3. Analisis Gas Darah: Digunakan untuk membantu menentukan tingkat keparahan
penyakit.

4. Pemeriksaan Invasif Jika Kondisi Memburuk atau Tidak Ada Respons Terhadap
Pengobatan: Melibatkan tindakan bronkoskopi dengan cara bilasan, sikatan
bronkus dengan kateter ganda terlindung, bronchoalveolar lavage (BAL), atau
aspirasi transtorakal. Tindakan ini perlu dilakukan jika kondisi pasien memburuk
atau tidak ada respons terhadap pengobatan.

2.2.9 Penatalaksanaan Pneumonia

Terapi antibiotik merupakan pengobatan terhadap infeksi bakteri yang
menjadi penyebab pneumonia, seperti bakteri Klebsiella pneumoniae . Antibiotik
bekerja dengan menghentikan pertumbuhan bakteri atau membunuh bakteri yang

menyebabkan infeksi (Li et al., 2022). Efekivitas antibiotik dalam melawan infeksi
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hanya terbatas pada bakteri, bukan virus. Ini dikarenakan antibiotik bekerja dengan
cara membunuh atau menghentikan perkembangan bakteri. Antibiotik tidak
memiliki efek terhadap virus karena virus memiliki mekanisme yang berbeda dalam
reproduksinya dan tidak memiliki struktur sel seperti bakteri (Hamid, dkk., 2020).
Beberapa nama antibiotik pneumonia berdasarkan bakteri penyebabnya dijelaskan
pada Tabel 2.7.

Tabel 2. 7 Antibiotik Awal Secara Empirik untuk HAP pada Pasien Tanpa Faktor
Risiko Patogen MDR, Onset Dini dan Semua Derajat Penyakit

Patogen potensial Antibiotik yang direkomendasikan
Streptococcus pneumoniae Betalaktam + antibetalaktamase
Haemophilus influenzae (Amoksilin klavulanat)

Atau

Metisilin-sensitif

Staphylococcus aureus

Antibiotik sensitive basil gram negative
enterik

- Escherichia coli

- Klebsiella pneumoniae

Enterpbacter spp

- Proteus spp

Serratina marcescens

(ATS/IDSA, 2004)

Sefalosporin G3 nonpseudomonal
(Seftriakson, sefotaksim)

Atau

Kuinolon respirasi
(Levoflaksasin, Moksifloksasin)

Tabel 2. 8 Terapi Antibiotik Awal Secara Empirik untuk HAP pada Semua Derajat
Penyakit pada Pasien dengan Onset Lajut atau Terdapat Faktor Risiko Patogen
MDR

Patogen potensial Terapi antibiotik kombinasi
Patogen MDR tanpa atau dengan pathogen Sefalosporin antipseudomonal
pada tabel 2.7 (Safepim, seftasidim, sefpirom)
Pseudomonas aeruginosa atau

Klebsiella pneumoniae Karbapenem antipseudomonal
(ESBL) (Meropenem, imipenem)
Acoinetobacter sp atau

B-laktam / penghambat  lactamase
(Piperasilin-tasobaktam)

ditambah
Flurokuinolon antipseudomonal
(Siprofloksasin atau levoflaksasin)

Methicillin resisten atau

Staphylococcus aureus Aminoglikosida

(MRSA) (Amikasin, gentamisin atau tobramisin)
ditambah

Linesolid atau vankonisin atau teikoplanin

(ATS/IDSA, 2004)
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Tabel 2.9 Dosis Antibiotik Intravena Awal Secara Empirik untuk HAP pada Pasien
dengan Onset Lanjut atau Terdapat Faktor Risiko Patogen MDR

Antibiotik | Dosis

Sefalosporin antipseudomonal

Safepim 1-2 gr setiap 8-12 jam

Seftasidim 2 gr setiap 8 jam

Sefpirom 1 gr setiap 8 jam

Karbapenem

Meropenem 1 gr setiap 8 jam

Imipenem 500 mg setiap 6 jam/1 gr setiap 8 jam

B -laktam / penghambat p laktamase

Piperasilin-tasobaktam

| 4,5 gr setiap 6 jam

Aminoglikosida

Gentamisin 7 mg/kg BB/hr
Tobramisin 7 mg/kg BB/hr
Amikasin 20 mg/kg BB/hr
Kuinolon antipseudomonal

Levofloksasin 750 mg setiap hari
Siprofloksasin 400 mg setiap 8 jam
Vankomisin 15 mg/kg BB/12 jam
Linesolid 600 mg setiap 12 jam
Teikoplanin 400 mg/hari

(ATS/IDSA, 2004)

Suspek HAP, VAP
(semua derajat)

Onset lanjut (= 5 hari) atau
terdapat faktor risiko untuk MDR

J

|

Ya ]

A

Antibiotik spektrum terbatas
(Tabel 1)

J

~
Antibiotik spektrum luas

untuk patogen MDR
(Tabel 2)

Gambar 2. 4 Skema terapi empirik untuk HAP (PDPI, 2003)

Menurut Salukanan (2018) dalam

peelitiannya dijelaskan bahwa antibiotik

meropenem menjadi pengobatan antibiotik yang paling sensitif terhadap bakteri
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Klebsiella pneumoniae . Dalam penelitian tersebut didapatkan hasil bahwa
antibiotik meropenem lebih sensitif terhadap Klebsiella pneumoniae (49%)
dibanding dengan Pseudomonas aeruginosa (32%) dan Acinetobacter baumannii
(19%).

2.3 Antibiotik

2.3.1 Definisi Antibiotik

Antibiotik adalah senyawa kimia yang diproduksi oleh mikroorganisme dan
memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh
mikroorganisme lain. Peningkatan resistensi bakteri terhadap antibiotik disebabkan
oleh kurangnya informasi yang akurat yang mengakibatkan banyaknya konsumsi
antibiotik yang tidak tepat (Pratiwi, dkk., 2020).

Antibiotik adalah obat-obatan yang terdiri dari senyawa atau zat kimia yang
diproduksi oleh bakteri. Tujuan utama antibiotik adalah untuk menghambat dan
membunuh pertumbuhan mikroorganisme patogen yang menyebabkan penyakit
infeksi, namun dengan tingkat toksisitas yang rendah. Antibiotik merupakan salah
satu jenis obat yang banyak digunakan oleh masyarakat karena ketersediaannya
yang mudah, bahkan tanpa memerlukan resep dokter. Namun, penggunaan
antibiotik yang tidak tepat dan tanpa pengawasan medis ini dapat menimbulkan
permasalahan baru seperti resistensi antibiotik (Saragih, dkk., 2022).

2.3.2 Mekanisme Kerja Antibiotik

Antibiotik bekerja melawan berbagai jenis bakteri melalui berbagai

mekanisme. Ini termasuk antibiotik yang dapat merusak dinding sel bakteri,

menghentikan produksi protein, dan antibiotik yang menargetkan DNA atau
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replikasi DNA. Dinding sel bakteri terdiri dari polimer-polimer yang mengandung
rantai peptida yang berjalan sepanjang gula dan membentuk ikatan silang yang
kuat. Rantai peptida ini memainkan peran penting dalam meningkatkan kekuatan
dinding sel bakteri. B-laktam, glikopeptida, daptomycin, dan colistin adalah
beberapa jenis antibiotik yang dapat mempengaruhi dinding sel bakteri (Anggita et
al., 2022).

Mekanisme kerja antibiotik beta laktam diketahui sebagai penghambat
Penisilin Binding Protein (PBP) yang biasanya terlibat dalam pembentukan lapisan
peptidoglikan yang melapisi sebagian besar bakteri. Cincin beta laktam pada
antibiotik ini menyerupai bagian D-alanil D-alanin yang biasanya diikat oleh PBP
dalam rantai samping peptida. Akibatnya, antibiotik beta laktam berinteraksi
dengan PBP mengganggu sintesis peptidoglikan baru. Gangguan pada lapisan
peptidoglikan tersebut menyebabkan lisis bakteri, sehingga antibiotik ini menjadi
pengobatan yang paling efektif untuk infeksi bakteri (Anggita, dkk., 2022).

B-lactam mechanism
of action

ABX-free
Cell Wall
Synthesis

Pen Ceph Mono Corbo Block of transpeptidase octivity interrupts
D-Alo-D-Alo structural mimics: (D) QO . (¢ o) cross-linking & cell wall synthesis

to transpeptidase
active site

\
“§ PBP
(Gr| =5

Gambar 2. 5 Mekanisme Kerja p-laktam (Zango et al., 2019)
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2.4 Resistensi Antibiotik
2.4.1 Definisi resistensi Antibiotik

Menurut Kemenkes RI (2011) Resistensi dapat diartikan sebagai kemampuan
bakteri dalam menetralisir dan melemahkan daya kerja antibiotik. Resistensi
menjadi suatu masalah kesehatan yang sangat besar yang harus dikelola seluruh
dunia karena menyebabkan peningkatan angka kematian (WHO, 2015). Menurut
WHO (2015) angka kematian akibat resistensi antimikroba sampai tahun 2014
sekitar 700.000 orang per tahun. Dengan cepatnya perkembangan dan penyebaran
infeksi akibat mikroorganisme resisten, pada tahun 2050 diperkirakan kematian
akibat resistensi antimikroba lebih besar dibanding kematian akibat kanker. Hal ini
mengakibatkan pengobatan menjadi tidak efektif, peningkatan morbiditas maupun
mortalitas pasien, dan peningkatan biaya kesehatan (Hamid, dkk., 2020).

Resistensi terhadap antibiotik terjadi karena penggunaan yang tidak tepat, dan
beberapa faktor yang mempengaruhi terjadinya resistensi antara lain penggunaan
antibiotik dengan durasi yang terlalu pendek, dosis yang tidak mencukupi,
kesalahan dalam diagnosis, penggunaan antibiotik yang tidak sesuai indikasi, dan

penggunaan antibiotik tanpa resep (Ompusunggu, 2020).

2.4.2 Mekanisme Resistensi Antibiotik

Beberapa mikroorganisme patogen mengembangkan resistensi terhadap
antibiotik B-laktam dengan mengubah antibiotik secara molekuler atau melepaskan
enzim seperti transferase yang mempengaruhi struktur kimia antibiotik. Dalam
kelompok antibiotik B-laktam, resistensi terjadi melalui hidrolisis ikatan amida

yang membuat antibiotik menjadi tidak efektif akibat produksi enzim B-laktamase
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(Varela et al., 2021). Pada bakteri gram Negatif, kelompok antibiotik
aminoglikosida kehilangan efektivitasnya karena modifikasi molekuler melalui
fosforilasi, adenilasi, dan asetilasi (Motaweq, 2022). Selain itu, bakteri juga dapat
mengembangkan resistensi dengan memodifikasi target mereka untuk mengubah
cara kerja antibiotik yang sebelumnya efektif. Salah satu mekanisme resistensi
adalah melalui pompa efleks (efflux pump) yang diatur oleh gen-gen tertentu yang
mengenali dan mengeluarkan agen antibakteri serta senyawa struktural yang tidak
berhubungan secara rendah sehingga menghasilkan konsentrasi antibiotik yang

tidak efektif atau minim terhadap pertumbuhan bakteri (Ilori, 2023).

Antibiotic

enzyme

Plasmid
Efflux Pump

Antibiotic
altering
enzyme

Antibioti¢” '

Antibiotic
resistant
genes

Gambar 2. 6 Cara bakteri melawan kerja antibiotik (Chandra et al., 2017)
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~Antibiotic

Berdasarkan Gambar 2.3, mekanisme resistensi dapat diklasifikasikan
menjadi dua kelompok, yaitu: 1) mekanisme yang melibatkan plasmid, seperti
efleks aktif, enzim inaktivator yang dihasilkan oleh bakteri dan pengaturan gen
pada kromosom; dan 2) mekanisme yang melibatkan kromosom, termasuk
perubahan target antibiotik, peningkatan sintesis metabolit antagonis, serta
pengembangan jalur mekanisme yang sebelumnya dihambat oleh antibiotik (Juniah

dan Arianti, 2023).
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2.5 Nanopartikel Ag/TiO2
2.5.1 Definisi Nanopartikel

Nanopartikel merupakan partikel koloid padat dengan diameter 1-1000 nm
(Kumowal, dkk., 2019). Dengan ukurannya yang sangat kecil, memiliki beberapa
keunggulan menembus ruang-ruang antarsel yang dapat ditembus oleh partikel
koloidal. Selain itu, dnegan ukurannya yang kecil tersebut nanopartikel memiliki
nilai perbandingan antara luas permukaan dan volume yang lebih besar jika
dibandingkan dengan partikel sejenis dalam ukuran besar. Hal ini yang membuat

nanopartikel mejadi lebih reaktif (Abdassah, M., 2017).

2.5.2 Penggunaan Nanopartikel Ag/TiO2

Nanopartikel perak (Ag) telah berhasil digunakan dalam berbagai produk,
termasuk tekstil, pelapis perangkat medis, dan diimpregnasikan ke kain tekstil
(Bungan dkk., 2021). Bukan hanya itu, banyak penelitian telah mencatat
keefektifan nanopartikel perak (Ag) sebagai agen antibakteri spektrum luas.
Efektivitas antibakteri nanopartikel Ag dimediasi oleh reaksi fotokatalitik yang
menghasilkan Spesies Oksigen Reaktif (ROS), seperti oksigen dan radikal hidroksil
(*O2- dan *OH). Kedua radikal ini diketahui memiliki potensi pengoksidasi kuat
yang dapat merusak material organik, termasuk merusak membran sel bakteri
patogen (Wafi et al., 2020).

Partikel perak/silver (Ag) banyak digunakan untuk pencegahan infeksi telah
diterapkan di berbagai bidang masyarakat. Partikel ini dapat menjadi alternatif
untuk mengatasi masalah resistensi antibiotik. Seiring dengan itu, penelitian yang

dilakukan untuk mengeksplorasi karakteristik antimikroba dari partikel Ag masih
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berlangsung untuk memperluas manfaatnya (Sim et al., 2018). Ag merupakan
logam transisi yang memiliki sifat antimikroba. Bentuk aktif Ag dalam hal ini
adalah ion Ag"’. Selain berbentuk ion, partikel Ag juga dapat berinteraksi dengan
molekul organik lain seperti oksigen dan hidrogen, sehingga menghasilkan radikal
aktif. Hal ini menjadikan partikel Ag sebagai agen antimikroba yang memiliki
potensi untuk digunakan dalam berbagai aplikasi (Singh et al., 2022).

Selain Ag, timah oksida (TiOz) sering digunakan dalam beberapa proses
industri. Karena stabilitas kimianya yang baik, biaya rendah, dan aktivitas foto atau
cahaya yang sangat efektif, TiO; sering digunakan dalam industri (Bungan dkk.,
2021). Titanium dioksida (TiO2) dahulu digunakan sebagai bahan pembuatan
produk sunscreen, cat, pasta gigi, dan sejenisnya. Namun, pada tahun 1990-an,
penemuan baru menunjukkan bahwa TiO> memiliki sifat sebagai fotokatalis. Hal
ini mendorong banyak penelitian untuk mengeksplorasi karakteristik fisikokimia
yang baru dari TiO: ketika partikelnya diperkecil menjadi ukuran nanometer
(Khanh et al., 2021). Nanopartikel TiO2> merupakan partikel dalam skala nanometer
berbentuk serbuk yang memiliki sifat kimia stabil, non-toksik, serta terjangkau
secara ekonomi. Titanium dioksida termasuk ke dalam kategori GRAS atau
Generally Recognized as Safe. Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa
nanopartikel TiO> memiliki aktivitas antimikroba yang baik dan besifat spektrum
luas, baik sebagai antifungi maupun antibakteri (Lopez de Dicastillo et al., 2021).
Hal tersebut menjadikan alasan para ilmuwan untuk terus malakukan modifikasi

dan pengembangan terhadap senyawa TiOx.
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Kemampuan nanopartikel TiO> dan Ag dalam meningkatkan sifat mekanik
serta efektivitas antibakterinya terhadap bakteri Gram-positif atau Gram-negatif
dan pertumbuhan sel telah menarik perhatian banyak pihak, terutama di bidang
industri farmasi (Aritonang et al., 2020). Jika dilihat lebih lanjut, partikel Ag dan
TiO2 keduanya memiliki aktivitas antibakteri. Namun sejauh ini belum terdapat
tinjauan terhadap aktivitas antibakteri material nanopartikel Ag/TiO> terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.

2.5.3 Sintesis Nanopartikel Ag/TiO:

Nanopartikel Ag/TiO, dapat dihasilkan melalui metode doping dengan
menggunakan 1 mol % TiO2 yang telah didoping Ag. Proses ini dimulai dengan
menambahkan larutan AgNO3 dalam air ke dalam larutan TiCls, HNO3, dan EDTA
dengan volume yang diinginkan. Campuran reaksi kemudian dikurangi volumenya
menjadi sekitar 50 mL melalui penguapan pada pelat pemanas. Selanjutnya, larutan
tri-natrium sitrat ditambahkan untuk mengurangi Agp menjadi Ag dengan
pengadukan konstan. Campuran ini kemudian diuapkan hingga kering. Serbuk
prekursor yang dihasilkan selanjutnya mengalami proses kalsinasi pada suhu 450°C
selama 4 jam.

Setelah proses kalsinasi, bubuk yang dihasilkan dicuci minimal lima kali
dengan air suling untuk menghilangkan ion Nap dan produk samping lainnya yang
mungkin terbentuk selama reaksi. Setelah proses pencucian, serbuk dikeringkan
dalam oven pada suhu 125°C selama 24 jam untuk mendapatkan nanopowder TiO>
yang telah didoping Ag. Hasil akhir dari proses ini adalah nanopartikel Ag/TiO»

dengan kandungan 1 mol% TiO> yang telah didoping Ag (Ridha et al., 2021).
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2.5.4 Safety Nanopartikel Perak (Ag)
2.5.4.1 Studi Toksikologi In vitro pada AgNPs

Nanopartikel memiliki sifat tertentu seperti ukuran, bentuk, dan kepadatan
spesifik yang mempengaruhi distribusi dan interaksi mereka di dalam sel atau organ
target. Hal ini dapat mengakibatkan penggumpalan dan penggumpalan nanopartikel
pada lokasi tertentu dalam tubuh, memengaruhi hasil pengujian secara kolorimetri.
Pengujian in vitro tradisional pada nanopartikel seringkali menghasilkan
interpretasi data yang salah, terutama terkait dengan serapan seluler, sehingga
keandalan hasilnya kurang dapat diandalkan. Efek sitotoksik dari nanopartikel
perak khususnya terkait dengan stres oksidatif dan efek genotoksik. Produksi reaktif
oksigen (ROS) yang dipicu oleh pengambilan nanopartikel perak oleh sel dapat
menyebabkan stres oksidatif, menginduksi kematian sel melalui apoptosis atau
nekrosis. Dosis tertentu dari nanopartikel perak juga dapat mempengaruhi
kerusakan DNA pada sel, yang tercermin dalam perubahan ekspresi protein dan
regulasi gen tertentu. Penelitian menunjukkan bahwa toksisitas nanopartikel perak
bergantung pada ukuran dan bentuknya, serta dapat memengaruhi berbagai jenis sel
dengan cara yang berbeda, termasuk sel ginjal, sel hepatoma, dan sel endotel vena
umbilikal manusia. Paparan nanopartikel perak juga dapat merugikan bakteri,
mempengaruhi ekspresi gen dan pertumbuhan mikroorganisme, yang berpotensi
untuk aplikasi antibakteri. Meskipun penelitian in vitro memberikan wawasan yang
baik tentang toksisitas nanopartikel, uji in vivo tetap diperlukan untuk
memverifikasi keamanan dan efektivitasnya sebelum pengujian pada manusia

(Noga et al., 2023).
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2.5.4.2 Dalam Studi Toksikologi In vivo pada AgNPs

Dibandingkan dengan penelitian di laboratorium, penelitian langsung pada
makhluk hidup memberikan sedikit informasi tentang bagaimana nanopartikel
perak (AgNP) menyebabkan kerusakan. Penelitian in vivo tentang efek AgNP pada
berbagai spesies, seperti hewan darat, ikan, dan tanaman, memberikan wawasan
tentang dampak racunnya. AgNP, karena ukuran mereka yang sangat kecil, dapat
dengan mudah masuk ke tubuh makhluk hidup melalui berbagai cara, seperti
pernapasan, makan, dan kontak dengan kulit. Mereka dapat merusak organ penting
seperti sumsum tulang, jantung, dan mata. Paparan AgNP dapat menyebabkan efek
berbahaya pada berbagai sistem tubuh, termasuk kardiovaskular, pernapasan, saraf,
hati, dan kulit. Sebagai contoh, tikus yang terpapar AgNP melalui makanan
menunjukkan perubahan pada hati mereka, sementara tikus yang terpapar melalui
pernapasan memiliki masalah pada paru-paru mereka. Pada tingkat sel, AgNP dapat
menyebabkan kerusakan DNA, apoptosis, dan nekrosis. Selain itu, penelitian
menunjukkan bahwa toksisitas AgNP bervariasi tergantung pada ukuran dan
konsentrasinya. Paparan pada organisme seperti krustasea dan ikan dapat
menyebabkan kematian dan kerusakan serius. Oleh karena itu, penelitian in vivo
membantu kita memahami lebih baik cara AgNP menyebabkan kerusakan pada
organisme hidup dan berpotensi membahayakan kesehatan manusia (Noga et al.,
2023).
2.5.4.3 Toksisitas AgNP Terhadap Sel Kekebalan Tubuh

AgNP, atau nanopartikel perak, sering digunakan dalam produk konsumen,

namun, kekhawatiran mengenai toksisitasnya membatasi penggunaannya. Ulasan
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ini membahas dampak toksisitas AgNP pada sistem kekebalan tubuh. Sifat
fisikokimia AgNP, seperti ukuran, distribusi, dan muatan permukaan,
mempengaruhi respon kekebalan tubuh. Modifikasi permukaan AgNP tampaknya
memiliki pengaruh terbesar terhadap sistem kekebalan, dan lapisan luar
nanopartikel menentukan tingkat toksisitasnya. AgNP memiliki efek stimulasi dan
penghambatan pada produksi sitokin yang terlibat dalam respons inflamasi,
tergantung pada jenis sel dan dosisnya. Interaksi AgNP dengan sistem kekebalan
tubuh dapat memengaruhi respons imun adaptif melalui produksi sitokin dan
kemokin. Studi menunjukkan bahwa AgNP dapat memodulasi ekspresi gen dan
produksi sitokin pada berbagai jenis sel, termasuk sel imun dan sel darah tepi.
Dampaknya bervariasi tergantung pada ukuran, dosis, dan waktu paparan AgNP.
AgNP juga dapat mempengaruhi sel induk mesenkim dan neutrofil, memicu
respons seperti apoptosis dan pelepasan perangkap neutrofil ekstraseluler.
Meskipun AgNP dapat memiliki efek imunomodulator, dampak toksisitasnya pada
berbagai jenis sel menimbulkan keprihatinan mengenai penggunaannya dalam
produk konsumen (Noga et al., 2023).
2.5.5 Aktivitas Antibakteri Nanopartikel Ag/TiO>

Terdapat tiga mekanisme utama yang menjadi dasar aktivitas antimikroba
partikel Ag, yaitu (1) Merusak struktur dinding sel bakteri dengan cara membentuk
pori-pori akibat reaksi dengan komponen peptidoglikan, (2) Menghambat respirasi
seluler dan jalur metabolik bakteri melalui produksi senyawa Reactive Oxygen
Species (ROS), dan (3) Merusak molekul dan menghambat siklus replikasi DNA

(Sim et al., 2018; Prakash et al., 2022). Beberapa penelitian juga menunjukkan
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bahwa kemampuan bakterisida nanopartikel TiO: dapat ditingkatkan dengan
menggabungkannya dengan logam lain seperti Cu, Ag, dan Au (Prakash et al.,
2022).

Telah dilaporkan bahwa AgNP dapat menempel pada dinding sel bakteri dan
akibatnya menyusup ke dalamnya. Kejadian ini akan menyebabkan perubahan fisik
pada membran bakteri, seperti kerusakan membran yang dapat mengakibatkan
kebocoran isi sel dan kematian bakteri (Khalandi et al, 2017). Hal ini juga
menunjukkan bahwa efek antibakteri AgNPs pada bakteri Gram-negatif lebih kuat
dibandingkan bakteri Gram-positif. Fenomena ini dapat dijelaskan dengan adanya
perbedaan ketebalan dinding sel antara bakteri gram positif (30 nm) dan bakteri
gram negatif (3—4 nm), yang sebagian besar terdiri dari peptidoglikan (Chatterjee
et al., 2015). Selain itu, membran sel bakteri telah terbukti bermuatan negatif
karena adanya gugus karboksil, fosfat, dan amino. Muatan positif memberikan
tarikan elektrostatik antara AgNP dan membran sel mikroorganisme yang
bermuatan negatif, sehingga memfasilitasi perlekatan AgNP ke membran sel. Oleh
karena itu, peningkatan efek antibakteri dapat diperoleh dengan mengubah muatan
permukaan AgNP untuk mencapai gaya tarik menarik yang lebih kuat (Qing et al.,
2018).

Setelah menempel pada dinding bakteri, AgNP juga dapat menembus
membran dan masuk ke dalam bakteri. Terdapat efek antibakteri yang bergantung
pada ukuran, yaitu nanopartikel yang lebih kecil mempunyai luas permukaan yang
besar jika bersentuhan dengan sel bakteri dan dapat mencapai sitoplasma lebih

sering dibandingkan nanopartikel yang lebih besar (Khalandi et al., 2017). Ketika
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AgNP menembus ke dalam sel mikroba, ia dapat berinteraksi dengan struktur
seluler dan biomolekul seperti protein, lipid, dan DNA. Interaksi antara AgNP
dengan struktur seluler atau biomolekul akan menyebabkan disfungsi bakteri dan
akhirnya kematian. Secara khusus, interaksi AgNP dengan ribosom menyebabkan
denatirasinya yang menyebabkan terhambatnya translasi dan sinteis protein. Ada
juga spekulasi bahwa AgNP berinteraksi secara efektif dengan gugus karboksil dan
tiol dari [-galaktosidase, menghambat fungsi biologis intraseluler, dan
menyebabkan kematian sel (Ramezani et al., 2019).

Selain itu, mekanisme antibakteri AgNP juga disebabkan oleh
kemampuannya menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) dan spesies radikal
bebas tingkat tinggi seperti hidrogen peroksida, anion superoksida, radikal
hidroksil, asam hipoklorit, dan oksigen singlet (Gomaa, 2017). Dalam keadaan
normal, ROS yang dihasilkan dalam sel terbatas dan dapat dihilangkan oleh sistem
antioksidan. AgNP memberikan efek antibakteri melalui inaktivasi dehidrogenase
rantai pernapasan dan akhirnya menghasilkan ROS berlebih, yang menghambat
respirasi dan pertumbuhan sel. AgNP dapat menurunkan regulasi ekspresi enzim
antioksidan seperti glutathione (GSH), superoksida dismutase, dan katalase, yang
dapat mempercepat akumulasi ROS. Peningkatan ROS menyebabkan respons
seperti apoptosis, peroksidasi lipid, penipisan GSH, dan kerusakan DNA. Selain itu,
aktivitas antibakteri AgNP juga dipengaruhi oleh metabolisme terkait adenosin
trifosfat (ATP) dan ROS. (Qing et al., 2018)

Karena kelebihan ini, nanopartikel perak dapat digunakan dalam aplikasi

jangka panjang di bidang kesehatan (Pollivkova et al., 2017).
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2.6 Uji Aktivitas Antibakteri Ag/TiO2
2.6.1 Uji Kirby-bauer

Teknik ini menggunakan metode difusi cakram untuk mengevaluasi
sensitivitas atau resistensi bakteri patogen aerob dan anaerob fakultatif terhadap
berbagai senyawa antibakteri. Tujuannya untuk menentukan kemampuan senyawa
tersebut dalam menghambat pertumbuhan organisme, yang dapat diamati dari
adanya zona hambat pertumbuhan di sekitar cakram (Wahyuni, 2020). Metode
difusi cakram dalam pengujian antimikroba memiliki tingkat kesesuaian antara
82.0% hingga 100%, tergantung pada jenis antibakteri atau antimikroba yang
digunakan (Sariadji, dkk., 2018). Metode ini sudah banyak digunakan oleh banyak
peneliti di Indonesia karena dianggap sangat sederhana dan mudah, praktis untuk
dilakukan, tidak membutuhkan biaya yang banyak dibandingkan dengan metode
yang komples, serta hasilnya muncul dengan cepat (Sari dan Febriawan, 2021).
Namun, metode difusi cakram ini memiliki kekurangan, seperti tingkat osmolaritas
yang rendah pada larutan uji dan penggunaan konsentrasi sampel yang lebih sedikit
(Rahman, dkk., 2022).

Tabel 2. 10 Kategori Kekuatan Zona Hambat

Diameter Kekuatan Daya Hambat
<5 mm Lemah (weak)

6-10 mm Sedang (moderate)

11-20 mm Kuaat (strong)

>21 mm Sangat kuat (very strong)

(Paramastri dan Qurrahman, 2022)
Cara mengukur zona hambat adalah dengan mengukur zona terluar dari kertas
cakram sampai pada batas terluar zona hambat dengan menggunakan jangka sorong

atau dengan alat ukur lainnya.
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2.6.2Uji Time Kill Assay

Tes time-kill adalah metode yang paling tepat untuk menentukan efek
bakterisida atau fungisida. Ini adalah alat yang ampuh untuk memperolehnya
informasi tentang interaksi dinamis antara agen antimikroba dan strain mikroba.
Tes mematikan waktu terungkap antimikroba yang bergantung pada waktu atau
bergantung pada konsentrasi efek (Baloiri et al., 2016).

Untuk bakteri, tes ini telah distandarisasi dan dijelaskan dengan baik dalam
dokumen M26-A CLSI (Prada et al., 2020). Hal ini dilakukan dalam budaya kaldu
medium menggunakan tiga tabung berisi suspensi bakteri 5 105 CFU/mL. Tabung
pertama dan kedua berisi molekul atau ekstrak yang biasanya diuji pada konsentrasi
akhir 0,25 MIC dan 1 MIC, dan yang ketiga dianggap sebagai pengendalian
pertumbuhan. Inkubasi dilakukan dalam kondisi yang sesuai untuk interval waktu
yang bervariasi (0, 4, 6, 8, 10, 12 dan 24 jam). Kemudian, persentase sel mati
dihitung relatif terhadap pertumbuhannya kontrol dengan menentukan jumlah sel
hidup (CFU/mL) masing-masing tabung dengan metode agar plate count.
Umumnya bersifat bakterisida efek diperoleh dengan persentase kematian 90%
selama 6 jam, yaitu setara dengan 99,9% kematian selama 24 jam (Li et al., 2022).
Selain itu, ini Metode ini dapat digunakan untuk menentukan sinergisme atau
antagonisme antar obat (dua atau lebih) dalam kombinasi. Demikian pula, beberapa
zat antijamur dipelajari dengan metode ini (Baloiri et al., 2016).

Metode Time Kill Assay digunakan untuk mengevaluasi keefektifan
antimikroba dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme dengan teknik

Total Plate Count dan analisis persentase serta log reduksi. Selain itu, metode ini
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dilakukan untuk mengetahui rentang waktu tertentu yang dibutuhkan oleh suatu
agen antibakteri pada konsentrasi tertentu untuk mematikan koloni bakteri
(Faradina, 2020). Prosedur pengujian mengikuti standar ASTM E-2313. Setelah
persiapan kultur bakteri, sejumlah sampel uji dimasukkan ke dalam tabung reaksi
steril. Kultur bakteri dalam tabung reaksi yang akan diuji (biasanya 1/10 atau
kurang dari volume sampel uji) kemudian diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang
berisi agen antibakteri, diaduk, dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah waktu yang ditentukan, sejumlah kecil campuran bakteri dan sampel uji
diambil dan ditempatkan ke dalam cawan LB Agar. Kemudian, cawan tersebut
diinkubasi lagi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk mengamati apakah terjadi

pengurangan jumlah koloni bakteri (Subhan, dkk., 2020).



BAB II1
KERANGKA KONSEPTUAL
3.1 Kerangka Konseptual

3.1.1 Bagan Kerangka Konseptual

Pneumonia
Community Acquired Hospital Acquired Ventilator Associated
Pneumonia (CAP) Pneumonia (HAP) Pneumonia (VAP)
Parasit Myobacterial Bakteri Fungi Virus
Terapi Antibiotik
Penggunaan antibiotik yang kurang tepat
Resistensi antibiotik <] Nanopartikel Ag/TiO:

Uji aktivitas antibakteri Uji aktivitas antibakteri

nanopartikel Ag/TiO> nanopartikel Ag:/TlOz.

dengan metode Kirby-Bauer dengan metode Time Kill
Assay

Keterangan:

: Tidak diteliti ——> : Berpengaruh

: Diteliti — : Berhubungan

Gambar 3. 1 Kerangka konseptual
3.1.2 Uraian Kerangka Konseptual

Pneumonia merupakan salah satu penyakit infeksi pernapasan yang dapat
ditularkan melalui kontak dengan penderita. Berdasarkan cara infesi pasien,

pneumonia dibagi menjad tiga, yaitu CAP (Community Acquired Pneumonia), HAP
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(Hospital Acquired Pneumonia), dan VAP (Ventilator Associated Pneumonia).
Pada HAP atau Hospital Acquired Pneumonia, mikroba penyebab pneumonia dapat
berasal dari bakteri, virus, fungi atau jamur, Myobacterial, dan parasit. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Choby (2020), bakteri penyebab utama pneumonia
nosokomial adalah bakteri Klebsiella pneumoniae . Pada pasien yang telah
terinfeksi pneumonia perlu dilakukan tindakan berupa pengobatan. Pengobatan
yang umum diberikan kepada penderita pneumonia adalah antibiotik. Terapi ini
bertujuan untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri Klebsiella
pneumoniae sebagai penyebab infeksi pneumonia. Namun penggunaan antibiotik
yang tidak tepat serta ketidakpatuhan pasien dalam penggunaan antibiotik sangat
berkontribusi pada munculnya masalah resistensi antibiotik. Hal ini dijelaskan pada
Gambar 3.1 mengenai kasus tersebut, maka dibutuhkan adanya evaluasi terhadap
kasus pneumonia dengan mencari alternatif lain demi menghambat penyebaran
infeksi Klebsiella pneumoniae MDR di rumah sakit khususnya ICU.

Menurut Bungan (2021), nanopartikel Ag/TiO; diketahui memilik
kemampuan bakterisidal (membunuh bakteri) dan bakteriostatik (menghambat
pertumbuhan bakteri). Hal ini diperkuat dengan adanya bukti penelitian dari Nur
Hayati (2013) bahwa nanopartikel Ag/TiO, terbukti dapat menghambat bahkan
membunuh koloni bakteri Escherichia coli. Berdasarkan beberapa hasil penelitian
dijelaskan bahwa nanopartikel Ag/TiO> dipercaya dapat menjadi solusi terhadap
resistensi antibiotik pneumonia karena memiliki potensi efektivitas dengan
spektrum luas untuk mematikan bakteri gram negatif seperti bakteri Klebsiella

pneumoniae  MDR. Oleh karena itu, butuh adanya penelitian terhadap kasus
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tersebut untuk membuktikan keefektifan nanopartikel Ag/TiO> sebagai antibakteri
terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR sehingga dapat dijadikan antibiotik
pneumonia akibat bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dengan menggunakan uji
Kirby-Bauer dan uji Time Kill Assay.

3.2 Hipotesis Penelitian

HO: Nanopartikel Ag/TiO2 tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR.

HI1: Nanopartikel Ag/TiO2 memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri

Klebsiella pneumoniae MDR.



BAB IV
METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental dengan
melibatkan pengujian dan pengukuran aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO>
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR. Penelitian ini menggambarkan efek
konsentrasi nanopartikel Ag/TiO; terhadap aktivitas antibakteri dengan mengukur
diameter zona hambat dan jumlah koloni bakteri.
4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dimulai pada Oktober 2023 hingga Desember 2023. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Teknologi Farmasi Program Studi Sarjana Farmasi dan
Laboratorium Steril Program Studi Sarjana Farmasi Fakultas Kedokteran dan [lmu
Kesehatan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.
4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel Penelitian
4.3.1.1 Variabel Bebas

Variabel bebas juga dikenal sebagai variabel independen yang merupakan
variabel yang menyebabkan perubahan atau timbulnya variabel dependen, yaitu
variabel yang tergantung pada variabel independen (Hidayat, 2017). Dalam
penelitian ini, variabel bebas yang digunakan adalah konsentrasi nanopartikel

Ag/TiO,.
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4.3.1.2 Variabel Terikat

Variabel terikat atau variabel dependen adalah variabel yang dipengaruhi atau
menjadi hasil dari variabel bebas. Variabel ini bergantung pada perubahan variabel
bebas, terkadang variabel ini disebut dengan variabel efek (Hidayat, 2017). Dalam
penelitian ini, variabel terikat adalah diameter zona hambat dan waktu hambat
nanopartikel Ag/TiO: terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.
4.3.1.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol adalah variabel yang dikendalikan atau dibuat konstan
sehingga variabel independen terhadap variabel dependen tidak dipengaruhi
oleh faktor luar yang tidak diteliti (Sugiyono, 2017). Variabel kontrol dalam
penelitian ini adalah Strain bakteri Klebsiella pneumoniae MDR, media
pertumbuhan Luria Bertani (LB) dan media uji Mueller Hinton Agar (MHA),
dan Mueller Hinton Broth (MHB).
4.3.2 Definisi Operasional

Definisi operasional penelitian ini sebagai berikut.

1. Konsentrasi nanopartikel Ag/TiO2 adalah jumlah nanopartikel Ag/TiO2 yang
terkandung dalam sampel.

2. Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dalam penelitian ini menjadi variabel
kontrol dan merupakan bakteri Klebsiella pneumoniae yang menunjukkan

resistensi terhadap beberapa kelas antibiotik yang berbeda secara simultan.
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3. Penghambatan pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR adalah
Kemampuan nanopartikel Ag/TiO> dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR pada permukaan peralatan medis.

4. Metode Uji Kirby-bauer merupakan metode yang digunakan untuk menentukan
sensitivitas atau resistensi bakteri Klebsiella pneumoniae MDR terhadap
antibakteri nanopartikel Ag/TiO2 dengan mengukur zona hambat yang terbentuk
di sekitar cakram sensitif. Diameter zona hambat ini memberikan informasi
tentang aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO» terhadap Klebsiella
pneumoniae MDR.

5. Metode Uji Time Kill Assay merupakan metode yang digunakan untuk
mengevaluasi efek antibakteri nanopartikel Ag/TiO: terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR dengan memantau perubahan jumlah dan viabilitas bakteri
selama periode waktu tertentu.

4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik, autoklaf,

Biological Safety Cabinet (BSC), Hot Plate, Inkubator, Vortex, peralatan gelas

seperti cawan petri, beaker glass, gelas ukur, tabung erlenmeyer, kaca arloji, tabung

reaksi, magnetic stirrer, ose, dan batang pengaduk serta peralatan lainnya seperti
pinset, rak tabung reaksi, mikropipet, pipet, sendok tanduk, spatula, alumunium

foil, kertas label, tissue, kapas, gunting, korek api, dan bunsen.
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4.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Multi-Drug
Resistant (MDR) Klebsiella pneumoniae  yang didapat dari Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Material nanopartikel
Ag/TiO2 yang didapatkan dari Laboratorium Kimia Analisis Farmasi UIN Maulana
Malik Ibrahim Malang, Media Luria Bertani Broth bubuk, Media Luria Bertani
Agar bubuk, Media Mueller Hinton Broth, Media Mueller Hinton Agar, Cakram
disc/Paper disc, Alkohol 70%, Aquadest, Gliserol 20%, plastik, tali, kertas
perkamen, dan kertas label.
4.5 Skema Kerja Penelitian dan Prosedur Penelitian

Adapun skema kerja pada penelitian ini tergambar pada Gambar 4.1.

Penyiapan alat dan bahan yang dibutuhkan

v

Sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan di autoklaf dengan suhu 121°C

v

Preparasi media dan biakan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR

v

Pembuatan kultur stok Klebsiella pneumoniae MDR

v

Media dituangkan pada cawan petri dan ditunggu hingga mengeras

v

Mensuspensikan bakteri ke media dengan metode streak plate

v

Meletakkan nanopartikel Ag/TiOz2 (paperdisc) pada media

v

Klebsiella pneumoniae diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C

v

Menghitung zona hambat dengan alat ukur

Gambar 4. 1 Skema uji aktivitas antibakteri menggunakan metode Kirby-Bauer



Penyiapan alat dan bahan yang dibutuhkan

v

Sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan di autoklaf dengan suhu 121°C

v

Preparasi media dan biakan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR

v

Pembuatan kultur stok Klebsiella pneumoniae MDR

v

Suspensi bakteri disesuaikan kekeruhannya dengan standar McFarland 0,5

v

Suspensi bakteri diinokulasi pada microtube kontrol dan sampel dengan konsentrasi berbeda

v

Sampel dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

v

Sebanyak 100 pL suspensi bakteri diambil pada waktu inkubasi yang berbeda

'

Sampel dipindahkan pada media agar setelah pengambilan per waktu inkubasi tertentu

v

Setiap sampel dalam cawan petri diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

A4

Jumlah koloni bakteri yang masih hidup dihitung sebagai log (CFU/mL)

v

Setiap konsentrasi dilakukan tiga kali replikasi

v

Melakukan pengolahan data
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Gambar 4. 2 Skema uji aktivitas antibakteri menggunakan metode Time Kill Assay
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4.5.1 Prosedur Penelitian

4.5.1.1 Sterilisasi Alat dan Bahan yang Digunakan

Sterilisasi merupakan sebuah metode yang digunakan untuk menghilangkan
semua jenis organisme yang ada pada suatu alat atau bahan. Tujuan sterilisasi dalam
bidang mikrobiologi adalah  membunuh, menghambat pertumbuhan, dan
menghilangkan semua mikroorganisme yang terdapat pada alat dan bahan yang
akan digunakan dalam suatu kegiatan laboratorium dengan tujuan menciptakan
keadaan yang bebas dari kontaminasi (Murtius, 2018).

Pada penelitian ini alat dan bahan yang digunakan merupakan peralatan dan
bahan yang tahan panas sehingga sterilisasi yang digunakan adalah sterilisasi panas
dengan membungkus terlebih dahulu semua alat dan bahan tersebut dengan
alumunium foil atau kertas wrapping lalu dimasukkan ke dalam autoklaf dengan
suhu tekanan tinggi hingga 121°C selama 15 menit pada tekanan 15 psi (Emmawati
etal., 2022).
4.5.1.2 Preparasi Media dan Biakan Bakteri Klebsiella pneumoniae

Media yang digunakan untuk metode 7ime Kill Assay adalah Luria Bertani
Broth (LB) dan Luria Bertani Agar (LA), sedangkan untuk uji Kirby-bauer
menggunakan media Mueller Hinton Broth (MH) dan Mueller Hinton Agar (MA).
Media-media tersebut disiapkan dengan menimbang masing-masing media yang
masih dalam sediaan serbuk menggunakan timbangan analitik dengan media agar
sebanyak 9,5 gram dan media broth 2,5 gram. Kemudian masing-masing dilarutkan
dengan 250 ml untuk MHA dan 100 ml untuk LB Broth aquades kemudian

dihomogenkan menggunakan vortex. Kedua media yang telah dibuat disterilisasi
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menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit bersama dengan alat-alat
lainnya (Arfianti, 2020).

Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah antibiotik
meropenem 1 gram dalam bentuk injeksi. Dalam hal ini perlu dilakukan
pengenceran terlebih dahulu sebelum digunakan menggunakan aquadest.
Pengenceran dilakukan dengan menyuntikkan aquadest sebanyak 20 ml ke dalam

vial meropenem 1 gram dan kemudian dihomogenkan dengan sedikit dikocok.

4.5.1.3 Pembuatan Kultur Stok Klebsiella pneumoniae MDR

Strain Klebsiella pneumoniae yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang ditumbuhkan
dalam media Luria Bertani Broth (LB) dan Mueller Hinton Broth (MHB). Bakteri
Klebsiella pneumoniae diinokulasikan ke dalam 10 mL LB Broth secara aseptis
dalam BSC di tabung reaksi dan diinkubasi dalam inkubator selama 1 malam atau
24 jam pada suhu 37°C (Arfianti, 2020). Culture stock yang dibuat ditutup terlebih
dahulu dengan menggunakan kapas dan dilapisi alumunium voil secara rapat untuk
menghindari adanya kontaminasi dari lingkungan luar. Dalam hal ini juga,
dilakukan inkubasi terhadap LB Broth tanpa diberi bakteri Klebseilla pneumoniae
MDR sebagai kontrol terhadap Culture stock.
4.5.1.4 Uji Aktivitas Antibakteri
1. Metode Kirby-bauer

Langkah awal dalam uji ini adalah persiapan alat dan bahan. Alat dan bahan
yang telah disterilisasi dengan menggunakan autoklaf diletakkan ke dalam BCS

secara aseptis dengan menyemprotkan semua alat dan bahan menggunakan alkohol
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70% sebelum dimasukkan ke dalam BCS. Kemudian menuangkan MHA yang telah
disterilisasikan dan masih cair ke dalam cawan petri sebagai media pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumoniae dan ditunggu hingga media mengeras. Setelah
media mengeras, suspensi bakteri diinokulasi dari media murni ke media MHA
yang sudah mengeras dengan menggunakan ose dengan metode streak plate secara
merata. Pada metode ini terdapat lima bahan uji yang akan diletakkan pada media
MHA, yaitu nanopartikel Ag/TiO, dengan konsentrasi 102 M, nanopartikel
Ag/TiO, dengan konsentrasi 10~ M, antibiotik meropenem sebagai kontrol positif
dan LB Broth sebagai kontrol negatif. Selain itu, pada metode ini juga melakukan
uji tersebut pada senyawa TiO: sebagai pembanding. Masing-masing sampel
ditimbang menggunakan timbangan analitik sebanyak 0,01 gram dan kemudian
dilarutkan dengan sedikit aquadest untuk diberi paper disk. Metode Kirby Bauer
terhadap aktivitas antibakteri dilakukan dengan meletakkan sampel-sampel yang
telah disiapkan, yaitu nanopartikel Ag/TiO> (konsentrasi 102 M dan 10 M),
senyawa TiOz, kontrol positif dan kontrol negatif dalam bentuk paper disc dengan
menggunakan pinset pada permukaan MHA yang telah ditanamkan bakteri
Klebsiella pneumoniae sebelumnya. Selanjutnya menginkubasi cawan tersebut ke
dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Pada hari berikutnya,
mengamati zona hambat yang terbentuk setelah perlakuan di sekitar sampel-sampel
tersebut dan diukur dengan menggunakan alat ukur jangka sorong. Diameter zona
bening atau zona hambat digunakan untuk mengelompokkan jenis sifat dari

nanopartikel Ag/TiO2 (Wahyuni, 2020; Yassin et al., 2019).
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Gambar 4. 3 llustrasi Proses Metode Kirby Bauer (El Guerraf et al., 2022)

2. Metode Time Kill-Assay

Metode Time Kill Assay dilakukan untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri

dari nanopartikel Ag/TiO2 dengan menganalisis perubahan jumlah mikroorganisme

yang masih hidup dalam waktu tertentu setelah terpapar oleh antibakteri dengan

konsentrasi tertentu (Faradina, 2020).
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Sama halnya dengan metode sebelumnya, pada metode Time Kill Assay
culture stock dibuat pada hari sebelumnya dengna menginkubasi inkulum dalam
inkubator selama + 24 jam pada suhu 37 °C untuk menumbuhkan bakteri Klebsiella
pneumoniae  MDR. Setelah didapatkan inokulum yang diinginkan, dilakukan
pengenceran inokulum 10% CFU/ml dengan cara mengambil 100 pL overnight
culture kemudian ditambahkan dalam microtube yang telah diisi dengan 900 pL
LB Broth untuk menghasilkan inokulum akhir sekitar 10’ CFU/ml (Ustun et al.,
2013).

Langkah pertama dari metode ini adalah mensuspensikan biakan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR dengan mengambil koloni bakteri Klebsiella
pneumoniae  MDR menggunakan ose dari media Culture stock kemudian
diinokulasi pada media Luria Bertani Broth dengan teknik aseptis untuk
menghindari adanya kontaminasi (Sarosa, dkk., 2018). Kemudian menyiapkan
beberapa microtube (sekitar + 6 microtube) yang masing-masing telah diisi dengan
900 pL LB Broth. Selanjutnya, suspensi bakteri diambil sebanyak 100 pL
menggunakan mikropipet untuk diinokulasi ke dalam lima microtube yang berisi
900 pL yang mana empat microtube tersebut telah ditambahkan nanopartikel
Ag/TiO, dengan konsentrasi 102 M dan 10~ M, senyawa TiO», serta meropenem.
Sedangkan dua tabung sisanya diisi dengan 900 pL. LB Broth yang ditambahkan
suspensi bakteri sebagai kontrol positif dan 900 uLL LB Broth tanpa ditambahkan
sampel apapun sebagai kontrol negatif. Microtube-microtube tersebut kemudian
diinkubasi dalam shaker rotary pada suhu 37°C dengan pengadukan 150-200 rpm.

Kemudian sebanyak 100 pL sampel diambil dari setiap tabung dengan
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menggunakan mikropipet pada waktu inkubasi yang berbeda (30 menit, 3, 6, dan
12 jam) lalu digosokkan pada LB Agar yang telah disiapkan di cawan petri. Setiap
cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Jumlah koloni bakteri yang
masih hidup dihitung sebagai log (CFU/mL) atau sumbu Y dan waktu sebagai
sumbu X. Setiap konsentrasi dilakukan tiga kali replikasi dan kemudian dilakukan
pengelolahan data (Harun et.al., 2020; Loo et.al. 2018).

4.6 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan menilai hasil dari kedua uji aktivitas antibateri
nanopartikel Ag/TiO; yaitu uji Kirby-bauer dan uji Time Kill Assay. Dari uji Kirby-
bauer akan didapatkan hasil aktivitas antibakteri dengan menghitung diameter zona
hambat pada cakram yang berisi kultur bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
setelah diberikan antibakteri nanopartikel Ag/TiO> dengan dua konsentrasi yang
berbeda. Kemudian dari data hasil pengukuran diameter zona hambat, dikelola
menggunakan SPSS untuk diuji statistik. Uji yang digunakan adalah uji normalitas,
uji homogenitas, dan uji ANOVA untuk vuji parametrik dan vji Kruskal Wallis untuk
uji non parametrik. Jika ditemukan perbedaan yang signifikan, maka pada uji
ANOVA dilanjutkan dengan uji post hoc Tukey, sedangkan pada uji Kruskal Wallis
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.

Sedangkan pada uji Time Kill Assay, data yang diperoleh dari pengujian
aktivitas antibakteri akan dianalisis secara statistik. Analisis statistik meliputi
pengecekan homogenitas dan normalitas data. Untuk menguji homogenitas dan
normalitas data, akan digunakan software SPSS dan nilai signifikansi (P-value)

yang ditetapkan adalah P < 0,05 (Harun et al., 2020). Jika data menunjukkan
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kecenderungan homogen dan terdistribusi secara normal, analisis statistik yang
akan digunakan adalah One-way ANOV A. Namun, jika data tidak memenuhi syarat
normalitas atau homogenitas, maka akan dilakukan pendekatan alternatif yaitu uji
nonparametrik Kruskal-Wallis (Norfai dan Abdullah, 2018).

Uji One-way ANOVA dilakukan dengan cara mengevaluasi perbedaan
signifikan antara kelompok konsentrasi nanopartikel Ag/TiO> terhadap aktivitas
antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae MDR jika dinyatakan data tersebut
parametik. Sedangkan uji Kruskal-Wallis dilakukan dengan cara membandingkan
perbedaan signifikan antara kelompok konsentrasi dalam situasi di mana distribusi
data tidak terduga atau tidak memenuhi syarat parametrik. Apabila hasil data
dinyatakan signifikan, maka dilakukan uji Post Hoc untuk menentukan kelompok
mana yang memiliki perbedaan secara signifikan. Hal ini dapat diketahui dari nilai
F hitung yang menunjukkan adanya perbedaan antara kelompok-kelompok. Pada
uji One-way ANOVA, teknik analisis Post Hoc dilakukan dengan menggunakan uji
Turkey. Sedangkan analisis Post Hoc untuk uji Kruskal-Wallis adalah uji Dunn
(Norfai dan Abdullah, 2018). Namun, jika nilai F hitung menunjukkan bahwa tidak
ada perbedaan yang signifikan antara kelompok-kelompok, maka analisis Post Hoc
tidak diperlukan. (Saad, dkk., 2019).

Dengan menggunakan metode analisis statistik yang sesuai, diharapkan dapat
mengungkapkan perbedaan signifikan dalam aktivitas antibakteri berdasarkan

variasi konsentrasi nanopartikel Ag/TiO» pada Klebsiella pneumoniae .



BABYV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Nanopartikel merupakan sistem koloid submikronik yang memiliki ukuran
partikel dengan skala nanometer. Suatu nanometer memiliki ukuran molekul 1-100
nm atau lebih kecil (Patra et al., 2010). Komponen zat dengan ukuran nanopartikel
yang kecil memberikan banyak kelebihan seperti kemampuan menembus ruang-
ruang antarsel lebih tinggi, kelarutan zat tinggi, serta afinitas yang meningkat
karena luas permukaan kontak besar dapat dikembangkan pada sistem
penghantaran obat. Ukuran dan karakteristik permukaan nanopartikel mudah
dimanipulasi untuk mencapai target sasaran pengobatan sehingga dapat
dimanfaatkan untuk sistem penghantaran terkendali. Dibandigkan dengan
mikropartikel dengan ukuran lebih besar, nanopartikel mampu melewati biological
barrier karena memiliki daya serap intraseluler yang relatif tinggi (Reis et al,
2005). Biological barrier adalah mekanisme pertahanan alami tubuh yang
melindungi dari patogen dan zat berbahaya (Murphy and Weaver, 2016).

Ag digunakan dalam menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara melekat
pada suatu organisme sehingga mengganggu permeabilitas membran sel dan
respirasi seluler dari suatu mikroorganisme. Toksisitas Ag dalam bentuk
nanopartikel meningkat karena luas permukaan partikel yang besar sehingga
dispersi pada bahan lebih baik dan efektif untuk meningkatkan kerja aktivitas
antibakteri (Handaya, 2011). Bentuk dan ukuran dari nanopartikel Ag sangat
berpengaruh terhadap penentuan sifat optik dan kemampuan aktivitas

antimikrobanya. Ag dalam bentuk nanopartikel memiliki sifat yang lebih stabil dan
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aplikasi yang beragam dalam berbagai bidang seperti katalis, optik, dan agen
antimikroba (Handaya, dkk., 2011).

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode Kirby Bauer dan
metode Time Kill Assay dan memiliki beberapa tujuan, yaitu untuk mengetahui
aktivitas antibakteri dari nanopartikel Ag/TiO2 dengan menggunakan kedua metode
tersebut. Hasil dari penelitian ini berupa data yang didapatkan dari besarnya
diameter zona hambat melalui metode Kirby Bauer dan jumlah koloni bakteri yang
tumbuh setelah pemberian nanopartikel Ag/TiO> melalui metode Time Kill Assay.
Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober hingga Desember dan bertempat di
laboratorium Streril Program Studi Farmasi Fakultas Kedokteran dan Ilmu
Kesehatan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

5.1 Preparasi Sampel
5.1.1 Identifikasi Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR

Pada penelitian ini, bakteri yang digunakan adalah bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR. Bakteri yang digunakan sebagai bahan penelitian dideterminasi
terlebih dahulu dengan tujuan mengetahui kebenaran bakteri dan menghindari
terjadinya kesalahan dalam pengambilan bahan. Determinasi bakteri dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijawa Malang. Berdasarkan hasil
determinasi maka dapat dipastikan bahwa bakteri Klebsiella pneumoniae yang
diperoleh bersifat Multidrug-resistant.

Data uji bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijawa Malang menjelaskan bahwa

bakteri Klebsiella pneumoniae MDR diambil dari sputum atau dahak pasien
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penderita pneumonia. Menurut Qaedi dkk. (2021) dalam penelitiannya dijelaskan
bahwa bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri penghasil ESBL yang
paling banyak didapatkan melalui sputum pasien dengan persentase 47,1% yaitu 16
dari 34 isolat Klebsiella pneumoniae dibandingkan dengan jenis lainnya (Ahmad,
dkk., 2021). Sputum tersebut kemudian diinokulasi pada media agar MacConkey
untuk mendukung pertumbuhan bakteri. Langkah selanjutnya mengidentifikasi
bakteri secara morfologi dengan melakukan pewarnaan gram untuk mengetahui
isolat yang diteliti termasuk dalam bakteri gram positif atau negatif. Selain
digunakan untuk membedakan kelompok bakteri gram positif atau negatif,
pewarnaan gram juga dapat dilakukan untuk melihat bentuk dan susunan bakteri.
Indikasi pewarnaannya yaitu bakteri gram positif akan berwarna violet dan bakteri
gram negatif akan berwarna merah. Kemudian hasil tersebut dicatat dan difoto
bentuk dari sel bakteri tersebut apakah bulat (coccus), batang (basil), maupun
bergelombang (spiral) (Nurhidayati, dkk., 2015).

Bakteri gram positif merupakan bakteri yang mampu mempertahankan zat
warna kristal violet dan memperlihatkan warna keunguan, sedangkan bakteri gram
negatif berwarna merah pada pengamatan di mikroskop. Perbedaan warna pada
proses pewarnaan gram dilihat dari perbedaan struktur dinding sel yang menyusun
bakteri (Sya’baniar et al., 2017). Dalam uji ini, bakteri diwarnai dengan serangkaian
pewarna, termasuk kristal violet, iodin, alkohol (atau etanol), dan safranin.
Pewarnaan gram pada bakteri dilakukan dengan mentetesi crystal violet yang
berfungsi sebagai histologis noda yang dapat mendeteksi jenis gram. Selanjutnya

penambahan iodin berfungsi sebagai disinfektan dan antiseptik serta sebagai
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penguat ikatan pada kompleks Mg-Ribonuclead acid. Kemudian ditambah alkohol
yang berfungsi mencuci lemak pada dinding sel bakteri. Dan yang terakhir
ditambahkan safranin sebagai zat warna tandingan luruhnya crystal violet pada
dinding sel (Amin, dkk., 2023). Hasil pengamatan mikroskopis dari pewarnaan
gram dapat dilihat pada Gambar 5.1 yang menunjukkan bahwa isolat bakteri uji
merupakan bakteri gram negatif. Hasil tersebut ditandai dengan sel bakteri
berwarna merah setelah dilakukan pengecatan gram (Gambar 5.1). Bakteri gram
negatif menghasilkan warna merah pada uji pewarnaan gram karena sifat dinding
sel mereka. Dinding sel bakteri gram negatif memiliki lapisan tipis peptidoglikan
di antara dua lapisan membran lipid. Ketika kristal violet diterapkan pada bakteri
selama proses pewarnaan, kristal violet dapat dengan mudah menembus lapisan
tipis peptidoglikan ini. Selanjutnya, ketika alkohol atau etanol digunakan sebagai
agen destaining, membran lipid luar bakteri gram negatif dapat dihilangkan. Proses
ini membuat lapisan tipis peptidoglikan menjadi lebih permeabel terhadap zat
pewarna selanjutnya, yaitu safranin (pewarna merah). Sebagai hasilnya, bakteri
gram negatif akan membawa warna merah setelah pewarnaan selesai. Di sisi lain,
bakteri gram positif memiliki dinding sel yang lebih tebal, sehingga kristal violet
sulit untuk menembus dinding sel yang tebal tersebut. Sel gram positif akan tetap
mempertahankan warna ungu atau biru dari kristal violet setelah proses pewarnaan
selesai. Oleh karena itu, perbedaan struktur dinding sel ini menyebabkan bakteri
gram negatif menghasilkan warna merah pada uji pewarnaan gram (Nurhidayati,

dkk., 2015).
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Gambar 5. 1 Hasil Pewarnaan Gram

Genus ini memiliki karakteristik berbentuk batang (basil) pendek dengan
ukuran sekitar 0,3-1,5 pm x 0,6-6,0 pm dan bersifat fakultatif anaerob, serta tidak
membentuk spora (Utami, 2021).

Setelah teridentifikasi bahwa bakteri yang didpatkan dari sputum merupakan
bakteri gram negatif, dilanjutkan dengan uji biokimia bakteri. Reaksi biokimia
dipakai untuk melihat perbedaan metabolisme bakteri. Setiap bakteri membutuhkan
energi untuk bertahan hidup. Secara khusus, famili Enterobacteriaceae dapat
meragikan glukosa, mereduksi nitrat menjadi nitrit, tetapi tidak dapat mencairkan
alginat. Bakteri Klebsiella pneumoniae  dapat meragikan laktosa. Untuk
mengetahui ada atau tidaknya fermentasi laktosa, dilakukan uji pada agar
MacConkey. Apabila terjadi fermentasi laktosa, warna agar akan berubah menjadi
merah (Hansen et al., 2004). Pada famili Enterobacteriaceae, identifikasi spesies
dapat dilakukan dengan uji biokimia (Abdullah et al., 2015). Secara khusus, bakteri
Klebsiella pneumoniae dapat diidentifikasi menggunakan Microbact. Identifikasi
dengan Microbact dilakukan berdasarkan perbedaan pH. Terdapat dua varian strip
Microbact, yaitu 12A dan 12B. Masing-masing varian strip menguji 12 variasi
biokimia yang berbeda. Strip 12A digunakan untuk identifikasi bakteri dengan

oksidase negatif dan hasil fermentasi glukosa-nitrat positif. Sedangkan pada strip
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12B digunakan untuk identifikasi bakteri dengan oksidase positif dan hasil
fermentasi glukosa-nitrat negatif. Pada bakteri Klebsiella pneumoniae digunakan
varian strip Microbact 12A dengan jenis uji biokimia yang akan diuji, yaitu Lysine,
Ornithine, H2S, Glucose, Mannitol, Xylose, ONPG, Indole, Urease, VP, Citrate,
dan TDA. Pada bakteri Klebsiella pneumoniae didapatkan hasil positif pada uji
Lysine, Glucose, Mannitol, Xylose, ONPG, Urease, VP, dan Citrate (O’hara, 2005).

Hasil dari uji biokimia terhadap bakteri dapat dilihat pada Gambar 5. 2.

Gambar 5. 2 Uji Biokimia Klebsiella pneumoniae MDR

Bakteri Klebsiella pneumoniae  MDR tersebut diuji biokimia dengan
menggunakan strip Microbact 12A. Uji ini dilakukan dengan mengambil satu
koloni bakteri yang telah diinkubasi selama 18-24 jam dengan menggunakan ose
kemudian dilarutkan ke dalam 3-5 ml garam fisiologis dalam tabung reaksi steril
hingga homogen. Kemudian larutan bakteri yang telah homogen dimasukkan ke
dalam sumur Microbact 12A sebanyak 100uL atau 4 tetes. Untuk sumur lysin,
ornitin dan H2S ditambahkan larutan mineral oil sebanyak 1-2 tetes. Setelah itu,
Microbact 12A diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Microbact 12A yang
telah diinkubasi kemudian diberikan reagent pada sumur nomor 8 dengan indol

kovact sebanyak 2 tetes, sumur nomor 10 dengan VP I dan VP II masing masing 1
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tetes, dan sumur nomor 12 dengan TDA sebanyak 1 tetes. Selanjutnya
mengevaluasi hasil dengan melihat sumur-sumur Microbact 12A apakah positif
atau negatif dengan cara membandingkan dengan tabel warna dan hasilnya ditulis
pada formulir Patent Record. Angka-angka oktaf didapatkan dari penjumlahan
reaksi positif dari tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktaf). Terakhir,
nama bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan angka oktaf yang keluar
(O’hara,2005).

Berdasarkan hasil uji biokimia menggunakan varian strip Microbact 12A
pada bakteri Klebsiella pneumoniae diperoleh hasil yang menunjukkan bahwa uji
Lysine (hijau), Glucose (kuning), Mannitol (kuning), Xylose (kuning), ONPG
(kuning), Urease (merah muda), VP (merah) dan Citrate (biru) memberikan hasil
positif. Ini menunjukkan bahwa bakteri Klebsiella pneumoniae mampu
memproduksi enzim-enzim yang diperlukan untuk menghidrolisis /lysine,
memfermentasi glukosa, manitol, dan xylose, serta menghasilkan produk dari reaksi
ONPG, Urease, VP dan Citrate. Sementara itu, uji Ornithine, H2S, Indole, dan TDA
menunjukkan hasil negatif yang berarti bakteri ini tidak mampu menghidrolisis
ornithine, tidak memproduksi gas hidrogen sulfida, tidak menghasilkan indole dari
triptofan, dan tidak memiliki aktivitas TDA. Hasil ini sesuai dengan karakterisasi
biokimia yang diharapkan untuk Klebsiella pneumoniae (O’hara,2005).

Setelah teridentifikasi bahwa bakteri tersebut merupakan bakteri Klebsiella
pneumoniae dengan famili Enterobacteriaceae, dilanjutkan dengan uji resistensi
bakteri. Uji tersebut dilakukan dengan menginokulasi bakteri Klebsiella

pneumoniae pada media agar yang kemudian diberi lima jenis antibiotik berupa
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paper disk yaitu Amoxicilin, Ciproflaxacin, Gentamicin, Ceftriaxone dan
Imipenem. Dari hasil uji tersebut, dapat diketahui bahwa terdapat zona hambat
disekitar dua cakram yang berisi antibiotik Amoxicilin dan Ciproflaxacin yang
menandakan masih ada efek antibakteri dari antibiotik tersebut (Roe, 2020).
Sedangkan pada tiga paperdisc lainnya, tidak ditemukan adanya zona hambat yang
menandakan kurangnya sensitifitas antibiotik tersebut terhadap bakteri Klebsiella

pneumoniae sebagaimana yang tergambar pada Gambar 5.3.
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Gambar 5. 3 Hasil Uji Resistensi Bakteri Klebsiella pneumoniae

Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Brawijawa Malang berupa koloni yang telah ditanamkan
pada media agar MacConkey yang telah melalui beberapa uji sehingga dapat

dipastikan bahwa bakteri tersebut adalah bakteri Klebsiella pneumoninae MDR

(Gambar 5.4).

Gambar 5. 4 Koloni Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
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Tahap selanjutnya adalah isolasi bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dari
media murni berupa agar Mueller-Hinton (MHA) ke medium baru. Proses
dilakukan dengan penambahan gliserol dan LB Btroth pada isolat bakteri dan
melalui serangkaian langkah esensial guna menjamin keberhasilan dan
keberlanjutan viabilitas selama penyimpanan jangka panjang. Tahap awal adalah
mempersiapkan media cair berupa LB Broth yang optimal untuk pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Proses isolasi dilakukan menggunakan alat
steril seperti ose steril menjadi sarana untuk mentransfer koloni bakteri dari MHA
ke dalam medium yang baru. Kemudian inkubasi media bersama bakteri dilakukan
pada suhu yang optimal yaitu 37 °C. Langkah selanjutnya adalah menambahkan
gliserol kemudian LB Broth ke dalam media yang telah ditumbuhi bakteri yang
diletakkan di dalam tabung cryogenic (vial) sebagai agen kriopreservan dengan
konsentrasi berkisar antara 15-20% v/v untuk memberikan perlindungan terhadap
pembekuan dan mempertahankan viabilitas selama penyimpanan beku. Kultur
bakteri yang telah ditambahkan gliserol dan LB Broth dibagi ke dalam beberapa
vial steril dengan meninggalkan cukup ruang kosong di vial untuk menghindari
kerusakan akibat ekspansi saat membeku. Kemudian memberi penamaan dengan
label yang mencakup informasi rinci seperti jenis bakteri, tanggal, dan kondisi
penyimpanan. Vial-vial tersebut diletakkan dalam pendingin atau alat pembekuan
cepat yang sesuai untuk membekukan kultur. Pembekuan cepat dapat membantu
meminimalkan kerusakan sel selama proses pembekuan. Kultur diletakkan dalam
freezer dengan suhu yang sangat rendah dibawah -18 °C. Prosedur ini bertujuan

untuk mempertahankan isolat bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dalam kondisi
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penyimpanan yang lama, memudahkan distribusi, dan memfasilitasi pemulihan

bakteri untuk penelitian lebih lanjut atau aplikasi di masa depan.
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Gambar 5. 4 Ilustrasi Tahapan Membuat Isolat Bakteri

5.1.2 Karakterisasi Nanopartikel Ag/TiO2

Nanopartikel yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh melalui proses
sintesis. Pembuatan nanopartikel perak dilakukan dengan metode reduksi sintesis
nanopartikel perak dengan dibuat sebanyak 50 ml, direplikasi sebanyak 3 kali
(AgNP 1, AgNP 2, dan AgNP 3). Pembuatan nanopartikel perak dilakukan dnegan
metode reduksi kimia dengan cara mereaksikan 50 ml larutan AgNO3 0,001 M
dengan 5 ml larutan natrium sitrat (Na;C¢HsO7) 1%. Larutan AgNOs3 dipanaskan
hingga mendidih dengan suhu 100 °C, kemudian ditambahkan natrium sitrat
(Na3;CeHs07) tetes demi tetes hingga habis dengan diaduk menggunakan magnetic
stirrer. Pemanasan dihentikan saat larutan mulai berubah warna menjadi kuning,
namun terus diaduk hingga suhunya sama dengan suhu ruang. Pembentukan
nanopartikel perak dapat diamati secara visual tampak larutan berwarna kuning

hingga kemerahan. Nanopartikel perak memiliki sifat karakteristik teroksidasi dan
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mudah mengalami aglomerasi satu sama lain sehigga dibutuhkan stabilitator pada
saat proses sintesis. Dalam sintesis ini menggunakan pereduktor natrium sitrat yang
juga berfungsi sebagai stabiliattor, sehingga tidak diperlukan zat stabilitator
tambahan (Ristian 2013).

Karakterisasi dengan SEM dan TEM menghasilkan data sebagai berikut.
Dari hasil SEM menunjukkan nanopartikel Ag/TiO2 mempunyai bentuk pseudo-
cube dan terdispersi tunggal. Logam yang didopping dengan TiO2 berwarna hitam
keabuan. Hasil tersebut juga didukung dengan hasil SEM yang menunjukkan

Ag/TiO2 mempunyai ukuran partikel yang lebih kecil dibandingkan TiO» murni.

7.98 SEM_COMPO .08 seMbsEl

Gamb ‘ SM Nanopaikel nidoping dehgan Ag

Metode reduksi kimia nanopartikel perak pada permukaan TiO, merupakan
salah satu teknik yang paling sederhana yang digunakan untuk pembuatan
nanopartikel Ag/Ti0> dengan ukuran, bentuk, dan penyebaran yang optimal (Suriati
etal.,2014). Prinsip dasar dari metode ini melibatkan adsorpsi prekursor perak pada
permukaan nanopartikel TiO> dengan bantuan zat pereduksi seperti natrium sitrat,
natrium borohidrida, dan pereaksi organik lainnya yang kemudian diikuti dengan
proses reduksi kimia (Zhou et al., 2015). Sebagai contoh, TiO> yang telah
diendapkan dengan partikel Ag berhasil dibentuk melalui metode reduksi kimia
menggunakan reaktor semi-batch penghancuran bakteri (Do et al., 2006). Langkah

awal dari metode ini adalah dengan penambahan kandungan perak nitrat dan
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natrium dodesil sulfat yang berperan sebagai zat pereduksi ke dalam suspensi TiOx.
Setelah proses pencampuran, endapan TiO2 yang mengandung Ag terbentuk
dengan memasukkan larutan berair hidrazin hidrat menggunakan pompa umpan
mikro. Nanopartikel TiO; yang telah mengendap dengan Ag kemudian mengalami
proses kalsinasi pada suhu 500 °C. Hasil pengamatan menggunakan mikroskop
SEM memverifikasi adanya endapan nanopartikel perak berukuran 5 nm pada
permukaan TiO2, sebagaimana terlihat pada Gambar 5. 5.

5.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

5.2.1 Uji Kirby Bauer

Pada uji aktivitas antibakteri digunakan bakteri uji berupa Klebsiella
pneumoniae MDR yang merupakan golongan bakteri gram negatif dan bersifat
resisten terhadap beberapa golongan antibiotik. Penggunaan bakteri ini bertujuan
untuk mengetahui spektrum dari senyawa antibakteri yang terdapat pada
nanopartikel Ag/TiO;. Suatu zat dikatakan berspektrum luas apabila dapat
menghambat pertumbuhan beberapa bakteri, dan berspektrum sempit apabila hanya
menghambat salah satu dari golongan bakteri (Rahmadhany, 2022).

Pada penelitian ini, uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan dua metode
yaitu metode kertas cakram (Kirby Bauer) dan metode Time Kill Assay. Metode
Kirby Bauer merupakan metode yang paling sering digunakan oleh para peneiti
dalam melakukan eksperimen uji aktivitas antibakteri dari seuatu senyawa. Metode
ini menjadi metode paling umum digunakan karena dianggap paling mudah dan
tidak membutuhkan banyak waktu untuk mendapatkan hasilnya. Metode Kirby

Bauer ini dilakukan dengan menempelkan kertas cakram yang ukuran + 6 mm yang
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telah direndam dalam beberapa material, yaitu nanopartikel Ag/TiO2 konsetrasi 10
2 M, nanopartikel Ag/TiO> konsentrasi 10 M, TiO,, kontrol positif dan kontrol
negatif. Kertas cakram tersebut kemudian diletakkan pada media MHA yang
sebelumnya telah ditanam dengan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Kontrol
positif yang digunakan adalah meropenem injeksi 1 gram yang diecerkan dengan
20 ml aquades dengan konsentrasi 50 mg/ml dan kontrol negatif berupa LB Broth.
Hasil dari uji aktivitas antibakteri Kirby Bauer adalah dengan terbentuknya zona
bening pada daerah sekitar cakram dalam.

Metode difusi cakram Kirby Bauer dilakukan sesuai prosedur yang
dikeluarkan oleh Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) untuk
mengetahui diameter zona hambat yang terbentuk pada Muller Hinton Agar (MHA)
yang telah diinokulalsikan bakteri Klebsiella pneumonia MDR dan ditanamkan
masing-masing konsentrasi perlakuan nanopartikel Ag/TiO» setelah inkubasi

selama 24 jam pada suhu 37 °C.

Gambar 5. 6 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae MDR
Keterangan: A = K- (LB Broth); B = K+ (meropenem);
C=TiO; D= AgTiO,10°M; E = Ag/TiO, 10*M
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Dari pengamatan metode difusi cakram (Gambar 5.6) dengan terdiri dari
kontrol positif (meropenem), kontrol negatif (LB Broth), senyawa TiO2,
nanopartikel Ag/TiO; konsentrasi 10> M dan 10~ M didapatkan hasil diameter zona
hambat yang ditampilkan pada Tabel 5.1. Diameter zona hambat pada masing-
masing bahan uji diukur menggunakan jangka sorong dan kemudian dikurangi
dengan diameter cakram (£ 6 mm) untuk mendapatkan hasil diameter zona hambat
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang sesungguhnya.

Tabel 5. 1 Pengamatan Zona Hambat Hambat Nanopartikel Ag/TiO2 (mm)
(setelah dikurangi diameter cakram)

Diameter Zona Hambat (mm)
Sampel Rata-rata SD
P Pengulkuran Pengukuran 2 | Pengukuran 3

K+ 33.80 34.90 33.20 33.96 0.70

K- 0 0 0 0 0
TiO2 7.20 7.16 6.46 6.94 0.34
Ag/TiO2102 M 1.10 1.20 1.10 1.13 0.05
Ag/TiO2103 M 6.20 6.40 6.31 6.30 0.08

Diameter Zona Hambat (mm)
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Gambar 5. 7 Grafik Zona Hambat Klebsiella pneumoniae MDR
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Diameter zona hambat terbesar ada pada kontrol positif yang memiliki rata-
rata 33.96 mm, disusul oleh senyawa TiO> yang memiliki rata-rata diameter zona
hambat sebesar 6.94 mm. Kemudian pada sampel perlakuan yaitu nanopartikel
Ag/TiO, dengan konsentrasi 102 M dan 10 M berturut-turut memiliki rata-rata
diameter zona hambat sebesar 1.13 mm dan 6.30 mm. Sedangkan kontrol negatif
(LB Broth) tidak memiliki zona hambat (0 mm). Hal ini dapat disimpulkan bahwa
kontrol positif memiliki diameter paling besar dan sampel Ag/TiO2 konsentrasi 10"
2berdiametr paling kecil (Gambar 5. 7).

Berdasarkan hasil pengamatan uji aktivitas antibakteri dari material
nanopartikel Ag/TiO; terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro
metode difusi cakram dapat disimpulkan bahwa rata-rata diameter zona hambat
(mm) terbesar ditemukan pada kontrol positif meropenem (33.96 mm), disusul oleh
senyawa TiO (6.94 mm), kemudian nanopartikel Ag/TiO, konsentrasi 10 M (6.30
mm), nanopartikel Ag/TiO> konsentrasi 102 (1.13 mm), dan terkahir kontrol negatif
LB Broth (0 mm).

Menurut CLSI (2016), meropenem dianggap sensitif terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae  dengan diameter zona hambat lebih dari 22 mm,
intermediet jika diameter zona hambat 15-21 mm, dan resisiten jika diameter zona
hambat kurang dari 14 mm, termasuk diameter cakram. Dari penelitian yang
dilakukan oleh Hapsari (2020), meropenem menghasilkan zona hambat terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR lebih dari 23 mm. Salukanan (2018)
menjelaskan bahwa meropenem lebih sensitif terhadap bakteri Klebsiella

pneumoniae dengan persentase 49% dibandingkan dengan bakteri Pseudomonas
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aeruginosa (32%) dan Acinetobacter baumannii (19%). Pada penelitian ini, jika
dilihat data diameter zona hambat pada kontrol positif didapatkan bahwa diameter
yang diukur dengan diameter cakram antibiotik adalah 39-41 mm. Berdasarkan
mekanisme kerjanya, meropenem dianggap dapat membunuh bakteri Klebsiella
pneumonae MDR. Meropenem merupakan antibiotik golongan karbapenem yang
berspektrum luas dan mampu menghambat sintesis dinding sel bakteri dengan
menghambat Penisilin Binding Protein (PBP) yang biasanya terlibat dalam
pembentukan lapisan peptidoglikan yang melapisi sebagian besar bakteri. Cincin
beta laktam pada antibiotik ini menyerupai bagian D-alanil D-alanin yang biasanya
diikat oleh PBP dalam rantai samping peptida. Akibatnya, antibiotik beta laktam
berinteraksi dengan PBP dan mengganggu sintesis peptidoglikan baru. Gangguan
pada lapisan peptidoglikan tersebut menyebabkan lisis bakteri (Anggita, dkk.,
2022).

Pada beberapa penelitian, dilaporkan bahwa antibiotik meropenem dapat
menghambat hingga 100% terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR (Sinanjung et al., 2020). Hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan
oleh Handi (2020) yang menyebutkan bahwa isolat Klebsiella pneumoniae
memiliki sensitivitas yang baik terhadap meropenem (98,43%). Menurut
Permenkes RI Nomor 8 Tahun 2015 disebutkan bahwa sensitivitas suatu antibiotik
dapat dikatakan baik apabila mempunyai sensitivitas > 80%. Maka meropenem
sensitif terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dan cocok digunakan
sebagai kontrol positif pada penelitian ini. Dalam hal ini, meropenem dipilih

sebagai kontrol positif dalam pengujian sensitivitas agen antibakteri yakni
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nanopartikel Ag/TiO2 untuk memastikan keakuratan hasil dari aktivitas antibakteri
dari nanopartikel tersebut. Selain itu, meropenem dipilih karena efektivitasnya
terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR sehingga cocok dijadikan sebagai
acuan untuk mengevaluasi kerentanan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
terhadap senyawa nanopartikel Ag/TiO>.

Hasil penelitian yang diperoleh pada penelitian ini kemudian diuji secara
statistik. Pada uji homogenitas dan normalitas, kelompok varian data penelitian
dikatakan tidak homogen dan tidak berdistribusi normal yang ditandai dengan nilai
sig. dari kedua uji tersebut menunjukkan nilai p < 0,05. Sehingga pada penelitian
ini analisis statistik yang digunakan adalah nonparametrik. Uji yang digunakan
adalah uji Kruskal Wallis yang menunjukkan bahwa terdapat perbedaan efek
antibakteri pada setiap pemberian nanopartikel Ag/TiO> dalam dua konsentrasi
terhadap pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Ditinjau dari
hasil uji Mann-Whitney, diketahui bahwa terdapat perbadaan yang signifikan
melalui perbandingan pemberian antar dua sampel. Sehigga dapat disimpulkan
bahwa nanopartikel Ag/TiO2 memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR pada dua konsentrasi uji pada penelitian ini.
Selain itu, pada uji ini didapatkan hasil bahwa konsentrasi nanopartikel Ag/TiO>
yang paling efektif adalah nanopartikel dengan konsentrasi 10> M. Adanya bukti
aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiOx terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella
pneumoniae  MDR pada penelitian ini serupa dengan hasil yang diperoleh oleh
Siddique et al. (2020). Dalam penelitiannya dibuktikan dengan munculnya zona

hambat disekitar cakram pada kisaran 12-37 mm setelah pemberian nanopartikel
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perak dan menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.
Berdasarkan hal tersebut, dapat disimpulkan bahwa nanopartikel perak memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.

Terbentuknya zona hamhat ini menunjukkan adanya aktivitas antibakteri
nanopartikel Ag/TiO: terhadap pertumbuhan bakteri Klbesiella pneumoniae MDR.
Penelitian eksperimental mikrobiologi terdahulu menunjukkan bahwa diameter
zona hambat nanopartikel Ag/TiO2 pada beberapa bakteri gram negatif, salah
satunya bakteri Escherichia coli adalah 38 mm dengan konsentrasi 2 M (Barudin e?
al., 2013). Sementara penelitian Qi dan Hong (2018) menyatakan bahwa
nanopartikel Ag/TiO2 menunjukkan terbentuknya zona hambat pada pertumbuhan
bakteri Escherichia coli sebesar 15 mm pada konsentrasi 0,5 M. Selain itu, Qi dan
Hong (2018) juga melakukan penelitian aktivitas antibakteri dari nanopartikel
Ag/Ti0: terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan didapatkan hasil zona hambat
sebesar 34 mm pada konsetrasi 0,5 M. Pada penelitian yang dilakukan oleh Saoki
Rahmamn (2017) menyebutkan bahwa dari hasil uji aktivitas antibakteri
nanopartikel Ag/TiO2 pada konsentrasi 5%, 7%, dan 9% dengan konsentrasi
material 0,02 gr/10 mL tanpa disinari sinar UV menunjukkan adanya kemampuan
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan nilai zona
hambat masing-masing 4,9 mm, 2,6 mm, dan 3,8 mm. Hal ini menandakan
keselarasan antara hasil penelitian ini dengan penelitian terdahulu namun
menghasilkan zona hambat yang lebih rendah.

Berdasarkan analisis data yang telah dilakukan, diperoleh hasil bahwa

senyawa TiO; menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih tinggi terhadap bakteri



83

Klebsiella pneumoniae  MDR jika dibandingkan dengan nanopartikel Ag/TiOx.
Peningkatan aktivitas antibakteri senyawa TiO> terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae  MDR dibandingkan dengan nanopartikel Ag/TiO; dianggap dapat
terjadi dikarenakan oleh beberapa faktor. Beberapa diantaranya adalah sifat
fisikokimia dari nanopartikel tersebut. Sifat fisikokimia dari nanopartikel tersebut
memiliki peran utama dalam berinteraksi dengan bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR. Ukuran partikel, distribusi, dan komposisi permukaan dapat memengaruhi
kemampuan nanopartikel untuk menembus membran sel bakteri dan berinteraksi
secara efektif. Nanopartikel dengan ukuran yang lebih kecil cenderung memiliki
area permukaan yang lebih luas sehingga meningkatkan luas area untuk kontak
dengan bakteri serta meningkatkan efektivitas sebagai antibakteri (Mardikani,
2019). Selain itu, muatan listrik pada permukaan partikel atau zeta potential juga
berpengaruh karena dapat memengaruhi interaksi elektrostatik dengan membran sel
bakteri. Partikel yang bermuatan dapat berinteraksi dengan membran bakteri yang
bermuatan berlawanan kemudian mengganggu integritas membran dan
mengakibatkan kematian bakteri. Menurut Riski (2019), saat nanopartikel perak
kontak dengan bakteri, maka partikel perak akan mempengaruhi metabolisme sel
dan menghambat pertumbuhan sel. Partikel perak melakukan penetrasi dalam
membran sel kemudian mencegah sintesis protein, selanjutnya terjadi penurunan
permeabilitas membran, dan pada akhirnya akan menyebabkan kematian sel.
Secara umum diharapkan dengan makin kecilnya ukuran partikel, koloid akan
lebih stabil karena rendahnya gaya gravitasi pada partikel sehingga partikel tidak

mudah mengendap (Mujamilah dan Sulungbudi, 2013). Namun, ukuran partikel
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yang semakin kecil belum tentu juga memiliki stabilitas yang baik. Hal tersebut
disebabkan oleh suatu nanopartikel memiliki kecenderungan untuk beraglomerasi.
Partikel berukuran nanometer memiliki surface area spesifik yang sangat besar.
Pada surface area yang besar ikatan kimia antar partikel membentuk dipol listrik
yang kuat sehingga dapat beraglomerasi (Ariyanta, 2014).

fuel particle fuel particles )
covered with liquid  with a liquid bridge agglomerate of particles

. ; e
&0

Gambar 5. 8 llustrasi Aglomerasi Partikel (Donskoy, 2023)

fuel particle

Aglomerasi merupakan suatu proses penggabungan partikel-partikel padat
bahan yang berukuran kecil menjadi partikel-partikel padat yang lebih besar (Gafar,
2018). Aglomerasi nanopartikel mengakibatkan penurunan aktivitas kimia dan
fisiknya sehingga menghambat efisiensinya dalam kinerja aktivitas antibakteri
dikarenakan aglomerasi dapat mengurangi luas permukaan spesifik nanopartikel
dan adanya pembentukan aglomerat ini menghambat distribusi nanopartikel
(Korayem et al., 2017). Komposisi kimia yang tidak merata pada permukaan
aglomerat dapat mengurangi efisiensi antibakteri, terutama jika sebagian besar
senyawa perak terperangkap di dalam aglomerat dan tidak dapat berinteraksi secara
langsung dengan bakteri. Aglomerasi juga dapat mengurangi kemampuan
fotokatalitik nanopartikel. Aktivitas fotokatalitik TiO> yang dapat meningkatkan

efek antibakteri dapat terhambat karena redistribusi cahaya yang terjadi dalam
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aglomerat. Senyawa TiO> memiliki sifat fotokatalitik yang signifikan
memungkinkan pembentukan radikal oksigen aktif dan radikal hidroksil pada
permukaan materi ketika terpapar cahaya. Mekanisme ini dapat memperkuat efek
antibakteri dengan cara mengganggu integritas membran sel bakteri dan proses vital
lainnya. Selain itu, faktor lingkungan juga dapat mempengaruhi aglomerasi.
Variabilitas pH dan kelembaban lingkungan dapat memodulasi stabilitas dan
aktivitas antimikroba dari kedua bahan dengan senyawa TiO2 mungkin
menunjukkan respons yang lebih konsisten atau efektif dalam kondisi tertentu
(Rahman, 2017).

Terbentuknya zona hambat nanopartikel Ag/TiO> yang lebih kecil
dibandingkan dengan senyawa TiO: bisa saja disebabkan oleh beberapa faktor yang
berkaitan dengan sifat fotokatalitiknya. Intensitas radiasi UV yang tidak mencukupi
dalam proses sintetis nanopartikel dapat menghambat aktivitas fotokatalisis karena
nanopartikel memerlukan radiasi UV sebagai pemicu untuk mengaktitkan sifat
fotokatalitiknya. Kondisi eksperimental yang minim pencahayaan atau intensitas
radiasi yang rendah dapat mengurangi efektivitas fotokatalisis dan oleh karena itu
menghambat terbentuknya zona hambat yang diharapkan. Selain itu, efektivitas
reaksi fotokatalitik dalam menghasilkan spesies reaktif yang merusak (ROS),
seperti radikal hidroksil (\(*OH\)), merupakan faktor penting dalam aktivitas
antibakteri. Jika reaksi fotokatalitik tidak berjalan efektif atau tidak menghasilkan
jumlah ROS yang cukup, maka kemungkinan terbentuknya zona hambat menjadi
terbatas (Chimal et al., 2022). Faktor-faktor lingkungan seperti kelembaban, pH,

dan suhu juga dapat memengaruhi aktivitas fotokatalitik sehingga kondisi yang
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tidak mendukung dapat mengurangi efektivitas pembentukan zona hambat. Selain
itu, pola aglomerasi partikel juga dapat menjadi faktor penghambat yang
mengurangi efektivitas fotokatalisis (Ramadhani, 2023).

Di sisi lain, perbedaan aktivitas antibakteri ini dapat juga dipengaruhi oleh
interaksi kimia dan mekanisme antimikroba yang terjadi pada nanopartikel
Ag/TiO,2. Meskipun perak dikenal memiliki sifat antimikroba yang kuat,
perbandingan rasio antara perak dan titanium dioksida dalam nanopartikel dapat
mempengaruhi efisiensi antibakterinya. Pemilihan rasio yang optimal antara kedua
bahan tersebut menjadi kritis untuk mencapai respons antimikroba yang optimal
terhadap Klebsiella pneumoniae MDR (Rahman, 2017).

5.2.2 Uji Time Kill Assay

Metode Time Kill Assay adalah sebuah teknik yang diterapkan dalam
penelitian ini untuk memeriksa efek bakterisidal dari zat tertentu terhadap bakteri.
Metode ini memberikan pemahaman yang mendalam tentang seberapa cepat suatu
zat dapat membunuh bakteri dengan melakukan penghitungan jumlah bakteri yang
bertahan hidup dalam beberapa periode waktu setelah perlakuan. Dalam konteks
penelitian, tujuan penerapan metode ini bervariasi tergantung pada aspek penelitian
yang ingin diteliti. Beberapa tujuan umum meliputi mengevaluasi sensitivitas
bakteri terhadap zat uji, mengidentifikasi konsentrasi optimal zat untuk mengurangi
jumlah bakteri, serta menentukan konsentrasi zat yang dapat secara efektif
mengurangi jumlah bakteri dengan tingkat efikasi tertentu (Mulyaningsih, dkk.,
2022). Meskipun metode ini memiliki keunggulan dalam mengungkap efektivitas

bakterisidal suatu zat dan menentukan konsentrasi yang tepat untuk mengurangi
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jumlah bakteri, terdapat pula beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan, seperti
waktu yang dibutuhkan untuk melaksanakan pengujian yang cukup lama dan
kompleksitas teknis yang memerlukan keahlian khusus. Oleh karena itu, keputusan
untuk menggunakan metode Time Kill Assay dalam penelitian ini didasarkan pada
keunggulan metode ini dalam mengevaluasi efek bakterisidal zat yang diuji
kemampuannya dalam menilai kecepatan bakterisidal dari zat tersebut dan
kemampuannya dalam menentukan konsentrasi yang efektif untuk mengurangi
jumlah bakteri yang semuanya merupakan pertimbangan penting dalam konteks
penelitian ini.

Time Kill Assay dilakukan pada setiap medium menggunakan medium MHA.
Metode ini merupakan metode modifikasi yang dilakukan untuk mengevaluasi
efektivitas agen antibakteri Ag/TiO> terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
dengan mengamati perubahan jumlah bakteri seiring waktu. Dalam uji ini, agen
antibakteri diaplikasikan pada kultur bakteri kemudian sampel diambil dan
diteteskan pada media MHA sebanyak 0,1 ml dengan metode spread plate lalu
diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37 °C. Hal ini dilakukan secara berkala pada
beberapa rentang waktu inkubasi, yaitu pada menit ke-20 (0 jam), 1 jam, 6 jam, dan
24 jam setelah inkubasi untuk mengukur jumlah bakteri yang tersisa (Ustun et al.,
2013).

Rentang waktu ini dipilih dengan pertimbangan karakteristik bakteri dan
tujuan penelitian. Pada interval 0 jam (20 menit), penelitian menggunakan periode
waktu singkat ini untuk mengevaluasi efek antibakteri awal dari zat yang diuji. Pada

interval ini, sampel diamati apakah ada penurunan jumlah koloni bakteri segera
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setelah aplikasi zat. Sedangkan interval 1 jam dipilih untuk melihat efek antibakteri
setelah interaksi yang lebih lama dengan bakteri dan memberikan gambaran apakah
efek tersebut masih berlanjut atau mulai menurun (Balouiri ef al., 2016). Interval 6
jam digunakan untuk mengevaluasi efek antibakteri pada periode pertengahan.
Pada titik ini, efek yang mungkin tidak terlihat pada waktu yang lebih singkat dapat
mulai terlihat dan dapat diamati jika terdapat penurunan signifikan jumlah koloni
bakteri (Meliani, 2017). Waktu inkubasi 24 jam digunakan untuk mengevaluasi
efek antibakteri secara keseluruhan, melihat apakah zat tersebut mampu
menghambat pertumbuhan bakteri dalam jangka waktu yang lebih lama (Fitria,
dkk., 2018). Pemilihan rentang waktu inkubasi yang bervariasi ini memungkinkan
pemahaman yang lebih baik tentang respons bakteri terhadap zat yang diuji pada
berbagai tahap waktu yang berbeda. Informasi yang diperoleh dari Time Kill Assay
menentukan sejauh mana agen antibakteri dapat menghambat (bakteriostatik) atau
membunuh bakteri (bakteriasidal) serta menentukan profil dinamika interaksi
antara agen antibakteri dan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.

Tabel 5. 2 Pengamtan Jumlah Koloni Secara Visual

Sampel 20 menit 1 jam 6 jam

Ag/TiO2
102 M

Ag/TiO2
103 M




&9

Sampel 20 menit 1 jam 6 jam 24 jam

TiO2

Kontrol
Positif

Kontrol
Negatif

Pengamatan visual dilakukan dengan melihat pertumbuhan koloni bakteri
dengan menggunakan dasar gelap. Pengamatan visual ini dilakukan pada empat
interval waktu, yaitu pada menit ke-20, 1 jam, 6 jam dan 24 jam masa inkubasi di
masing-masing sampel.

Berdasarkan Tabel 5. 2, terlihat perubahan pertumbuhan koloni bakteri
Klbesiella pneumoniaae MDR pada sampel nanopartikel Ag/TiO> 102 M di empat
interval waktu. Adamenit ke-20 dan 1 jam masa inkubasi, didapatkan pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang hampir menutupi seluruh permukaan
media MHA. Sedangkan pada waktu inkubasi 6 jam, terlihat adanya penurunan
jumlah koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dari masa inkubasi sebelumnya.
Setelah melalui inkubasi selama 24 jam, jumlah koloni bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR pada sampel nanopartikel Ag/Ti0> 102 M tidak terlihat berbeda
secara signifikan dengan masa inkubasi 6 jam. Dari hal tersebut, dapat diketahui

bahwa pemberian agen antibakteri berupa nanopartikel Ag/TiO> dengan konsentrasi
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102 M tidak begitu memberikan pengaruh atau efektivitas yang signifikan untuk
membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.

Berbeda dengan nanopartikel Ag/TiO> 10 M, nanopartikel Ag/TiO, 10° M
memberikan pengaruh yang lebih baik dalam membunuh bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR. Hal ini dibuktikan dengan adanya penurunan jumlah koloni
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang drastis pada setap interval waktu.
Dimana pada menit ke-20 masa inkubasi, jumlah koloni yang tumbuh jauh lebih
sedikit dibandingkan dengan pemberian nanopartikel Ag/TiO> 102 M. Bahkan
perubahan yang menarik terlihat pada interval waktu ke-1 jam inkubais, dimana
terjadi penurunan yang signifikan dalam pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR. Sedangkan pada interval waktu ke-6 jam inkubasi terdapat
adanya pertumbuhan koloni bakteri yang berkurag hingga hampir terlihat bersih
dari pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Kemudian pada interval
waktu ke-24 jam inkubasi, tidak ditemukan adanya pertumbuhan koloni bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR sama sekali. Dari hasil penelitian yang telah
didapatkan, diketahui bahwa pemberian nanopartikel Ag/TiO2 10 M memberikan
efektivitas antibakteri yang baik pada penghambatan pertumbuhan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR.

Dalam penelitian ini juga melibatkan TiO> yang merupakan kontrol
pembanding untuk menilai efektivitas antibakteri dari sampel nanopartikel
Ag/TiO2. Hal ini dilakukan dengan membandingkan hasil antara TiO> murni dengan
nanopartikel Ag/TiO2 sehingga dapat ditentukan apakah penambahan Ag dapat

meningkatkan aktivitas antibakteri dibandingkan dengan TiO> murni (Dorman et
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al., 2018). Selain itu, dalam penelitian ini meyertakan TiO> murni untuk mengetahui
mekanisme aksi dari kombinasi nanopartikel Ag/TiO> (Swamy et al., 2016). TiO>
diketahui dapat menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) dibawah cahaya yang
berkontribusi terhadap efek antibakteri. Dengan membandingkan TiO2 dengan
nanopartikel Ag/TiOz, dapat diketahui apakah dan bagaimana Ag memperkuat atau
memodifikasi mekanisme nanopartikel tersebut (Akiyama et al., 2021).
Berdasarkan Tabel %. 1, pada interval waktu ke-20 menit, 1 jam dan 6 jam masa
inkubasi, terlihat adanya pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
yang hampir menutupi seluruh permukaan MHA (spreader). Sedangkan
padanterval waktu inkubasi ke-24 jam, sampel menghasilkan jumlah koloni lebih
sedikit dibandingkan dengan interval waktu sebelumnya.

Dalam metode ini, kontrol positif yang diggunakan adalah antibiotik
Meropenem. Meropenem merupakan antibiotik yang snagat efektif dan
bersprektum luas yang biasa digunakan sebagai standar untuk memastikan bahwa
metode uji yang digunakan mampu mendeteksi aktiitas antibakteri (Dwyana et al.,
2013).

Seperti yang terlihat pada Tabel 5. 2, hasil dari inkubasi sampel kontrol positif
pada interval waktu ke-20 menit dan 1 jam terdapat sangat sedikit koloni bakteri
yang tumbuh bahkan hampir terlihat bersih. Sedangkan pada masa inkubasi ke-6
dan 24 jam sama sekali tidak terlihat adanya pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR. Hal ini menunjukkan bahwa Meropenem berhasil menghambat
pertumbuhan bakteri secara efektif dan mengindikasikan bahwa prosedur uji yang

digunakan valid dan berfungsi dengan baik (Bialon ef al., 2017).
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Metode ini juga melibatkan kontrol negative sebagai pembanding yang
menunjukkan kondisi saat media MHA tidak terpapar oleh agen antibakteri.
Kontrol negative yang digunakan adalah LB Broth yang telah disuspensikan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR. LB Broth merupakan media pertumbuhan normal
bakteri sehingga dapat melihat bagaimana bakteri tumbuuh dalam kondisi normal
tanpa paparan agen antibakteri (Ramadhanie et a/., 2020). Dari hasil penelitian,
terlihat bahwa pada keempat interval waktu inkubasi (20 menit, 1 jam, 6 jam, 24
jam), pada kontrol negative terjadi perutmbuhan secara signifikan koloni bakteri
yang menutupi seluruh permukaan MHA yang menunjukkan adanya kondisi
mendukung pertumbuhan bakteri, terutama pada kondisi tertentu yang
memungkinkan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR untuk berkembang. Hal ini
terjadi karena tidak adnaya faktor atau hal yang dapat menghalangi pertumbuhan
bakteri.

Dari hasil pengamatan secara visual, dapat disimpulkan bahwa nanopartikel
Ag/TiO; 103 M lebih efektif dalam membunuh bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR dibandingkan dengan nanopartikel Ag/TiO> 102 M. Hal ini dibuktikan
dengan perbandingan jumlah koloni dari kedua sampel tersebut. Dimana
nanopartikel Ag/TiO, tidak begitu memberikan hasil penurunan jumlah koloni
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR pada setiap interval waktu inkubasi. Bahkan
pada masa inkubasi di menit le-20 dan 1 jam, sampel tersebut menunjukkan
pertumbuhan koloni bakteri yang snagat padat dan hampir menutupi seluruh
permukaan MHA (spreader). Pada hal ini menandakan bahwa kemampuan

nanopartikel Ag/TiO> 102 M dalam menghambat atau membunuh bakteri
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Klebsiella pneumoniae MDR sangat rendah. Berbanding terbalik dengan
nanopartikel Ag/Ti0>,10° M yang sangat efektif dalam menghambat bahkan
membunuh bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Bahkan pada menit ke-20 menit
masa inkubasi, koloni bakteri yang tumbuh sangat sedikit. Bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR data dibunuh maksimal dengan antibiotik Meropenem dan
nanopartikel Ag/TiO> 10 M padarentang waktu inkubais 24 jam. Hal ini dapat
disimpulkan bahwa efek antimikroba dari nanopartikel Ag/TiO> akan lebih efektif
pada konsentrasi yang lebih rendah.

Pada penelitian ini, juga terdapat beberapa kendala yang muncul dalam
metode Time Kill Assay untuk menguji aktivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO2
terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Salah satu kendala utama yang
diamati adalah munculnya bercak-bercak cairan berbentuk seperti pulau-pulau pada
permukaan media MHA (Miiller-Hinton Agar) di cawan petri. Contoh fenomena

tersebut dapat dilihat pada Gambar 5. 9.

Gambar 5. 9 Bercak Cair pada Permukaan MHA

Fenomena ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor, yaitu: (1) pengenceran
sampel yang tidak merata atau tidak homogen dapat menyebabkan distribusi bakteri
yang tidak merata di sepanjang permukaan MHA. Hal ini mengakibatkan
terbentuknya bercak cairan atau pulau-pulau bakteri yang sulit dihitung dengan

akurat karena koloni tidak tersebar secara konsisten (Gang Joon, 2019), (2) teknik
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penanaman yang kurang tepat (Balouri et al., 2016). Teknik penanaman yang tidak
dilakukan dengan hati-hati dan teliti, seperti penggunaan alat penanam yang tidak
steril atau tekanan tangan yang tidak konsisten saat menyebar sampel pada media
juga dapat menyebabkan pembentukan bercak cairan (Hudzicki, 2016), (3)
kelebihan volume sampel yang dituangkan ke dalam cawan petri dapat
menyebabkan penumpukan cairan dan membentuk bercak pada permukaan MHA
(Adityawarman, 2017), (4) kontaminasi yang tidak terdeteksi juga dapat
menyebabkan pertumbuhan koloni yang tidak teratur dan munculnya bercak cairan
(Lietal., 2015), (5) ketidakstabilan lingkungan selama percobaan, seperti suhu dan
kelembapan yang tidak stabil, dapat mempengaruhi pembentukan koloni bakteri
yang konsisten (Balouiri et al., 2016).

Untuk mengatasi masalah ini, penting untuk memperhatikan beberapa
langkah. Prosedur pengenceran sampel harus dilakukan secara homogen dan merata
untuk memastikan distribusi bakteri yang konsisten sebelum penanaman (Adusei et
al., 2019). Teknik penanaman harus dilakukan dengan hati-hati dan teliti
menggunakan alat penanam yang steril dan tekanan tangan yang konsisten saat
menyebar sampel pada media. Selain itu, volume sampel yang dituangkan harus
sesuai dengan kapasitas cawan petri untuk menghindari penumpukan cairan
(Rahmad, 2020). Kemudian langkah-langkah pencegahan kontaminasi, seperti
penggunaan alat-alat steril dan lingkungan kerja yang bersih, juga harus diterapkan
secara ketat. Pemantauan kondisi lingkungan, seperti suhu dan kelembapan, selama
percobaan juga sangat penting untuk memastikan kondisi yang konsisten (Amla et

al.,, 2018).
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Untuk penelitian selanjutnya, disarankan untuk mengimplementasikan
langkah-langkah di atas secara ketat guna menghindari munculnya fenomena
bercak cairan pada permukaan MHA. Protokol teknis perlu diperbaiki agar dapat
meminimalisir adanya gangguan atau kontaminasi bahan penelitian dari lingkungan
luar. Selain itu, perlunya mendalami dan memahami teknik penanaman yang benar
agar tidak terjadi kesalahan saat melakukan penelitian. Dengan demikian, hasil dari
metode Time Kill Assay dapat lebih akurat dan andal dalam mengevaluasi efek
bakterisidal dari nanopartikel yang diuji.

Fenomena lain yang terjadi pada penelitian ini adalah terbentukya spreader

pada beberapa sampel seperti pada Gambar 5. 10.

Gambar 5. 10 Fenomena Spreader

Fenomena ini muncul dengan adanya pertumbuhan koloni bakteri yang
hampir menutupi seluruh permukaan media MHA (Miiller-Hinton Agar, yang
disebut sebagai "spreader". Spreader adalah pertumbuhan koloni bakteri yang
sangat luas dan menyebar hingga menutupi sebagian besar atau seluruh permukaan
agar (Rahmad, 2018). Ciri-ciri spreader meliputi koloni yang tersebar secara
merata atau tidak merata di seluruh permukaan media mengakibatkan kesulitan
dalam penghitungan koloni karena koloni tidak dapat dibedakan satu sama lain

dengan jelas (Hugo and Russell, 2003).
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Faktor utama yang mempengaruhi pertumbuhan ini adalah kualitas
permukaan MHA. Media dengan permukaan yang kasar dapat memungkinkan
bakteri untuk tumbuh lebih mudah dan membentuk biofilm. Biofilm ini terkumpul
dan terpadu, membentuk koloni yang padat dan menyatu (Prasetya et al., 2021).
Selain itu, tipe bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang resisten terhadap
antibiotik juga berkontribusi pada pertumbuhan yang tidak terkendali. Bakteri ini
cenderung tumbuh dengan cepat dan padat terutama jika media agar mengandung
nutrisi yang melimpah, menyediakan sumber makanan yang cukup bagi bakteri
untuk berkembang biak (Solikhah et al., 2018).

Kondisi lingkungan yang ideal seperti suhu, kelembapan, dan pH yang sesuai
merupakan peran penting dalam mendukung pertumbuhan cepat dan padat dari
koloni bakteri. Suhu yang optimal, kelembapan yang cukup, dan pH yang
mendukung dapat meningkatkan laju pertumbuhan bakteri secara signifikan
(Prasetya et al., 2021).

Tabel 5. 3 Frekuensi Pertumbuhan Koloni

Interval Ag/TiO2 Ag/TiO2 TiO, Kontrol Kontrol
Waktu 10°M 10°M Positif Negatif
20 menit 97% 1% 99% 1% 99%
1 jam 99% 0% 99% 0% 99%
6 jam 60% 0% 98% 0% 97%
24 jam 46% 0% 80% 0% 99%

Untuk mengatasi masalah ini, beberapa langkah dapat diambil. Perlu
memastikan bahwa permukaan media MHA halus dan konsisten untuk mencegah
pembentukan biofilm yang berlebihan. Kemudian penggunaan media agar dengan
konsentrasi nutrisi yang sesuai dan tidak berlebihan dapat membantu mengontrol

pertumbuhan bakteri (Raznouf er al, 2020). Selain itu, pengendalian kondisi
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lingkungan seperti suhu, kelembapan, dan pH selama percobaan sangat penting
untuk memastikan bahwa pertumbuhan bakteri tetap terkendali (Nadya, 2022).
Untuk penelitian selanjutnya, disarankan untuk melakukan uji coba awal
dengan berbagai konsentrasi nutrisi pada media agar untuk menentukan kadar
optimal yang tidak menyebabkan pertumbuhan bakteri yang berlebihan. Selain itu,
perlu juga dilakukan pengawasan ketat terhadap kondisi lingkungan laboratorium
untuk memastikan bahwa semua variabel yang dapat mempengaruhi pertumbuhan
bakteri tetap dalam batas yang diinginkan. Dengan penerapan langkah-langkah ini,
diharapkan hasil dari metode Time Kill Assay dapat lebih akurat dan dapat
diandalkan dalam mengevaluasi efek antibakteri dari nanopartikel yang diuji.
CFU/ml atau Colony Forming Units per milliliter adalah suatu satuan yang
digunakan dalam biologi mikroba untuk mengukur jumlah bakteri atau
mikroorganisme dalam suatu sampel. Penggunaan CFU/ml dalam penelitian
mikrobiologi penting karena memberikan gambaran kuantitatif yang spesifik
tentang kepadatan bakteri dalam larutan atau sampel tertentu. Dalam metode 7ime
Kill Assay, penggunaan CFU/ml memungkinkan para peneliti untuk mengukur efek
antibakteri dari suatu zat atau senyawa dengan cara yang terstandarisasi dan
terukur. Konversi jumlah koloni bakteri menjadi CFU/ml dilakukan untuk
memberikan representasi yang lebih akurat tentang konsentrasi bakteri dalam
sampel, sehingga memungkinkan perbandingan yang lebih mudah antara hasil
percobaan yang berbeda. Dengan kata lain, CFU/ml memberikan gambaran tentang
seberapa padat bakteri dalam sampel tersebut. Rentang jumlah koloni 30-300 koloni

merupakan standar dalam penelitian mikrobiologi untuk menentukan apakah hasil
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percobaan dianggap valid secara statistik. Rentang ini didasarkan pada
pertimbangan statistik bahwa jumlah koloni bakteri di bawah 30 mungkin tidak
memberikan hasil yang cukup signifikan secara biologis, sementara jumlah di atas
300 dapat menyebabkan hasil yang terlalu padat untuk dihitung dengan akurat dan
dapat menghasilkan hasil yang terlalu variabel. Dengan memastikan jumlah koloni
bakteri berada dalam rentang 30-300, dapat dipastikan bahwa hasil percobaan
memberikan data yang konsisten, signifikan secara statistik, dan dapat dipercaya
(Sundari and Fadhliani, 2019). Maka dari itu, dalam penelitian ini penggunaan
CFU/ml sangat penting dalam mengevaluasi efek suatu zat terhadap pertumbuhan
bakteri dan dalam membuat kesimpulan yang akurat tentang efektivitasnya sebagai
agen antibakteri.

Dari pengamatan metode Time Kill Assay yang terdiri dari kontrol positif,
kontrol negatif, senyawa TiO», nanopartikel Ag/TiO, konsentrasi 102 M dan 10~
M yang didapatkan hasil jumlah koloni bakteri menggunakan colony caounter dan
CFU/ml yang ditampilkan pada Tabel 5.2. Menurut Sukandar., et al (2010) bahwa
sebaiknya jumlah koloni mikroba yang tumbuh dan dapat dihitung berkisar antara
30-300 koloni. Metode cawan dengan jumlah koloni yang tinggi (>300) sulit untuk
dihitung sehingga kemungkinan kesalahan perhitungan sangat besar. Satuan yang
digunakan untuk menyatakan jumlah koloni atau bakteri adalah cfu/mL (cfu =
colony forming units) (Kadri, dkk., 2015). Jumlah koloni bakteri dari sampel
dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut.

X koloni per cawan

CFU/ml =
volume sampel x faktor pengenceran
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Hasil perhitungan CFU/ml per sampel dapat dilihat pada Tabel 5. 2. Dalam hal ini

terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan ketika menghitung jumlah koloni

bakteri dari sampel yaitu (Azizah dan Soesetyaningsih, 2020):

1. Cawan yang dipilih dan dihitung adalah yang mengandung jumlah koloni antara

30-300 CFU/g (Sutton, 2011). Jika jumlah koloni tiap sampel lebih dari 300

CFU/g dikategorikan sebagai terlalu banyak untuk dihitung (TBUD) atau too

numerous to count (TNTC) (Sukmawati dan Hardianti, 2018).

2. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu atau satu deret rantai koloni yang

terikat sebagai suatu garis dihitung sebagai satu koloni.

3. Koloni yang tumbuh menutup lebih besar dari setengan luas cawan petri, tidak

disebut sebagai koloni melainkan spreader-.

4. Jika hasil perbandingan jumlah bakteri dari hasil pengenceran berturut-turut

antara pengenceran yang lebih besar dengan pengenceran sebelumnya adalah <

2 maka hasilnya dirata-rata. Namun jika hasilnya > 2, maka menggunakan

jumlah mikroba dari hasil pengenceran sebelumnya (pengenceran terkecil).

Tabel 5. 4 Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR pada
colony counter

Jumlah Koloni

Sampel Waktu Perhitungan Rata- CFU/ml Keterangan
SD
1 2 3 rata
20 menit 843 844 848 845.00 2.65 8.45 x 10? Spreader
Ag/TiO2 1 jam 790 799 799 796.00 5.20 7.96 x 10? Spreader
102 M 6 jam 400 402 405 402.33 2.52 4.02x 10% Spreader
24 jam 90 86 85 87.00 2.65 0.87 x 10% -
20 menit 10 12 16 12.67 3.06 0.13 x 10? -
Ag/TiO2 1 jam 4 4 4 4.00 0.00 0.04 x 10% -
10°M 6 jam 1 1 1 1.00 0.00 0.01 x 10? -
24 jam 0 0 0 0.00 0.00 0x10% -
20 menit 790 793 793 792.00 1.73 7.92 x 10? Spreader
TiO, 1 jam 630 635 540 601.67 53.46 6.02 x 10? Spreader
6 jam 600 600 601 600.33 0.58 6.00 x 10? Spreader
24 jam 200 210 220 210.00 10.00 2.10x 10% -
Kontrol 20 menit 8 7 7 7.33 0.58 0.07 x 10% -
Positif 1 jam 2 2 2 2.00 0.00 0.02 x 10% -
(Meropenem)| 6 jam 0 0 0 0.00 0.00 0 -
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Jumlah Koloni
Sampel Waktu Perhitungan Rata- CFU/ml Keterangan
SD
1 2 3 rata
24 jam 0 0 0 0.00 0.00 0 -
Kontrol 20 menit 810 813 815 812.67 2.52 8.13 x 10? Spreader
Negatif 1 jam 509 520 520 516.33 6.35 5.16 x 10? Spreader
(Media + 6 jam 730 730 730 730.00 0.00 7.30 x 10? Spreader
Bakteri) 24 jam 330 340 340 336.67 5.77 3.37x10? Spreader

Hasil pengamatan dan analisis data uji aktivitas antibakteri dari material
nanopartikel Ag/TiO, terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro
dengan metode Time Kill Assay mengungkap pola yang menarik dan informatif.
Dari data tersebut, dapat menarik beberapa kesimpulan yang penting dalam konteks
penelitian ini.

Penelitian ini mengukur jumlah koloni bakteri dalam berbagai sampel dengan
perlakuan dan konsentrasi bahan aktif yang berbeda pada interval waktu 20 menit,
1 jam, 6 jam, dan 24 jam. Pada sampel Ag/TiO, dengan konsentrasi 10 M, jumlah
koloni bakteri tercatat sebesar 845 pada 20 menit dan menurun bertahap menjadi
796 pada 1 jam, 402.33 pada 6 jam, dan mencapai 87 pada 24 jam, menunjukkan
peningkatan efektivitas antibakteri seiring waktu. Pada konsentrasi 107 M, efek
antibakteri sangat kuat sejak awal, dengan jumlah koloni 12.6 pada 20 menit, 4 pada
1 jam, 1 pada 6 jam, dan eliminasi total (0 koloni) pada 24 jam. Sebaliknya, sampel
TiO2 menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih lambat dengan jumlah koloni
792 pada 20 menit, menurun menjadi 601.67 pada 1 jam, 600.33 pada 6 jam, dan
210 pada 24 jam. Meropenem sebagai kontrol positif menunjukkan efek yang
sangat kuat dengan jumlah koloni 7.33 pada 20 menit dan tersisa 2 koloni pada 1
jam inkubasi. Eliminasi total (0 koloni) dalam 6 jam hingga 24 jam inkubasi.
Kontrol negatif (LB Broth) menunjukkan pertumbuhan bakteri yang tidak

terhambat dengan jumlah koloni 812.67 pada 20 menit, sedikit menurun menjadi
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516.33 pada 1 jam, meningkat kembali menjadi 730 pada 6 jam, dan mencapai
336.67 pada 24 jam.

Pada sampel yang menghasilkan nilai CFU dengan angka 0 menunjukkan
bahwa agen tersebut berhasil membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri
sampai pada tingkat di mana cawan tidak dapat membentuk koloni yang dapat
dideteksi. Hal ini dapat diinterpretasikan sebagai indikasi bahwa agen antimikroba
tersebut efektif dalam mengeliminasi bakteri yang diuji dalam kondisi
eksperimental yang disimulasikan (Misra et al., 2013).

Hasil ini menunjukkan bahwa Ag/TiO,, terutama pada konsentrasi 10° M
yang memiliki efek antibakteri yang signifikan, sementara TiO; juga efektif tetapi
tidak sekuat Ag/TiO2. Meropenem sangat efektif sebagai kontrol positif, dan LB

Broth mendukung pertumbuhan bakteri sebagai kontrol negatif.

9
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7
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4
3
2
1
0 O = o= ®
20 menit 1jam 6 jam 24 jam
e=@==Ag/TiO2 10-2 ==@==Ag/TiO2 10-3 TiO2

e=@=ontrol positif ==@==Kotrol Negatif

Gambar 5. 11 Grafik Time Kill Assay

Dari gambar grafik (Gambar 5. 11) di atas dapat dilihat secara pasti

bagaimana bentuk dinamika perubahan jumlah koloni bakteri setiap interval waktu
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percobaan sehingga dapat diketahui secara pasti sifat bakteriasidal (kemampuan
agen membunuh bakteri secara langsung) ataupun bakteriostatik (kemampuan agen
untuk menghambat pertumbuhan bakteri tanpa membunuhnya secara langsung)
masing-masing sampel terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella penumoniae
MDR.

Dalam penelitian ini, dilakukan pengukuran jumlah koloni bakteri per unit
volume menggunakan satuan CFU/ml (Colony Forming Units per milliliter) pada
rentang waktu inkubasi yang berbeda. Pada sampel Ag/Ti0O> dengan konsentrasi 10
2 M, terlihat bahwa jumlah koloni bakteri pada rentang waktu 20 menit mencapai
8.45 x 10> CFU/ml, namun mengalami penurunan pada rentang waktu 1 jam, 6 jam,
dan 24 jam menjadi 7.96 x 10> CFU/ml, 4.02 x 10° CFU/ml, dan 0.87 x 10> CFU/ml
secara berturut-turut. Hal ini menunjukkan bahwa adanya penurunan signifikan
dalam jumlah koloni bakteri seiring berjalannya waktu inkubasi. Penurunan jumlah
koloni bakteri ini bisa terjadi karena efek antibakteri dari zat yang diuji, yaitu
Ag/TiO2 yang mulai menunjukkan dampaknya terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR seiring berjalannya waktu. Selain itu, pada konsentrasi Ag/TiO»
10 M, terlihat bahwa pada rentang waktu 24 jam tidak terdapat pertumbuhan
koloni bakteri yang dapat diamati menunjukkan bahwa zat tersebut efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri.

Sementara itu, pada sampel TiO: terlihat bahwa jumlah koloni bakteri
cenderung menurun dari 7.92 x 10> CFU/ml pada waktu inkubasi 20 menit menjadi
2.10 x 10> CFU/ml pada waktu inkubasi 24 jam. Penurunan ini menunjukkan

potensi efek antimikroba dari senyawa TiO: terhadap bakteri, meskipun tidak
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sekuat pada sampel Ag/TiO,. Sedangkan pada kontrol positif, terlihat bahwa hanya
terdapat koloni bakteri pada waktu inkubasi awal (20 menit) dan kemudian tidak
ada pertumbuhan bakteri yang terdeteksi pada waktu inkubasi selanjutnya yang
menunjukkan efektivitas yang tinggi sebagai agen antimikroba pada waktu awal.

Selanjutnya, kontrol negatif menunjukkan peningkatan jumlah koloni bakteri
seiring dengan waktu inkubasi yang menandakan pertumbuhan bakteri yang tidak
terhambat. Penurunan jumlah koloni bakteri dari waktu inkubasi awal hingga waktu
inkubasi yang lebih lama pada sampel Ag/TiO, dan TiO> serta ketidakadaan
pertumbuhan bakteri pada sampel Ag/TiO> dengan konsentrasi 10~ M dan kontrol
positif mengindikasikan efek antimikroba dari zat-zat tersebut. Hal ini sesuai
dengan literatur yang menyatakan bahwa nanopartikel Ag/TiO> dan senyawa TiO:
memiliki sifat antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Kashyap
et al., 2020). Kesimpulannya adalah hasil ini mendukung potensi penggunaan
nanopartikel Ag/TiO> sebagai agen antimikroba dalam pengendalian infeksi
bakteri.

Dalam hasil penelitian Time Kill Assay, terdapat variasi respons antibakteri
dari masing-masing sampel yang diuji yang tercermin dari data jumlah CFU/ml
pada rentang waktu inkubasi yang berbeda. Sampel Ag/TiO> dengan konsentrasi
102 M dan TiO2 menunjukkan jumlah CFU/ml yang awalnya tinggi, namun
mengalami penurunan yang signifikan seiring berjalannya waktu. Hal ini dapat
dijelaskan oleh aktivitas antibakteri dari kedua zat tersebut yang secara bertahap
menghambat pertumbuhan bakteri. Sebaliknya, sampel Ag/TiO> dengan

konsentrasi 107> M dan kontrol positif menunjukkan efek antibakteri yang lebih kuat
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dengan jumlah CFU/ml yang menurun secara drastis bahkan mencapai nol pada
akhir inkubasi 24 jam. Hal ini menandakan bahwa kedua zat tersebut mampu secara
efektif membunuh bakteri yang diuji. Faktor-faktor seperti konsentrasi zat, waktu
inkubasi, serta karakteristik kimia dan mekanisme aksi dari masing-masing
senyawa turut memengaruhi respons antibakteri yang diamati. Selain itu,
berdasarkan karakteristiknya, nanopartikel Ag/Ti0> dengan konsentrasi 10~ M dan
kotrol positif cenderung bersifat bakterisidal yang berarti mampu membunuh
bakteri secara langsung, sedangkan Ag/TiO» dengan konsentrasi 102 M dan TiO»
bersifat bakteriostatik yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri tanpa
menyebabkan kematian sel bakteri. Oleh karena itu, hasil penelitian ini memberikan
pemahaman yang lebih dalam tentang potensi efek antibakteri dari masing-masing
sampel yang diuji serta sifat bakterisidal atau bakteriostatik dari senyawa tersebut.

Penelitian ini memperoleh hasil bahwasanya nanopartikel Ag/TiO> dengan
konsetrasi 10~ M lebih efektif membunuh atau melemahkan pertumbuhan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR dibandingkan dengan nanopartikel Ag/TiO> dengan
konsentrasi 102 M. Hal ini bisa saja disebabkan oleh adanya interaksi antara
nanopartikel dengan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Beberapa faktor yang
mempengaruhi hal tersebut adalah ukuran, bentuk dan muatan permukaan dari
nanopartikel Ag/TiO» dengan konsetrasi yang lebih rendah mungkin memiliki
karakteristik fisik atau kimia yang membuatnya lebih efektif dalam berinteraksi
dengan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR, salah satunya dengan kemampuan
nanopartikel tersebut untuk menembus dinding sel bakteri atau merusak membran

sel (Pankey et al, 2014). Faktor lain yang menjadi penyabab terjadianya hal
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tersebut karena adanya fenomena aglomerasi pada nanopatikel Ag/TiOo.
Sebagimana yang telah dijelaskan oleh Gafar (2018), aglomerasi merupakan suatu
proses penggabungan partikel-partikel padat bahan yang berukuran kecil menjadi
partikel-partikel padat yang besar. Adaya aglomerasi ini sangat mempengaruhi
efisiensi kinerja antibakteri dari nanopartikel Ag/TiO2 karena dapat mengurangi
luas permukaan area nanopartikel (Korayem et al., 2017). Hal tersebut dapat
menghambat distribusi nanopartikel karena ukrannya yang semakin membesar
akibat adanya penggumpalan partikel-partikel (Aryanta 2014).
5.3 Analisis Data
5.3.1 Analisis Data Diameter Zona Hambat
Analisis data pada penelitian ini menggunakan uji statistik One Way

ANOVA atau Kruskal Wallis untuk mencari perbandingan signifikan antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Jika data memenuhi dua asumsi klasik
yaitu Uji Normalitas dan Uji Homogenitas, maka akan digunakan One Way
ANOVA. Namun jika tidak memenuhi salah satu atau keduanya, maka akan
digunakan Kruskal Wallis. Kemudian dilanjutkan dengan Uji Post Hoc. Analisis
data dilakukan dengan derajat kepercayaan 95% (a = 0,05) pada aplikasi SPSS 20
for windows. Data yang telah didapatkan pada pengamatan diameter zona hambat
nanopartikel Ag/TiO» terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
dilakukan uji normalitas menggunakan Shapiro Wilk dan uji homogenitas
menggunakan uji Levene. Dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis, dan uji Post Hoc.

Uji normalitas terhadap diameter zona hambat Klebsiella pneumoniae MDR

berdasarkan pemberian nanopartikel Ag/TiO; bertujuan untuk mengetahui apakah
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data memiliki sebaran normal atau tidak. Uji normalitas dilakukan menggunakan
uji Shapiro Wilk karena jumlah data kurang dari 50 data dengan kriteria apabila
nilai sig > level of significance (a = 5%) maka data dinyatakan normal. Sebaliknya,
apabila nilai sig (signifikansi) < level of significance (a = 5%) maka data penelitian
tidak berdistribusi normal. Hasil uji normalitas terhadap diameter zona hambat dan
pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR berdasarkan pemberian
nanopartikel Ag/TiO2 dapat dilihat melalui Tabel 5.2.

Tabel 5. 5 Hasil Analisis Statistika Zona Hambat Nanopartikel Ag/TiO» Terhadap
Bakteri Klebsiella pneumoniae MDR

Uji Normalitas Uji Homogenitas . .
Zona Hambat (Shapiro Wilk) (Levene Test) Uji Kruskal Wallis
Ag/TiO2 102 M 0.000*
Ag/Ti0210°M 0.890
0.013** 0.009%**

TiO: 0.092

Kontrol Positif 0.679
Keterangan: * data tidak terdistribusi normal (p < 0,05)

** kelompok varian data tidak homogen (p < 0,05)
*** terdapat perbedaan data zona hambat secara signifikan (p < 0,05)

Berdasarkan Tabel 5.5 dapat diketahui bahwa uji normalitas pengaruh
pemberian nanopartikel Ag/TiO> terhadap diameter zona hambat menghasilkan sig
Shapiro Wilk > 0,05 pada nanopartikel Ag/TiO2 107 M (0,890), TiO> (0,92), dan
kontrol positif (0,679). Namun sig Shapiro Wilk bernilai < 0,05 pada nanaopartikel
Ag/TiO, 102 M (0,000), maka data tidak memenuhi kriteria data distribusi normal
karena data dapat dikatakan berdistribusi normal jika semua data bernilai sig
(signifikansi) > 0,05. Sehingga data diameter zona hambat tidak memenuhi asumsi
normalitas.

Uji homogenitas dilakukan bertujuan untuk menentukan apakah variansi data

penelitian homogen atau tidak. Uji homogenitas yang digunakan adalah Levene
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Test. Homogenitas data dapat dilihat dari nilai signifikansi dari uji ini. Jika nilai sig
(signifikansi) > 0,05, maka varian kelompok data dikatakan homogen atau sama.
Namun, jika nilai sig (signifikansi) < 0,05, maka varian kelompok data dikatakan
tidak sama atau tidak homogen. Hasil uji homogenitas yang didapatkan dapat
dilihat pada Tabel 5.2.

Nilai signifikansi pada uji Levene didapatkan p-value < 0,05 (0,013) sehingga
data memiliki variansi yang tidak homogen. Dengan demikian syarat-syarat uji One
Way ANOVA tidak terpenuhi maka akan dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis
sebagai uji non parametrik. Uji Kruskal Wallis adalah uji nonparametrik
berdasarkan peringkat mean yang bertujuan untuk menentukan perbedaan
signifikan secara statistik antara dua kelompok variabel bebas atau lebih terhadap
variabel terikat yang berskala data numerik (interval/rasio) dan ordinal. Uji ini
merupakan uji alternatif dari uji One Way ANOVA jika tidak memenuhi asumsi
variansi sama dan/atau normalitas.

Uji aktivitas antibakteri pada pemberian nanopartikel Ag/TiO» terhadap
pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dilakukan dengan
menggunakan uji Kruskal Wallis. Kriteria pengujian menyebutkan apabila sig <
level of significance (a = 0,05) maka hipotesis penelitian diterima, sehingga dapat
dinyatakan bahwa minimal ada satu pasang kelompok perlakuan yang berbeda
signifikan pada pemberian nanopartikel Ag/TiO> terhadap pertumbuhan bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR.

Berdasarkan Tabel 5.5 diketahui bahwa uji aktivitas antibakteri dari material

nanopartikel Ag/TiO, menghasilkan nilai sig 0,009 pada vji Kruskal Wallis. Nilai
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sig yang diperoleh < a (0,05) sehingga hipotesis penelitian ini diterima atau HO
ditolak dan H1 diterima.

Uji Kruskal Wallis hanya dapat digunakakn untuk melihat ada tidaknya
aktivitas antibakteri pada setiap kelompok, tetapi tidak dapat digunakan untuk
melihat seberapa besar perbedaan aktivitas antibakteri tiap kelompok perlakuan
sehingga dilakukan uji Post Hoc selajutnya yaitu uji Mann-Whitney. Uji Post Hoc
yang dilakukan sebagai kelanjutan dari uji Kruskal Wallis adalah uji Mann-Whitney
karena data lebih dari dua kelompok dengan tujuan mengetahui besar perbedaan
aktivitas antibakteri pada tiap kelompok perlakuan dan kontrol. Adapun kriteria dari
uji ini apabila satu pasang perlakuan menghasilkan probabilitas < level of
significance (a = 0,05) maka dapat dinyatakan terdapat pengaruh pemberian
perlakuan yang berbeda signifikan terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.
Hasil analisis Post Hoc Mann-Whitney perbedaan pengaruh pemberian material
nanopartikel Ag/TiO> terhadap diameter zona hambat bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR dapat dilihat pada Tabel 5.6.

Tabel 5. 6 Hasil Uji Post Hoc Mann-Whitney

Sampel K+ K- Algo/}‘;\(zz Alg(]/?llt/l)z TiO:2
K+ - 0.037* 0.046* 0.050 0.050
K- 0.037* - 0.034* 0.037* 0.037*
Ag/Ti02102 M 0.046* 0.034* - 0.046* 0.046*
Ag/Ti0210° M 0.050 0.037* 0.046* - 0.050
TiO: 0.050 0.037* 0.046* 0.050 -

Keterangan: *Terdapat perbedaan signifikan (P < 0,05)

Berdasarkan Tabel 5.6 di atas, dapat diketahui bahwa kelompok kontrol
positif yaitu pemberian antibiotik meropenem memiliki perbedaan diameter zona
hambat yang berbeda signifikan terhadap kontrol negatif (0.037) dan nanopartikel

Ag/TiO; konsentrasi 102 M (0.046). Sedangkan kontrol negatif berbeda signifikan
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terhadap semua sampel, yaitu nanopartikel Ag/TiO> konsentrasi 102 M (0.034),
Ag/TiO; konsentrasi 10> M (0.037), senyawa TiO, (0.037) dan kontrol positif
(0.037). Nilai dari hasil uji Mann Whitney dari nanopartikel Ag/TiO, konsentrasi
102 M terhadap nanopartikel Ag/TiO, konsnetrasi 10~ menunjukkan nilai 0.46.
Berdasar pada nilai p-value < 0,05, hal ini menandakan bahwa antara keduanya
memiliki perbedaan efek yang signifikan terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella
pneumoniae  MDR. Selain itu, terdapat juga perbedaan yang signifikan antara
senyawa TiO, dengan nanopartikel Ag/TiO, konsentrasi 102 M (0.046). Sedangkan
senyawa TiO; tidak memiliki perbedaan efek yang signifikan terhadap nanopartikel
Ag/TiO: konsetrasi 10> M (0,050). Hal ini menandakan bahwa antarkeduanya
memiliki efek yang hampir sama terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR.
5.3.2 Analisis Data Jumlah Koloni Klebsiella pneumoniae MDR

Analisis data pada metode ini menggunakan uji statistik One Way ANOVA
atau Kruskal Wallis untuk mencari perbandingan signifikan antara kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol. Jika data memenuhi dua asumsi klasik yaitu Uji
Normalitas dan Uji Homogenitas, maka akan digunakan One Way ANOVA.
Namun jika tidak memenuhi salah satu atau keduanya, maka akan digunakan
Kruskal Wallis. Kemudian dilanjutkan dengan Uji Post Hoc. Analisis data
dilakukan dengan derajat kepercayaan 95% (a = 0,05) pada aplikasi SPSS 20 for
windows.

Data jumlah koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang telah

ditumbuhkan pada MHA setelah dilusi tabung didapatkan dalam satuan CFU
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(Colony Forming Unit). Hasil perhitungan menggunakan colony counter ini
kemudian dilakukan uji normalitas menggunakan Shapiro Wilk dan uji homogenitas
menggunakan uji Levene. Lalu dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis dan uji Post
Hoc.

Uji normalitas terhadap perhitungan jumlah pertumbuhan koloni bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR berdasarkan pemberian nanopartikel Ag/TiO:
bertujuan untuk mengetahui apakah data memiliki sebaran normal atau tidak. Uji
normalitas dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk karena jumlah data kurang
dari 50 data yaitu hanya 24 data dengan kriteria apabila nilai sig > level of
significance (a = 5%) maka data dinyatakan normal. Sebaliknya, apabila nilai sig
(signifikansi) < level of significance (a = 5%) maka data penelitian tidak
berdistribusi normal. Hasil uji normalitas terhadap jumlah pertumbuhan koloni
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR berdasarkan pemberian nanopartikel Ag/TiO»

dapat dilihat melalui Tabel 5.7.

Tabel 5. 7 Hasil Analisis Statistika Jumlah Koloni Bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR dalam Jangka Waktu Tertentu

. Uji Normalitas Uji Homogenitas . .
Jumlah Koloni (;hapiro Wilk) J( LevenegTest) Uji Kruskal Wallis
Ag/TiO2 10 M 0.426
Ag/TiO210°M 0.218
TiO2 0.399 0.002%* 0.008%**
Kontrol Positif 0.117
Kontrol Negatif 0.717
Keterangan: * data tidak terdistribusi normal (p < 0,05)

** kelompok varian data tidak homogen (p < 0,05)
*** terdapat perbedaan data zona hambat secara signifikan (p < 0,05)

Berdasarkan Tabel 5.7 dapat diketahui bahwa uji normalitas perhitungan
CFU/mL dari jumlah koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR melalui metode

Time Kill Assay menghasilkan sig Shapiro Wilk > 0,05 pada nanopartikel Ag/TiO»
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102 M (0.426), nanopartikel Ag/TiO2 10 M (0.218), TiO2 (0.399), kontrol positif
(0.117) dan kontrol negatif (0.717). Dari hasil uji normalitas Shapiro Wilk tersebut,
maka data memenuhi kriteria data distribusi normal karena data dapat dikatakan
berdistribusi normal jika semua data bernilai sig (signifikansi) > 0,05. Sehingga
data jumlah koloni (CFU/mL) bakteri Klebsiella pneumoniae  MDR memenuhi
asumsi normalitas.

Uji homogenitas dilakukan bertujuan untuk menentukan apakah variansi data
penelitian homogen atau tidak. Uji homogenitas yang digunakan adalah Levene
Test. Homogenitas data dapat dilihat dari nilai signifikansi dari uji ini. Jika nilai sig
(signifikansi) > 0,05, maka varian kelompok data dikatakan homogen atau sama.
Namun, jika nilai sig (signifikansi) < 0,05, maka varian kelompok data dikatakan
tidak sama atau tidak homogen. Hasil uji homogenitas yang didapatkan dapat
dilihat pada Tabel 5.7.

Nilai signifikansi pada uji Levene didapatkan p-value < 0,05 (0,002) sehingga
data memiliki variansi yang tidak homogen. Dengan demikian syarat-syarat uji One
Way ANOVA tidak terpenuhi maka akan dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis
sebagai uji non parametrik. Uji Kruskal Wallis adalah uji nonparametrik
berdasarkan peringkat mean yang bertujuan untuk menentukan perbedaan
signifikan secara statistik antara dua kelompok variabel bebas atau lebih terhadap
variabel terikat yang berskala data numerik (interval/rasio) dan ordinal. Uji ini
merupakan uji alternatif dari uji One Way ANOVA jika tidak memenuhi asumsi

variansi sama dan/atau normalitas.
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Uji aktivitas antibakteri pada pemberian nanopartikel Ag/TiO> terhadap
pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dengan menggunakan metode
Time Kill Assay dilakukan dengan menggunakan uji Kruskal Wallis. Kriteria
pengujian menyebutkan apabila sig < level of significance (a = 0,05) maka hipotesis
penelitian diterima, sehingga dapat dinyatakan bahwa minimal ada satu pasang
kelompok perlakuan yang berbeda signifikan pada pemberian nanopartikel
Ag/TiO: terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae MDR.

Berdasarkan Tabel 5.7 diketahui bahwa uji aktivitas antibakteri dari material
nanopartikel Ag/TiO, dengan metode Time Kill Assay menghasilkan nilai sig 0,002
pada uji Kruskal Wallis. Nilai sig yang diperoleh < a (0,05) sehingga hipotesis
penelitian ini diterima atau HO ditolah dan H1 diterima. Oleh karena itu, dapat
disimpulkan bahwa minimal ada satu pasang perlakuan yang berbeda signifikan
pada jumlah pertumbuhan koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR setelah
pemberian nanopartikel Ag/TiO».

Uji Kruskal Wallis hanya dapat digunakan untuk melihat ada tidaknya
aktivitas antibakteri pada setiap kelompok, tetapi tidak dapat digunakan untuk
melihat seberapa besar perbedaan aktivitas antibakteri tiap kelompok perlakuan
sehingga dilakukan uji Post Hoc selajutnya yaitu uji Dunn. Uji Post Hoc yang
dilakukan sebagai kelanjutan dari uji Kruskal Wallis adalah uji Dunn karena data
lebih dari dua kelompok dengan tujuan mengetahui besar perbedaan aktivitas
antibakteri pada tiap kelompok perlakuan dan kontrol. Adapun kriteria dari uji ini
apabila satu pasang perlakuan menghasilkan probabilitas < level of significance (a

= 0,05) maka dapat dinyatakan terdapat pengaruh pemberian perlakuan yang
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berbeda signifikan terhadap jumlah pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae
MDR. Hasil analisis Post Hoc Dunn perbedaan pengaruh pemberian material
nanopartikel Ag/TiO; terhadap jumlah koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
pada interval waktu tertentu dapat dilihat pada Tabel 5.6.

Tabel 5. 8 Nilai P hasil uji post hoc Dunn sampel nanopartikel Ag/TiO2 terhadap
Kontrol negatif

Sampel Waktu
20 menit 1 jam 6 jam 24 jam
K+ 0.009* 0.000* 0.000* 0.000*
Ag/TiO2 102 M 0.905 0.874 0.632 0.057
Ag/TiO2 10° M 0.015* 0.015* 0.000%* 0.000*
TiO2 0.632 0.878 0.405 0.754

Keterangan: *Terdapat perbedaan signifikan (P < 0,05)

Uji post hoc Dunn merupakan metode statistik non-parametrik yang
digunakan untuk melakukan perbandingan berganda setelah melakukan uji Kruskal
Wallis yang menunjukkan adanya perbedaan signifikan antara tiga atau lebih
kelompok sampel independen (Shynta, 2022). Uji ini dilakukan untuk
mengidentifikasi pasangan kelompok mana yang berbeda secara signifikan. Pada
penelitian ini, uji post hoc Dunn dilakukan pada masing-masing interval waktu,
yaitu 20 menit, 1 jam, 6 jam dan 24 jam.

Hasil uji post hoc Dunn yang disajikan pada tabel di atas menunjukkan
perbedaan yang signifikan dalam aktivitas antibakteri dari berbagai sampel
terhadap bakteri Klebsiella pneumonia MDR pada berbagai interval waktu. Tabel
5.8 menampilkan nilai p hasil uji post hoc Dunn untuk perbandingan nilai kontrol
positif pada berbagai sampel nanopartikel Ag/TiO» terhadap kontrol negatif pada
empat interval waktu yang berbeda, yaitu 20 menit, 1 jam, 6 jam, dan 24 jam. Hasil

uji menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan (p < 0.05) pada semua
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interval waktu untuk sampel kontrol positif terhadap kontrol negatif dengan nilai p
masing-masing sebesar 0.009 pada 20 menit, 0.000 pada 1 jam, 6 jam, dan 24 jam.
Demikian pula, sampel Ag/TiO, 10° M menunjukkan perbedaan signifikan pada
semua interval waktu terhadap kontrol negatif dengan nilai p sebesar 0.015 pada 20
menit dan 1 jam, serta 0.000 pada 6 jam dan 24 jam.

Sebaliknya, sampel Ag/TiO, 102 M dan TiO; tidak menunjukkan perbedaan
signifikan terhadap kontrol negatif pada semua interval waktu yang diuji. Nilai p
untuk sampel Ag/Ti0, 10”2 M terhdap kontrol negatif adalah 0.905 pada 20 menit,
0.874 pada 1 jam, 0.632 pada 6 jam, dan 0.057 pada 24 jam. Sedangkan nilai p
untuk sampel TiO: terhadap kontrol negatif adalah 0.632 pada 20 menit, 0.878 pada
1 jam, 0.405 pada 6 jam, dan 0.754 pada 24 jam. Hal ini menunjukkan bahwa kedua
sampel ini tidak mengalami perubahan signifikan dibandingkan dengan kontrol
negatif pada setiap waktu pengamatan.

Perbedaan signifikan antara kontrol negatif dan sampel Ag/TiO> 10~ M dapat
disebabkan oleh beberapa faktor. Nanopartikel Ag dalam sampel Ag/TiO> 10> M
diketahui memiliki aktivitas antimikroba yang kuat karena kemampuannya
menghasilkan radikal bebas yang merusak membran sel bakteri dan mengganggu
fungsi seluler (Chen and Schluesener, 2008). Selain itu, nanopartikel Ag dapat
berinteraksi dengan komponen seluler lainnya, menyebabkan stres oksidatif dan
akhirnya mempengaruhi viabilitas sel (Rai et al., 2009). Pada konsentrasi yang
lebih rendah seperti 10° M, nanopartikel ini mungkin lebih efektif dalam
menembus sel dan menyebabkan kerusakan dibandingkan dengan konsentrasi yang

lebih tinggi di mana partikel dapat mengagregasi dan mengurangi efisiensinya (Rai
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et al., 2009). Selain itu, pada sampel Ag/TiO2 10~ M terdapat perbedaan signifikan
mungkin disebabkan oleh efek antimikroba dan fotokatalitik dari nanopartikel
perak (Ag) yang terkandung dalam TiO; (Moritz and Geszke-Moritz, 2013).

Sebaliknya, tidak adanya perbedaan signifikan pada sampel Ag/TiO> 102 M
dan TiO2 mungkin disebabkan oleh efek yang lebih stabil atau terdistribusi merata
dari nanopartikel pada konsentrasi yang lebih tinggi, atau karena sifat fotokatalitik
TiO2 yang memerlukan kondisi tertentu seperti pencahayaan UV untuk diaktifkan
sepenuhnya (Moritz and Geszke-Moritz, 2013). Dalam kondisi uji yang tidak
optimal, aktivitas fotokatalitik TiO, mungkin tidak cukup untuk menghasilkan
perubahan signifikan (Fujishima et al., 2000).

Dari hasil ini, terlihat bahwa efektivitas antibakteri nanopartikel Ag/TiO»
sangat dipengaruhi oleh konsentrasi nanopartikel dan waktu paparan. Semakin
rendah konsentrasi nanopartikel dan semakin lama waktu paparan, maka aktivitas
antibakterinya cenderung meningkat. Hal ini bisa dijelaskan oleh fakta bahwa
nanopartikel perak (Ag) dikenal memiliki sifat antibakteri yang kuat, yang bekerja
melalui beberapa mekanisme, termasuk pelepasan ion perak yang dapat merusak
membran sel bakteri, mengganggu fungsi enzim, dan menyebabkan stress oksidatif
pada sel bakteri (Amin, 2019). Selain itu, TiO2 juga memiliki sifat fotokatalitik
yang dapat menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) ketika terpapar cahaya,
yang juga dapat merusak sel bakteri. Kombinasi Ag dan TiO> dalam nanopartikel
ini memberikan efek sinergis yang meningkatkan aktivitas antibakteri secara
keseluruhan (Rahmad, 2018). Namun, efektivitas ini juga tergantung pada

konsentrasi dan waktu, di mana konsentrasi yang lebih rendah dan waktu paparan
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yang lebih lama memberikan lebih banyak peluang bagi nanopartikel untuk
berinteraksi dengan sel bakteri dan mengekspresikan efek antibakterinya.

Dari hasil tersebut, mencerminkan bahwa nanopartikel Ag/TiO, dapat
menjadi strategi efektif untuk mengatasi infeksi yang disebabkan oleh bakteri
Klebsiella pneumonia MDR dengan pengaturan yang tepat dari konsentrasi dan
durasi paparan untuk mencapai hasil optimal dalam menekan pertumbuhan bakteri.
Nanopartikel Ag/TiO> dapat secara efektif menghambat atau membunuh bakteri
patogen yang sulit diobati dengan dilakukan pelapisan pada alat medis sehingga
dapat menekankan penyebaran pneumonia. Hal ini juga membuka jalan bagi
pengembangan terapi antibakteri baru yang dapat mengatasi tantangan resistensi
antibiotiik.

5.5 Integrasi Sains dan Islam dalam Penemuan Antibakteri dari

Nanopartikel Ag/TiOz

Penelitian ini menunjukkan dengan adanya ilmu pengetahuan, kita mampu
mengetahui berbagai macam hal yang tentunya bertujuan untuk menambah
ketauhidan dan kepercayaan kita kepada ajaran-ajaran Allah yang dijelaskan dalam
Al-Qur’an, Allah berfirman dalam Al-Qur’an suret a/-Hajj ayat 54 yang berbunyi:
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Artinya: “Dan agar orang-orang yang telah diberi ilmu, meyakini bahwasanya Al-
Qur’an itulah yang hak dari Tuhanmu lalu mereka beriman dan tunduk hati mereka
kepadanya, dan sesungguhnya Allah adalah pemberi petunjuk bagi orang-orang
yang beriman kepada jalan yang lurus” (OS. Al-Hajj ayat 54).
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Imam Burhanuddin Az-zarnuji dalam kitab Ta’limul Muta’alimt elah
menjelaskan banyak manfaat dalam mencari ilmu. Jadi hendaknya manusia tidak
mengabaikan apa yang bermanfaat dan apa yang berbahaya di dunia dan di
akhiratnya, seperti halnya bakteri patogen yang kecil namun dapat membahayakan
kesehatan manusia apabila terinfeksi. Adapun Allah Swt. telah memfasilitasi
umatnya untuk terus berkembang melalui ciptaan-ciptaannya. Semua ciptaan Allah
memiliki manfaat dan harus dimanfaatkan. Karena dengan terungkapnya rahasia-
rahasia alam melalui hasil penelitian mempertebal keimanan kepada Allah sebagai
pencipta alam semesta ini, juga akan menambah khazanah pengetahuan tentang
alam untuk dimanfaatkan dalam kesejahteraan hidup umat manusia.

Nanopartikel Ag/TiO2 merupakan senyawa yang diduga memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri gram positif maupun gram negatif. Nanopartikel ini
juga merupakan penemuan baru yang diperoleh melalui proses sintesis dari AgNO3
konsentrasi 10"! M yang kemudian diencerkan menjadi konsentrasi 102 M dan 10
3 M. Al-quran memang tidak menjelaskan secara spesifik mengenai manfaat
nanopartikel Ag/TiOz bagi manusia, namun Allah selalu mendorong manusia untuk
berdzikir dan berfikir atas semua ciptaan-Nya, sebagaimana firman Allah Swt.

dalam suret ali Imon ayat 190-191:
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Artinya: Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal,
(vaitu) orang-orang yang menginget allah sambil berdiri, duduk, atau dalam
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keadaan berbaring, dan memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata), "Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia. Maha
Suci Engkau. Lindungilah kami dari azab neraka." (Q.S Ali-Imron ayat 190-191).

Salah satu ciri menusia yang beriman adalah manusia yang selalu berdzikir
dan berfikir mengenai penciptaan langit dan bumi yang tidak diciptakan dengan sia-
sia. Mengetahui hal tersebut, maka peneliti memilih untuk melakukan penelitian
mengenai manfaat dari salah dzat di bumi yaitu nanopartikel Ag/TiO> melalui
eksperimen pemberian nanopartikel Ag/TiO» terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae MDR.

Shihab (1999) juga menegaskan mengenai tugas manusia di bumi yaitu
memakmurkan bumi yang telah diciptakan dan diberikan oleh Allah Swt. untuk
mendukung kehidupan manusia, yang intinya meliputi:

b. Al-Intifa’ (mengambil manfaat dan mendayagunakan sebaik-baiknya)

c. Al-I'tibar (mengambil pelajaran, memikirkan, mensyukuuri atas alam semesta
ciptaan Allah Swt.)

d. Al-Islah (memelihara dan menjaga kelestarian)

Penelitian yang telah dilakukan merupakan salah satu implementasi dari Al-
I'tibar dalam memikirkan penciptaan langit dan bumi untuk mensyukuri ciptaan
Allah Swt. yang diberikan cuma-cuma kepada manusia. Hasil penelitian yang
didapatkan menunjukkan adanya diameter zona hambat yang dihasilkan oleh
nanopartikel Ag/TiO> dengan konsentrasi 10> M dan 10> M dan jumlah koloni
yang berkurang seiring waktu inkubasi yang berarti bahwa nanopartikel tersebut
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella penumoniae MDR dengan

konsentrasi tertentu. Melalui pengukuran zona hambat dan perhitungan jumlah
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koloni yang telah dilakukan, hal ini memberikan pengetahuan baru bagi umat
manusia bahwa nanopartikel Ag/TiO> dapat menghambat dan membunuh bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR dengan konsentrasi sampel yang lebih rendah. Sesuai
dengan A/-Intifa’ yaitu mengambil manfaat dan mendayagunakan sebaik-baiknya,
maka peneliti ingin menggunakan manfaat kemampuan antibakteri dari
nanopartikel Ag/TiO: ini sebagai pelapis pada alat medis untuk mencegah
penularan penyakit pneumonia oleh bakteri Klebsiella pneumoniae MDR yang
sulit untuk disembuhkan, tanpa melupakan aspek Al-Islah yaitu memelihara dan
menjaga kelestarian nanopartikel Ag/TiO2, sebagaimana dalam surat Asy-Syu’ara
ayat 80:
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Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkanku.” (Q.S Asy-
Syu’ara ayat 80).

Ayat di atas memberikan petunjuk dan penjelasan bagi umat manusia bahwa
Allah Swt. telah menjadikan obat untuk segala penyakit yang diturunkan oleh-Nya,
tetapi Allah Swt. menyembunyikan pengetahuan tentang hal tersebut dari manusia
dan menjadikan dari mereka jalan kepadanya (Al-Jauziyah, 2005). Oleh karena itu

Nabi Muhammad saw. memperkuat ayat tersebut dengan sebuah hadits yang

diriwayatkan oleh Abu Hurairah:
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Artinya: “Diriwayatkan oleh Abu Hurairah bahwa Rasulullah saw. bersabda:
Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan penawarnya”
(HR. Bukhori: 5246).
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Dalil di atas menjadi dasar bahwa nanopartikel Ag/TiO> dapat menjadi
penawar atau pencegah untuk penyebaran penyakit penuumonia sehingga dapat
menurunkan angka prevalensi dan mortalitas akibat pneumonia di Indonesia.

Bukti dari adanya aktivitas penghambatan pada bakteri Klbesiella
pneumoniae MDR oleh nanopartikel Ag/TiO; dihasilkan zona bening dan jumlah
koloni yang bervariasi pada media agar. Hasil yang bervariasi karena setiap hal
memiliki ketentuan dan ukuran masing-masing sebagaimana firman Allah dalam

QS. Al-Furgan ayat 2:

=
o z - ’e @3
S 5. 0@

il 5558 505
Artinya: “Yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak
ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(-Nya), dan Dia menciptakan segala sesuatu,
lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat” (Q.S Al-Furqon ayat 2).

Kata gaddar dalam segi bahasa berarti kadar tertentu yang tidak bertambah
atau berkurang. Kata gaddar diartikan juga sebagai ketentuan dan sistem yang
ditetapkan terhadap segala sesuatu. Ayat ini memberikan penjelasan sesuatu telah
diatur rapi dengan ukuran-ukuran tertentu (Shihab, 2002). Hasil yang diperoleh
dalam penelitian ini adalah daya hambat yang dihasilkan oleh bakteri Klebsiella
pneumoniae yang diteliti termasuk dalam kategori kecil sampai sedang terhadap

bakteri patogen yang diuji. Diriwayatkan dari Jabir berkata, rasulullah saw.

bersabda:
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Artinya: “Orang beriman itu bersikap ramah dan tidak ada kebaikan bagi seorang
yang tidak bersikap ramah. Dan sebaik-baiknya manusia adalah orang yang paling
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bermanfaat bagi manusia”.(HR. Al-Qadlaa’iy dalam Musnad Asy-Syihaab no. 129,
Ath-Thabaraaniy dalam Al-Ausath no. 5787)

Manfaat yang bisa diberikan kepada orang lain tidak selalu tentang materi
tapi juga bisa dengan ilmu yang bermanfaat. Baik ilmu agama maupun ilmu umum.
Bahkan, seseorang yang memiliki ilmu yang kemudian disebarkan kepada orang
lain dan membawa kemanfaatan bagi orang tersebut dengan datangnya hidayah
kepada-Nya, maka ini adalah keberuntungan yang sangat besar. Demikian hasil dari
penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat bagi banyak pihak dan memberikan kontribusi
pada dunia kesehatan.

Dalam perspektif Islam, penelitian mengenai aktivitas antibakteri
nanopartikel Ag/TiO» terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR dapat
diartikan sebagai usaha ilmiah untuk menjaga kesehatan dan kesejahteraan
manusia. Islam memberikan dorongan besar terhadap ilmu pengetahuan dan
penelitian yang bermanfaat bagi umat manusia, serta menganggap kesehatan
sebagai amanah yang perlu dijaga dengan sebaik-baiknya.

Penelitian ini dapat dipandang sebagai bentuk ikAtiar dalam memahami dan
mencari solusi terhadap tantangan kesehatan, khususnya dalam menghadapi bakteri
Klebsiella pneumoniae MDR yang resisten terhadap antibiotik konvensional.
Dengan memanfaatkan teknologi nanopartikel Ag/TiO», penelitian ini dapat
memiliki dampak positif terhadap pengembangan terapi antibakteri yang lebih
efektif.

Dalam Islam, penggunaan ilmu pengetahuan dan teknologi untuk
meningkatkan kesehatan manusia dianggap sebagai bentuk ibadah. Prinsip-prinsip

kehati-hatian dan keseimbangan dalam penggunaan teknologi juga ditekankan
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sehingga penelitian ini harus dilakukan dengan mempertimbangkan etika, dampak
lingkungan, dan keamanan. Selain itu juga, Islam mendorong upaya kolaboratif dan
pengetahuan yang bersifat bermanfaat bagi umat manusia secara keseluruhan.
Dalam hal ini, penting bagi para peneliti untuk memastikan bahwa penelitian
atau eksperimental dapat membawa manfaat dan kebaikan bagi masyarakat. Oleh
karena itu, dari perspektif Islam penelitian ini dapat dianggap sebagai bentuk
pengabdian intelektual dan tanggung jawab sosial untuk meningkatkan kesehatan
dan kesejahteraan umat manusia dengan tetap memperhatikan nilai-nilai etika dan

moral yang diakui dalam ajaran Islam.



BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengamatan dan analisis data serta pembahasan yang telah
dilakukan, melalui uji aktivitas antibakteri menggunakan Kirby Bauer dan Time Kill
Assay menunjukkan nanopartikel Ag/TiO2> memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR. Pada uji Kirby Bauer terjadi pembentukan
zona hambat yang semakin besar seiring penurunan konsnetrasi nanopartikel.
Sedangkan pada uji Time Kill Assay menunjukkan terjadinya reduksi jumlah koloni
bakteri secara signifikan setelah inkubasi dengan nanopartikel. Hal ini dapat
disimpulkan bahwa nanopartikel Ag/TiO> memiliki aktivitas antibakteri, baik
bakteriostatik maupun bakterisidal terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae MDR
secara in vitro. Semakin rendah konsentrasi nanopartikel Ag/TiO; yang diberikan,
maka semakin besar aktivitas antibakterinya untuk menghambat pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumoniae MDR secara in vitro.
6.2 Saran

Pengembangan penelitian harus terus dilakukan untuk kemajuan ilmu
sehingga bermanfaat bagi kehidupan manusia. Oleh karena itu, berikut adalah
beberapa saran untuk peneliti selanjutnya dalam melakukan penelitian kedepannya.
1. Perlunya melakukan penelitian lebih lanjut dengan metode in vivo untuk

menguji aktivitas antibakteri nanopatikel Ag/TiO: terhadap bakteri Klebsiella

pneumoniae MDR.
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2. Perlunya melakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek samping dan
toksisitas dari penggunaan nanopartikel Ag/TiO2 sebagai alternatif pelapis alat
medis untuk mencegah penyebaran pneumoniae akibat Klebsiella pneumoniae

MDR.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Bahan Penelitian

3.

Perhitungan Media LB Broth
Media LB Broth (25 gram/1000 ml) dibuat dalam erlenmeyer 250 ml sebanyak
100 ml

25gram  m

1000 ml ~ 100 ml
25 gram x 100 ml

m= 1000 i = 2,5 gram

. Perhitungan Media Mueller Hinton Agar

Media Mueller Hinton Agar (38 gram/1000 ml) dibuat dalam 2 erlenmeyer 250
ml sebanyak 250 ml

38gram  m
1000 ml ~ 250 ml

_ 38gramx250ml 9.5
=T 000 I

Total MHA yang digunakan = 9,5 gram x 2 = 19 gram

. Perhitungan Media Mueller Hinton Agar

Media Mueller Hinton Agar (38 gram/1000 ml) dibuat dalam 5 erlenmeyer 250
ml sebanyak 250 ml

38gram  m
1000 ml ~ 250 ml

_ 38 gramx 250 ml
B 1000 ml

m = 9,5 gram

Total MHA yang digunakan = 9,5 gram x 5 = 47,5 gram
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6. Perhitungan Pengenceran Kontrol Positif Meropenem
Kontrol positif Meropenem injeksi 1 gram (5 ml/250 mg) diencerkan dengan
aquadest

Sml v
250 gram 1000 mg

_5ml 1000mg

v = 250 mg 20 ml

Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian Metode Kirby Bauer

Gambar Sampel




Lampiran 3. Hasil Uji Dunn Metode Kruskal Wallis
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Ag/TiO2 | Ag/TiO2 .
Waktu Sampel K+ K- 102 M 105 M TiO:
K+ - 0.009* 0.005* 0.678 0.011*
K- 0.009* - 0.905 0.015* 0.632
20 menit | Ag/TiO2 102 M 0.005%* 0.905 - 0.016* 0.549
Ag/TiO210° M 0.678 0.015%* 0.016* - 0.042*
TiO: 0.011* 0.632 0.549 0.042* -
K+ - 0.000* 0.002* 0.872 0.011*
K- 0.000* - 0.784 0.015%* 0.878
1 jam Ag/TiO2 102 M 0.002* 0.874 - 0.009* 0.359
Ag/TiO210° M 0.872 0.015* 0.009* - 0.019*
TiO: 0.011* 0.878 0.359 0.019* -
K+ - 0.000* 0.000* 0.905 0.001*
K- 0.000* - 0.632 0.000* 0.405
6 jam Ag/TiO2 102 M 0.000* 0.632 - 0.002* 0.359
Ag/TiO210° M 0.905 0.000* 0.002* - 0.020*
TiO: 0.001* 0.405 0.359 0.020* -
K+ - 0.000* 0.034* 1.000 0.000*
K- 0.000* - 0.057 0.000* 0.754
24 jam Ag/TiO2 102 M 0.034* 0.057 - 0.001* 0.075
Ag/Ti0210° M 1.000 0.000* 0.001* - 0.000*
TiO2 0.000* 0.754 0.075 0.000* -
Keterangan: *Terdapat perbedaan signifikan (P < 0,05)
Lampiran 4. Uji Normalitas Diameter Zona Hambat
Case Processing Summary
Antibakteri Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Ag/TiO2 10-2 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Ag/TiO2 10-3 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Zona Hambat  TiO2 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Positif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Negatif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Descriptives?
Antibakteri Statistic | Std. Error
Mean 1.1333 .03333
Zona Hambat  Ag/TiO2 10-2 95% Confidence Interval for Lower Bound .9899
Mean Upper Bound 1.2768




Ag/TiO2 10-3

TiO2

140

5% Trimmed Mean

Median 1.1000

Variance .003

Std. Deviation .05774

Minimum 1.10

Maximum 1.20

Range 10

Interquartile Range

Skewness 1.732 1.225
Kurtosis

Mean 6.3033 .05783
95% Confidence Interval for Lower Bound 6.0545

Mean Upper Bound 6.5522

5% Trimmed Mean

Median 6.3100

Variance .010

Std. Deviation .10017

Minimum 6.20

Maximum 6.40

Range .20

Interquartile Range

Skewness -.298 1.225
Kurtosis

Mean 6.9400 .24028
95% Confidence Interval for Lower Bound 5.9062

Mean Upper Bound 7.9738

5% Trimmed Mean

Median 7.1600

Variance A73

Std. Deviation 41617

Minimum 6.46

Maximum 7.20

Range .74

Interquartile Range

Skewness -1.714 1.225
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Kurtosis

Mean 33.9667 49777

95% Confidence Interval for Lower Bound 31.8249

Mean Upper Bound 36.1084

5% Trimmed Mean

Median 33.8000

Variance 743
Kontrol Positif ~ Std. Deviation .86217

Minimum 33.20

Maximum 34.90

Range 1.70

Interquartile Range

Skewness .837 1.225

Kurtosis

a. Zona Hambat is constant when Antibakteri = Kontrol Negatif. It has been omitted.
Tests of Normality®
Antibakteri Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ag/TiO2 10-2 .385 3 .750 3 .000
Ag/TiO2 10-3 193 3 .997 3 .890
Zona Hambat

TiO2 .368 3 .790 3 .092
Kontrol Positif .243 3 972 3 .679

a. Lilliefors Significance Correction

b. Zona Hambat is constant when Antibakteri = Kontrol Negatif. It has been omitted.
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Lampiran 5. Uji Homogenitas Diameter Zona Hambat
Test of Homogeneity of Variances
Zona Hambat
Levene Statistic df1 df2 Sig.
5.528 4 10 .013
ANOVA
Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2326.497 4 581.624| 3127.348 .000
Within Groups 1.860 10 .186
Total 2328.357 14




Lampiran 4. Uji Kruskal Wallis Diameter Zona Hambat

Zona Hambat

Chi-Square 13.622
df 4
Asymp. Sig. .009

a. Kruskal Wallis

Test

b. Grouping Variable:

Antibakteri

Ranks
Antibakteri N Mean Rank
Ag/TiO2 10-2 3 5.00
Ag/TiO2 10-3 3 8.00
TiO2 3 11.00
Zona Hambat
Kontrol Positif 3 14.00
Kontrol Negatif 3 2.00
Total 15
Test Statistics®®

Lampiran 6. Uji Post Hoc Mann-Whitney Diameter Zona Hambat

1. Mann-Whitney Test Kontrol Porsitif dan Kontrol Negatif

Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
Kontrol Positif 3 5.00 15.00
Zona Hambat  Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
4

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-2.087
.037
.100°

a. Grouping Variable: Sampel
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b. Not corrected for ties.

2. Mann-Whitney Test Kontrol Porsitif dan Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi
102M

Ranks

Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks

Ag/TiO2 10-2 3 2.00 6.00
Zona Hambat ~ Kontrol Positif 3 5.00 15.00

Total 6

Test Statistics?
Zona Hambat

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-tailed) .046
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100°

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.

3. Mann-Whitney Test Kontrol Porsitif dan Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi
10°M

Ranks

Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks

Ag/TiO2 10-3 3 2.00 6.00
Zona Hambat  Kontrol Positif 3 5.00 15.00

Total 6

Test Statistics?
Zona Hambat

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100°

a. Grouping Variable: Sampel



b. Not corrected for ties.

4. Mann-Whitney Test Kontrol Porsitif dan Senyawa TiOz

Zona Hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-1.964
.050
.100P

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.

Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
TiO2 3 2.00 6.00
Zona Hambat  Kontrol Positif 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics?
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5. Mann-Whitney Test Kontrol Negatif dan Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi

102 M
Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
Ag/TiO2 10-2 3 5.00 15.00
Zona Hambat  Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-2.121
.034
.100

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.
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6. Mann-Whitney Test Kontrol Negatif dan Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi

10°M
Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
Ag/TiO2 10-3 3 5.00 15.00
Zona Hambat  Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-2.087
.037
.100

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.

7. Mann-Whitney Test Kontrol Negatif dan Senyawa TiO:2

Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
TiO2 3 5.00 15.00
Zona Hambat  Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-2.087
.037
.100°

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.



8. Mann-Whitney Test Nanopartikel Ag/TiO: Konsentrasi

Nanopartikel Ag/TiO: Konsentrasi 10 M

Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
Ag/TiO2 10-2 3 2.00 6.00
Zona Hambat  Ag/TiO2 10-3 3 5.00 15.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-1.993
.046
.100

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.
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102 M dan

9. Mann-Whitney Test Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi 102 M dan Senyawa

TiO2
Ranks
Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks
Ag/TiO2 10-2 3 2.00 6.00
Zona Hambat  TiO2 3 5.00 15.00
Total 6

Test Statistics?

Zona Hambat

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
6.000
-1.993
.046
.100°

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.
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10. Mann-Whitney Test Nanopartikel Ag/TiO2 Konsentrasi 10> M dan Senyawa

TiO2
Ranks

Sampel N Mean Rank | Sum of Ranks

Ag/TiO2 10-3 3 2.00 6.00
Zona Hambat  TiO2 3 5.00 15.00

Total 6

Test Statistics?
Zona Hambat

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100°

a. Grouping Variable: Sampel

b. Not corrected for ties.

Lampiran 7. Uji Lanjutan Kruskal Wallis Kirby Bauer

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of Zona Hambat i ::.pleensdent- Reject the
1 the same across categories of KruskF;l- 009 null
Antibakteri. Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.



Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

149

40.00
—_—
& 30.00
¥
E
[}
: —
s 20.00
o
N
10.00
— E—
0.00 T T T T I
AgITio210-2 Ag/TiO210-3 TiO2 Kontrol Positif Kontrol Negatif
Antibakteri

Pairwise Comparisons of Antibakteri

TiO2
11.00

Positif




Each node shows the sample average rank of Antibakteri.
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Sample1-Sample2 St e S o . TesS sig. © AdjSig®
Kontrol Negatif-Ag/TiO2 10-2 3.000 3.635 825 .409 1.000
Kontrol Negatif-Ag/TiO2 10-3 6.000 3.635 1.651 .099 .988
Kontrol Negatif-Ti02 9000 3.635 2.476 013 133
Kontrol Negatif-Kontrol Positif 12.000 3.635 3.301 .001 .010
Ag/TiO2 10-2-Ag/Ti02 103 -3.000 3635 -.825 .409 1.000
Ag/TiO2 10-2-Ti02 -6.000 3635 -1.651 .099 .988
Ag/TiO2 10-2-Kontrol Positif -9.000 3635 -2.476 013 133
Ag/TiO2 10-3-Ti02 -3.000 3635 -.825 .409 1.000
Ag/TiO2 10-3-Kontrol Positif -6.000 3635 -1.651 .099 .988
TiO2-Kontrol Positif -3.000 3635 -.825 409 1.000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the

same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is .05.



151

Continuous Field Information

6. N=15
Min = 0.00
Max = 34.90

5. Mean = 9.67
Std. Dev. = 12.90

2,

1.

0. T

0 10

Zona Hambat

Categorical Field Information

5
ol
-
"

Ag/mio210-2  Ag/Mio210-3 Kontrol Positif ~ Kontrol Negatif

Count




152

Lampiran 8. Uji Normalitas Jumlah Koloni bakteri Klebsiella pneumoniae MDR

Case Processing Summary

Antibakteri Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Ag/TiO2 10-2 4 100.0% 0 0.0% 4 100.0%
Ag/TiO2 10-3 4 100.0% 0 0.0% 4 100.0%
CFU/ml  TiO2 4 100.0% 0 0.0% 4 100.0%
Kontrol Positif 4 100.0% 0 0.0% 4 100.0%
Kontrol Negatif 4 100.0% 0 0.0% 4 100.0%
Descriptives
Antibakteri Statistic | Std. Error
Mean 5.3250 1.78556
95% Confidence Interval for Lower Bound -.3575
Mean Upper Bound 11.0075
5% Trimmed Mean 5.3989
Median 5.9900
Variance 12.753
Ag/TiO2 10-2 Std. Deviation 3.57113
Minimum .87
Maximum 8.45
Range 7.58
CFU/mi Interquartile Range 6.67
Skewness -612 1.014
Kurtosis -2.425 2.619
Mean .0450 .02958
95% Confidence Interval for Lower Bound -.0491
Mean Upper Bound 1391
5% Trimmed Mean .0428
Ag/TiO2 10-3
Median .0250
Variance .004
Std. Deviation .05916
Minimum .00




TiO2

Kontrol Positif

Kontrol Negatif

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean Upper Bound

5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
ean Upper Bound

5% Trimmed Mean

A3

A3

1
1.545
2.229
5.5100
1.6192
9.4008
5.5656
6.0100
5.979
2.44516
2.10
7.92
5.82
4.37
-1.158
2.266
.0225
-.0301
.0751
.0211
.0100
.001
.03304
.00

.07

.07

.06
1.560
2173
5.9900
2.5712
9.4088
6.0167
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1.014
2.619
1.22258

1.014
2.619
.01652

1.014
2.619
1.07428
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Median 6.2300

Variance 4.616

Std. Deviation 2.14857

Minimum 3.37

Maximum 8.13

Range 4.76

Interquartile Range 411

Skewness -.437 1.014

Kurtosis -2.314 2.619

Tests of Normality
Antibakteri Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ag/TiO2 10-2 .270 4 .899 4 426
Ag/TiO2 10-3 .284 4 .848 4 218
CFU/ml  TiO2 .329 4 .893 4 .399

Kontrol Positif .280 4 .808 4 A17
Kontrol Negatif .229 4 .950 4 717

a. Lilliefors Significance Correction




155

10.00
e
8.00] T
£.00 — |
£
2
T
Q
4.00 T
2.00
.00 I— m—
AgJ’TiOIQ 10-2 Ag.l’TiOIQ 10-3 TioR Kontrol Postif Korm'oIINegatif
Antibakteri
Lampiran 9. Uji Homogenitas Jumlah Koloni Bakteri
Test of Homogeneity of Variances
CFU/ml
Levene Statistic df1 df2 Sig.
6.801 4 15 .002
ANOVA
CFU/mI
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 150.108 4 37.527 8.035 .001
Within Groups 70.058 15 4.671
Total 220.166 19




Lampiran 10. Uji Kruskal Wallis Jumlah Koloni

Ranks
Antibakteri Mean Rank
Ag/TiO2 10-2 4 14.75
Ag/TiO2 10-3 4 5.00
TiOo2 4 14.00
CFU/ml
Kontrol Positif 4 4.00
Kontrol Negatif 4 14.75
Total 20

Test Statistics®?

CFU/ml
Chi-Square 13.856
df 4
Asymp. Sig. .008

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:
Antibakteri
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