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ABSTRAK

POTENSI ISOLAT Bacillus thuringiensis TERHADAP PERBAIKAN
HISTOPATOLOGI JARINGAN KULIT MENCIT (Mus musculus L., 1758)
YANG DIINFEKSI BAKTERI Staphylococcus aureus DAN Pseudomonas
aeruginosa MULTI DRUG RESISTANCE

Oleh

ADELINA PUTRI NDOLA MARI

Bakteri multi drug resistance menyebabkan lamanya proses penyembuhan luka dan
membentuk nanah (pus) pada kulit. Genus Bacillus berperan sebagai produsen antibiotik
alami. Penggunaan Bacillus mengurangi resiko pengembangan strain resisten antibiotik, jika
dibandingkan dengan salep antibiotik konvensional. Bakteri Bacillus thuringiensis memiliki
kemampuan menghasilkan bakteriosin yang disebut thuricin yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa sebagai salah satu agen penyebab infeksi
luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian salep B. thuringiensis
terhadap proses perbaikan histopatologi jaringan kulit mencit, serta untuk mengetahui
konsentrasi salep B. thuringiensis yang efektif dalam menyembuhkan luka sayat pada mencit.
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Strain bakteri B. thuringiensis
yang digunakan sebanyak 3 Strain (Bt1, Bt3, dan Bt7), dengan 6 perlakuan yaitu pemberian
salep Bt1 konsentrasi 5% dan 10%, salep Bt3 konsentrasi 5% dan 10%, salep Bt7 konsentrasi
5% dan 10% disertai dengan pemberian infeksi bakteri S.aureus dan P.aeruginosa pada luka
sayat mencit. Penelitian ini menggunakan 3 kontrol yaitu kontrol tanpa perlakuan, kontrol
positif dengan salep antibiotik aminoglikosida, dan kontrol negatif tanpa pemberian salep.
Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali, pemberian salep dilakukan secara topikal sebanyak
2x sehari selama 13 hari. Pengamatan dilakukan selama 14 hari dimulai pada hari ke-0 setelah
dilakukan pembuatan luka sayat. Parameter yang diamati yaitu kepadatan kolagen, perubahan
warna luka, pembengkakan luka, dan persentase penyembuhan luka. Analisis data dilakukan
secara statistik menggunakan One- Way ANOVA serta uji lanjut dengan Post Hoc Tukey HSD
pada taraf 5%. Hasil penelitian menunjukan bahwa pemberian salep Btl, Bt3, dan Bt7
berpotensi dalam membantu proses perbaikan dan penyembuhan histopatologi luka sayat kulit
mencit yang diinfeksikan bakteri S.aureus dan P.aeruginosa berdasarkan parameter
kepadatan kolagen, perubahan warna luka, dan persentase penyembuhan luka. Konsentrasi
5% merupakan konsentrasi yang paling efektif dalam menyembuhkan luka sayat kulit mencit
yang diinfeksikan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa multi drug resistance.

Kata Kunci: antibakteri, Bacillus thuringiensis, luka sayat, multi drug resistance



ABSTRACT

POTENTIAL OF Bacillus thuringiensis ISOLATES AGAINST
HISTOPATHOLOGICAL IMPROVEMENT OF MICE (Mus musculus L.,
1758) SKIN TISSUE INFECTED WITH Staphylococcus aureus AND
Pseudomonas aeruginosa BACTERIA MULTI DRUG RESISTANCE

By

ADELINA PUTRI NDOLA MARI

Multi-drug resistant bacteria caused prolonged wound healing and pus formation on the skin.
This can be caused by wound infection due to multi drug resistant bacteria such as S. aureus
and P. aeruginosa. Antibiotics can inhibit the growth of multi drug resistance bacteria. Bacillus
thuringiensis bacteria have the ability to produce bacteriocins called thuricin which can inhibit
the growth of S. aureus and P. aeruginosa bacteria as one of the causative agents of wound
infection. This study aims to determine the effect of B. thuringiensis ointment on the process
of histopathological repair of mice skin tissue, and to determine the concentration of

B. thuringiensis ointment that is effective in healing incision wounds in mice. There were 6
treatments used, which is 5% and 10% concentration of Bt1 Bt3, Bt7 ointment, positive control
of the wound with aminoglycoside ointment, negative control of the wound without ointment,
and normal control. Each treatment was repeated 3 times, the ointment was applied topically.
Ointment was applied topically twice a day for 13 days. Data analysis was performed
statistically using One- Way ANOVA and further test with Post Hoc Tukey HSD at 5% level.
The results showed Btl Bt3, Bt7 ointment has the potential to help the process of
histopathological repair of skin incision wounds of mice based on the parameters of collagen
density, wound color changes, and percentage of wound healing. The 5% concentration is the
most effective concentration in healing skin incision wounds of mice infected with S. auerus
and P. aeruginosa.

Keywords: antibacterial, Bacillus thuringiensis, multi drug resistance, wound



POTENSI ISOLAT Bacillus thuringiensis TERHADAP PERBAIKAN
HISTOPATOLOGI JARINGAN KULIT MENCIT (Mus musculus L., 1758)
YANG DIINFEKSI BAKTERI Staphylococcus aureus DAN
Pseudomonas aeruginosa MULTI DRUG RESISTANCE

Oleh

ADELINA PUTRI NDOLA MARI

Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA SAINS

Pada

Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025












RIWAYAT HIDUP

Penulis lahir di Kota Batam, pada tanggal 30 Januari
2003. Penulis merupakan anak dari Bapak Fabianus

Mari dan Ibu Maria Florida Ndola. Penulis beralamat
di Tembesi Buton, Kecamatan Batu Aji, Kota Batam,

Provinsi Kepulauan Riau.

Penulis menempuh pendidikan dasar di SD Theresia
pada tahun 2009. Kemudian melanjutkan pendidikan
di SMPN 11 Batam pada tahun 2015. Pada tahun 2018
penulis melanjutkan pendidikan di SMAN 18 Batam. Penulis terdaftar sebagai

mahasiswa Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung pada tahun 2021.

Selama menjadi mahasiswa di jurusan Biologi FMIPA Unila, penulis pernah menjadi
asisten laboratorium di Laboratorium Zoologi pada tahun 2022-2023. Penulis pernah
menjadi asisten praktikum mata kuliah Keterampilan Kerja Laboratorium, Genetika,
Biokonservasi, Mikrobiologi Bahan Pangan, dan Teknik Pengujian Mikroba. Pada
bulan Desember 2023- Februari 2024 penulis melaksanakan Praktik Kerja Lapangan
(PKL) di Grup Riset Mikrobiologi PUI-PT Pusat Riset Rekayasa Molekul Hayati
(BIOME), Universitas Airlangga, Surabaya dengan judul “Uji Isolat Bakteri Sebagai
Kandidat Penghasil Senyawa Antibakteri dari Biofilm IPAL Rumah Sakit di
Surabaya”. Kemudian, pada bulan Juli-Agustus 2024 penulis melaksanakan Kuliah
Kerja Nyata (KKN) di Desa Sriminosari, Kecamatan Labuhan Maringgai, Kabupaten

Lampung Timur, Provinsi Lampung.



MOTTO

Ad maiorem Dei gloriam
Demi Kemuliaan Tuhan yang Lebih Besar

(St. Ignatius Loyola)

Fece ancilla Dominig, Fial mifii secundum verbum [(uum
Sesungguhnya aku ini adalah hamba Tuhan; jadilah
padaku menurut perkataanmu

(Lukas 1:38)

Segala Perkara dapat kutanggung di dalam Dia yang memberi
kekuatan kepada ku

(Filipi 4:13)

Gunakan kesalahan mu dengan ketenangan sang Pemahat
Gunakan rasa sakitmu untuk menyesuaikan diri dengan kesenangan
Gunakan rintangan untuk membuka jendela kecerdasan
Jangan pernah menyeran...

Yang terpenting jangan pernah menyerah, pada orang-orang yang
mencintaimu
Jangan pernah menyerah pada kebahagiaan, karna hidup adalah
pertunjukan yang menakjubkan

(Pope Francis)



SANWACANA

Puji syukur kepada Tuhan Yang Maha Kasih, yang telah memberi kesabaran,
kekuatan, kelancaran dan kemudahan, serta petunjuk dan tuntunan sehingga penulis

dapat menyelesaikan skripsi ini.

Skripsi dengan judul “POTENSI ISOLAT Bacillus thuringiensis TERHADAP
PERBAIKAN HISTOPATOLOGI JARINGAN KULIT MENCIT (Mus
musculus L., 1758) YANG DIINFEKSI BAKTERI Staphylococcus aureus DAN
Pseudomonas aeruginosa MULTI DRUG RESISTANCE” ditulis sebagai salah satu
syarat untuk meraih gelar sarjana sains (S.Si) di jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Penulis menyadari
masih terdapat banyak kekurangan dan kesalahan dalam penyusunan skripsi ini.
Dengan terselesaikannya skripsi ini penulis mengucapkan terimakasih kepada:

1. Kedua orang tuaku, Bapak Fabianus Mari dan Ibu Maria Florida Ndola, yang
telah bekerja keras untuk mengasuh, membesarkan, dan memberi kasih
sayang yang tulus kepadaku. Dukungan dan motivasi, serta menyelipkan
namaku dalam setiap doa yang terucap untuk anaknya.

2. Ibu Dr. Kusuma Handayani, M,Si., selaku Pembimbing I yang telah sabar dan
ikhlas dalam memberikan ilmu, bimbingan, motivasi, kritik/saran, dan
bantuan baik secara moril atau materil selama perkuliahan maupun dalam
penyusunan skripsi ini.

3. Ibu Dzul Fithriah Mumtazah, M.Sc., selaku Pembimbing Il yang telah sabar
dan ikhlas dalam memberikan ilmu, bimbingan, motivasi, kritik/saran, dan
bantuan baik secara moril atau materil selama perkuliahan maupun dalam

penyusunan skripsi ini.



10.

11.

12.

Ibu Gina Dania Pratami, S.Si., M.Si., selaku Pembahas yang telah sabar dan
senantiasa memberikan masukan dan arahan dalam menyelesaikan skripsi ini.
Bapak Prof. Dr. Hendri Busman, M.Biomed., selaku Dosen Pembimbing
Akademik, yang telah dianggap seperti orang tua sendiri oleh penulis atas
bantuan, bimbingan, nasihat baik, serta dukungan ketika penulis mengalami
kendala dalam perkuliahan.

Ibu Prof. Dr. Ir. Lusmeilia Afriani, DEA, IPM. selaku Rektor Universitas
Lampung.

Bapak Dr. Eng. Heri Satria, S.Si., M.Si., selaku Dekan Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

Bapak Dr. Jani Master, S.Si., M.Si., selaku Ketua Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

Kepada bu Oni Mastuti (laboran mikrobiologi), teteh Soleha, Mas Fajar, ibu
Rusnah, S.E. dan pak Tamrinsyah serta keluarga besar Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Lampung yang tidak bisa disebutkan satu-persatu.
Terimakasih telah memberikan banyak ilmu, bimbingan, nasihat, dan bantuan
kepada penulis.

Kepada alm. Bapak Erwan Tampubolon dan Ibu Dona sekeluarga,
terimakasih atas doa baik, bantuan, motivasi, dan dukungan dari awal penulis
berjuang untuk melanjutkan perkuliahan sampai saat ini.

Kepada keluarga kecilku “happy-happy aja” Rista Evatia Br Sihaloho,
Angeline Sekar Ningrum, Sevyra Indra Pratiwi, Elisabeth Christella V.J, dan
Yafia Kayla N. K, yang selalu menjadi tempat untuk berkeluh kesah, bercerita
dan melepas penat. Terima kasih telah membersamai setiap proses
perkuliahan dan membantu penulis dalam menuntaskan karya ilmiah. Semoga
kalian selalu dilancarkan dan sukses dalam menggapai cita-cita dan impian
kalian.

Kepada adik kecilku Helen, Fani, Nathan dan thania, terimakasih sudah
menyemangati dan mendoakanku, semoga kalian sehat selalu, semangat

sekolahnya untuk menggapai cita-cita dan impian di masa depan.






DAFTAR ISI

Halaman

ABSTRAK e e nae e I
HALAMAN JUDUL DALAM ...t I
LEMBAR PERSETUJUAN .. ..oooi ittt i
MENGESAHKAN. .. tiiiiiiiiiiiiiiiiiietiitiitetttstssssssesssssssssssssssssnsssnnsons 1\
SURAT PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSL.....c..coooiiiiiiiiiiiiiieie e v
RIWAYAT HIDUP...ciiiiiiiiiitiiiiietiiiinetcsesstcosssstosssssossssssossssssssssssssnn Y
MOTTO e eiiiiiiiiiiiiiiiiitiiittiiettiettiietesscessssesscesstssssccssscssssssssessasnnans Vii
SANWACANA. . tiiiiiiiiiiitttettttettssstosesssessesstssessssssssssosssssssssassosses viii
DAFTAR IS oot iX
DAFTAR TABEL ..ottt X
DAFTAR GAMBAR. ..ottt Xiv
DAFTAR LAMPIRAN .....ooiiititit ettt ettt XV
L. PENDAHULUAN ...ttt e e e e e e s s e e e e nnnees 1
1.1 Latar BlAKAnG ........ccveieiiieiieieieee e 1
1.2 Tujuan Penelitian ........ccooieiieiiiie e 5

1.3 Kerangka PiKir PeNelitian ..........c.cooeiiiiiiiiii e 5

I T 0 To) 1] OSSR 6

. TINJAUAN PUSTAKA ..ot 7
2.1 Multi Drug ResiStance (MDR)........ooiiiiiiiiiiec e 7
A N 41| 0 L =] USSR 9
2.3 Bakteri Bacillus thuringiensis...........ocuviiiiiiiiie e 10

2.3.1 Klasifikasi Bacillus thuringiensis ............cccoceveiineniinieieese e 11



2.3.2 Morfologi Bacillus thuringiensis ... 11
2.3.3 BAKLEITOSIN ...ttt 12
2.4 IMIBNCIE ..ttt bbbttt bbbt nre s 14
2.4.1 KIaSifiKasi MENCIT........cceiiiiiiiiiiisisee e 14
2.4.2 MOrfologi MENCIL..........coviieiice e 19
2.5 LUKA .o bbb 15
2.5.1 Proses Penyembuhan Luka..................oooooiiii 16

2.6 Bakteri StaphylOCOCCUS QUIBUS .........cccveiieiieeieeiesieesie e ste e 18
2.6.1 Klasifikasi StaphylOCOCCUS QUIEUS...........ccverveiirerieeiesieesieseesreesne e 18
2.6.2 Morfologi StaphylOCOCCUS QUIEUS........ccecvveiieiireieeieceesie e 18
2.6.3 Resistensi StaphylOCOCCUS QUIBUS ........cceccveiieiireriecieseese e 19

2.7 Bakteri PSeudomonas 8rUGINOSA. .......ccueverrerverierieriesiisieeeeeesie e sieseeas 20
2.7.1 Klasifikasi Pseudomonas aeruginoSa..........c.cueveveieiienenienienienieniennenns 20
2.7.2 Morfologi PSeudomonas aeruginoSa ..........c.ccueeeeeereenenenenienieniennenns 20
2.7.3 Resistensi Pseudomonas aeruginOSa...........covrereeeerienenienienieniesiesnenns 21

IHI. METODE PENELITIAN ....oiiiiiee e 22
3.1 Tempat dan WaKtU ..........ocoeiieiiic s 22
3.2 Alat dan Bahan.........cccooiiiiiiieiece e 22
3.3 RaNCaNgan PeNEIITIAN .........oiviiiiiieicriee e 23
3.4 ProOSEAUN KEIJA ..ouviiiiiiiiieiieiee sttt 25
3.4.1 SEErilisasi AlAL .........ccooiieiieeee e 25
3.4.2 Pembuatan Media T3......cccoooeiieiieie e 25
3.4.3 Subkultur Isolat Bacillus thuringiensis ............ccccccveveieeniive e, 26
3.4.4 Pembuatan Suspensi Bacillus thuringiensis dan Bakteri MDR ........... 26
3.4.5 Uji Antagonis Terhadap Bakteri Multi Drug Resistance ..................... 27
3.4.6 Pembuatan Salep .......cceevieiiieiie e 29
3.4.7 Aplikasi Bakteri Bacillus thuringiensis............cccceveieneniiencncnennn 29

3.5 ANALISIS DALA.....cviiieiieii e 34

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN. ......ooiiiite s 36



4.1 Uji Aktivitas Antibakteri Bacillus thuringiensis terhadap Bakteri Multi Drug
RESISTANCE ...ttt sttt sne e e 36

4.2 Potensi dan Efektivitas Pemberian Salep Bacillus thuringiensis terhadap
Proses Perbaikan Histopatologi Jaringan Kulit Mencit yang Diinfeksikan
Bakteri Multi Drug Resistance Berdasarkan Skoring Kepadatan Kolagen ...41

4.3 Potensi dan Efektivitas Konsentrasi Salep Bacillus thuringiensis dalam
Perbaikan Luka Sayat pada Jaringan Kulit Mencit yang Diinfeksikan Bakteri
Multi Drug Resistance Berdasarkan Parameter Skoring Perubahan Warna
;PSRRI 49

4.4 Potensi dan Efektivitas Konsentrasi Salep Bacillus thuringiensis dalam
Perbaikan Luka Sayat pada Jaringan Kulit Mencit yang Diinfeksikan Bakteri
Multi Drug Resistance Berdasarkan Parameter Skoring Pembengkakan
LUK ¢ttt bbb 55

4.5 Potensi dan Efektivitas Konsentrasi Salep Bacillus thuringiensis dalam
Menyembuhkan Luka Sayat pada Jaringan Kulit Mencit yang Diinfeksikan
Bakteri Multi Drug Resistance Berdasarkan Persentase Penyembuhan

LUK, .t 58

V. KESIMPULAN DAN SARAN ...ttt e 65
5.1 KESIMPUIAN ...t re e 65
ST T: L 1o PSR 65
DAFTAR PUSTAKA . .ottt sttt st b eneas 66

LAMPIRAN Lt 79



DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
1. Tata Letak PErcOD@aN. .........cooiiiiiiii e 24
2. Perlakuan Konsentrasi Salep Isolat Bacillus thuringiensis............ccccccoeevveieennenn. 25
3. Kategori AKtivitas AntiDaKEEIT.........cccoiiiiiiiiiii s 28
4. Formula Salep dari Bakteri Bacillus thuringiensis ...........cccoevevevenenciencienenn 29

5. Skoring Nilai Mikroskopis Pengamatan Luka Sayat ......................coeiiiinnn. 32

6. Skoring Nilai Perubahan Warna Luka dan Pembengkakan Luka..............c........... 33
7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Bacillus thuringiensis ........c.ccoceoeviieienciennnnn. 36
8. Hasil Uji Lanjut Kepadatan Kolagen Salep Btl dan Bt7.........ccccooevivivviiinnennne 42
9. Hasil Uji Lanjut Kepadatan Kolagen Salep Bt3 ..........ccccooevieiieiiiie e 44
10. Hasil Uji Lanjut Perubahan Warna Luka Salep Btl dan Bt7..........c.ccccccoveiennnee. 50
11. Hasil Uji Lanjut Perubahan Warna Luka Salep Bt3 ..o 51
12. Nilai Rata-Rata Pembengkakan luka Salep Btl dan Bt7 ...........cccccooeiiniiinnnnnne 55
13. Nilai Rata-Rata Pembengkakan luka Salep Bt3..............ccccovevviiiivciicce e 56
14. Hasil Uji Lanjut Persentase Penyembuhan Luka Salep Btl dan Bt7.................... 59

15. Hasil Uji Lanjut Persentase Penyembuhan Luka Salep Bt3 ... 60



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1. Mekanisme Terjadinya MDR pada Bakteri Patogen ............ccccccvevveviereciieinenieennn 8
2. Mekanisme Kerja AntibIOtiK..........c.ccoooviiiiiicicc e 10
3. Morfologi Bakteri Bacillus thuringiensis ..........ccccooeieriiiniiinieieerese e 12
4. Pengaruh Thuricin Terhadap Integritas Membran Sel dengan SEM..............c........ 13
5. MOIfologi IMENCIL.......cceiiie e 15
6. Morfologi Bakteri StaphylOCOCCUS @QUIEUS..........cccciverieireeiieeie st eee s 19
7. Morfologi Bakteri PSeudomonas @erugiN0OSa ...........ccerververueriereeieeneeniesiesiesiesieniens 21
8. Kotak Hitung HaemMOCYIOMELET ..........cceiiiiiiiiiiieiese e 27
9. Uji Antagonis Menggunakan Kertas Cakram ............cccoveivereiieieeneseeseesee s 28
10. Diagram Alir PENelitian ..........cccooveiiiiiiecce e 35
11. Histopatologi Kulit Mencit Salep Bt1 dan Bt 7 ..........ccocovviiiiiiiiiccc e 43

12. Histopatologi Kulit Mencit Salep Bt3...........cocooiiiiiiiiieiieecee e 45



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran Halaman
1. DOKUMENLAST PENEITIAN .....vovviieiiciesiesicceee e 79
2. Hasil Uji Statistik Pengamatan ............ccccocevieiiiiie i 83

3. Surat Keterangan Galur MENCIT ..........ccoiiiiiiiiieecee e 92



. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Multi Drug Resistance (MDR) merupakan keadaan mikroorganisme seperti bakteri
menjadi resisten terhadap berbagai obat antimikroba (Anjelina dan Ahmad, 2022).
Bakteri yang resisten terhadap dua atau lebih golongan antibiotik termasuk ke dalam
Multi Drug Resistance Organism (MDRO). Menurut World Health Organization
(2021), Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae dan
Pseudomonas aeruginosa termasuk ke dalam kelompok critical-priority bacteria atau
telah mengalami MDR. Terdapat 4 kelompok bakteri resisten berdasarkan jenis
antibiotik yaitu Extended-spectrum beta-lactamase producing Enterobacteriaceae
(ESBLs), methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-
resistant Enterococci (VRE), dan Carbapenem-resistant Enterococcus (CRE)
(Fadrian, 2023). Penelitian yang dilakukan di Intensive Care Unit (ICU) sebuah
rumah sakit umum daerah di Bali, Indonesia, menunjukkan bahwa lebih dari 75%

total isolat bakteri-bakteri tersebut mengalami MDR (Meriyani et al, 2021).

Menurut Pratiwi (2017), resistensi digolongkan menjadi 2 kelompok yaitu resistensi
intrinsik dan resistensi yang didapat. Resistensi intrinsik merupakan resistensi melalui
multiplikasi sel yang akan diwariskan pada strain berikutnya. Sedangkan, resistensi
yang didapat merupakan resistensi yang terjadi akibat mutasi kromosomal atau terjadi
melalui transfer DNA. Mekanisme resistensi antibiotik terjadi melalui transfer gen
resisten dari plasmid (Jubeh et al, 2020), hilangnya target spesifik di sitoplasma,

terjadinya mutasi, transduksi (transfer DNA melalui bakteriofage),



transformasi (DNA berasal dari lingkungan) dan konjugasi (DNA berasal dari kontak
langsung bakteri melalui pili) (Fadrian, 2023). Seperti halnya bakteri Pseudomonas
aeruginosa yang resisten terhadap antibiotik metisilin karena adanya pembentukan
biofilm sebagai lapisan yang melindungi bagian ekstraseluler (Wu et al, 2019).
Pembentukan biofilm berfungsi sebagai reservoir bakteri yang melindungi bakteri
dari antibiotik dan respon imun, menunda penetrasi obat, serta meningkatkan
kronisitas luka. Bakteri P. aeruginosa mengganggu penyembuhan luka dengan
menghambat proses epitelisasi melalui produksi pigmen staphyloxanthin (McCready-
Vangi et al, 2022).

Luka merupakan kondisi rusaknya atau hilangnya jaringan tubuh yang terjadi karena
adanya suatu faktor yang mengganggu sistem perlindungan tubuh (Alphama dan
Suhaymi, 2021). Jenis-jenis luka berdasarkan penyebabnya terbagi menjadi 6 yaitu
luka lecet (Vulnus Excoriasi), luka sayat (Vulnus Scissum), luka robek atau parut
(Vulnus laseratum), luka tusuk (Vulnus punctum), luka gigitan (Vulnus morsum), luka
bakar (Vulnus combustion). Luka sayat disebabkan karena adanya interaksi dengan
benda tajam seperti logam atau kayu, penampakan luka ini cenderung kecil dan tipis
(Oktaviani et al, 2019). Luka sayat dapat terjadi saat proses operasi atau pembedahan
yang menyebabkan hilangnya seluruh atau sebagian fungsi organ, pendarahan dan
pembekuan darah, kematian sel. Ketika terjadinya proses pembedahan luka mudah
terkontaminasi bakteri, namun gejala infeksi yang timbul pada pasien pasca-bedah
hanya sedikit yang terlihat karena imunitas alami setiap pasien berbeda-beda
(Milasari et al, 2019). Menurut Prastiyanto et al, (2024) masalah klinis akibat
resistensi antibiotik pada luka sebesar 60.77%.

Kontaminasi bakteri juga dapat menyebabkan luka kronis, terjadinya komplikasi, dan
lambatnya proses penyembuhan (Ricardo, 2024). Terjadinya invasi dan multiplikasi
bakteri di jaringan kulit yang terluka mengakibatkan keparahan infeksi luka (Ekawati
dan Herwati, 2018). Infeksi ini ditandai dengan peradangan pada area kulit dengan
membentuk nanah (pus). Menurut Bhattacharya et al, (2016) bakteri patogen yang



mengalami resistensi seperti S. aureus menimbulkan sulitnya dalam menyembuhkan
infeksi luka operasi. Munculnya strain resisten antibiotik seperti Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) sering dijumpai pada luka bernanah (Alphama dan
Suhaymi, 2021). Penelitian Kalayu et al, (2019) menyatakan bahwa bakteri penyebab
infeksi pada luka sayat pasca operasi diantaranya adalah Staphylococcus aureus
dengan insidensi paling tinggi yaitu sebesar 37%, diikuti oleh Staphylococcus
koagulase negatif (24.7%), E. coli (15.1%) dan spesies lain (13.7%). Menurut
beberapa studi, prevalensi infeksi luka operasi di Indonesia diperkirakan sekitar 2.3-
18.3% yaitu infeksi nosokomial atau dikenal dengan istilah infeksi rumah sakit.
Infeksi ini dialami oleh pasien ketika sedang menjalani perawatan di rumah sakit
dengan tingkat insidensi sebesar 38% menurut Healthcare-Associated Infection
(HALI) (Chairani et al, 2019). Hal ini terjadi karena luka infeksi pada permukaan kulit

mudah dikolonisasi oleh berbagai organisme patogen (Ekawati dan Herwati, 2018).

Luka yang terinfeksi oleh bakteri dapat diobati dengan menggunakan antibiotik
sintetis seperti amoksilin, sefepim, levofloksasin, amikasin, doksisiklin, sefotaksim,
piperasilin, dan meropenem (Cunha dan Opal, 2018). Namun, antibiotik sintetis yang
kebanyakan digunakan saat ini kurang efektif karena perkembangan resistensi
mikroorganisme sangat tinggi (Khan et al, 2018). Penggunaan antibiotik sintetis
memiliki beberapa kekurangan, salah satunya adalah menyebabkan hipersensitivitas
secara lokal pada kulit, termasuk reaksi alergi dan toksik (Setiawan et al, 2017).
Untuk mengatasi masalah tersebut diperlukan alternatif baru berupa antibiotik alami
yang berasal dari makhluk hidup penghasil zat antimikroba karena tidak
menimbulkan efek samping yang berlebih bagi tubuh, salah satunya dengan
pemanfaatan antibiotik alami dari bakteri.

Genus Bacillus memiliki kemampuan untuk menghasilkan zat antibakteri yang
berperan sebagai antibiotik alami untuk melawan berbagai patogen. Hal ini didukung
oleh penelitian Gultom et al, (2021) bakteri Bacillus cereus berpotensi menghasilkan
senyawa antibakteri termasuk peptida antibakteri (cerecin) dan senyawa lipopeptida

yang menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Dalam Penelitian Zhang et al,



(2022) juga menemukan terdapat protein antimikroba dari bakteri Bacillus velezensis
CB6 yang dikenal dengan protein antibakteri CB6-C. Protein yang dihasilkan dapat
menghancurkan integritas asam lipoteikoat pada dinding sel bakteri dan
menyebabkan kematian bakteri resisten serta efektif menurunkan tingkat infeksi

MRSA yang diujikan pada mencit secara in vivo.

Genus Bacillus lainnya seperti bakteri Bacillus thuringiensis memiliki kemampuan
menghasilkan senyawa bakteriosin yang bersifat biosida dan antagonis untuk
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Bakteriosin yang dihasilkan bakteri
Bacillus thuringiensis disebut thuricin (Zimina et al., 2020). Menurut Doshi et al,
(2024) terdapat 140 galur Bacillus thuringiensis menunjukkan aktivitas antimikroba
terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini didukung oleh penelitian Salazar-
Marroquin et al, (2016) bakteriosin yang disintesis oleh Bacillus thuringiensis
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Selain bersifat
antimikroba, Genus Bacillus juga berperan dalam proses penyembuhan luka yang

terinfeksi oleh mikroorganisme.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Vijayalakshmi (2022), penggunaan
protein antimikroba yang dihasilkan bakteri Bacillus memiliki efek penyembuhan
luka pada kulit tikus yang diolesi secara topikal. Hal ini dikarenakan protein
antimikroba dari kultur Bacillus meningkatkan kadar heksosamin dan asam uronat
sebagai komponen dasar dalam membentuk matriks ekstraseluler jaringan kulit.
Tingginya kadar heksosamin dan asam uronat menunjukkan bahwa fibroblas secara
aktif mensintesis substrat dasar pembentuk kolagen. Cairan asam uronat dalam luka
akan menarik fibroblas dan menstimulasi sintesis kolagen sehingga dapat
meningkatkan mobilitas sel, memperbaiki struktur jaringan, dan membantu luka
sembuh lebih cepat tanpa adanya bekas luka. Uji aktivitas antimikroba terhadap
bakteri S. aureus dan P. aeruginosa menggunakan metode difusi cakram Kirby-
Bauer, diperoleh adanya zona hambat yang terbentuk sebesar 22 mm menunjukan
aktivitas antimikroba yang sangat kuat. Merujuk pada beberapa permasalahan

tersebut maka dilakukan penelitian mengenai “Potensi Isolat Bacillus thuringiensis



Terhadap Perbaikan Histopatologi Jaringan Kulit Mencit (Mus musculus L., 1758)
yang Diinfeksi Bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa Multi

Drug Resistance”.

1.2 Tujuan Penelitian
Berdasarkan uraian latar belakang, tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Mengetahui potensi pemberian salep Bacillus thuringiensis dalam membantu
proses perbaikan histopatologi jaringan kulit mencit (Mus musculus L., 1758)
yang diinfeksi bakteri S. aureus dan P. aeruginosa multi drug resistance.

2. Mengetahui konsentrasi efektif salep Bacillus thuringiensis dalam
menyembuhkan luka sayat pada jaringan kulit mencit (Mus musculus L.,
1758) yang diinfeksikan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa multi drug
resistance berdasarkan parameter kepadatan kolagen, perubahan warna,

pembengkakan luka, dan persentase penyembuhan luka.

1.3 Kerangka Pikir Penelitian
Penggunaan antibiotik sintetis yang berlebihan dalam mengobati infeksi luka
menyebabkan munculnya mikroorganisme seperti bakteri menjadi resistan terhadap
berbagai jenis antibiotik. Multi Drug Resistance Organism (MDRO) adalah
mikroorganisme yang resisten terhadap dua atau lebih golongan antibiotik. Masalah
klinis akibat resistensi dapat menyebabkan lamanya proses penyembuhan luka
seperti pada luka sayat yang sering terjadi saat proses pembedahan di rumah sakit.
Kontaminasi bakteri patogen menyebabkan infeksi yang ditandai dengan
pembengkakan pada area kulit hingga terbentuknya nanah (pus). Penggunaan
antibiotik sintetis yang berlebihan menyebabkan hipersensitivitas pada kulit dengan
reaksi efek samping seperti alergi dan toksik sehingga diperlukan alternatif
antibiotik baru. Pemanfaatan antibiotik alami lebih aman digunakan karena tidak

menimbulkan efek samping yang berbahaya bagi tubuh.



Penelitian ini menggunakan salep dari kultur Bacillus thuringiensis, kemudian
diaplikasikan pada luka sayat mencit yang diinfeksikan bakteri S. aureus dan P.
aeruginosa sebagain agen bakteri resisten. Bakteri Bacillus thuringiensis dipilih
karena memiliki kemampuan mensintesis protein antibakteri yang disebut thuricin.
Thuricin termasuk dalam kelompok antibiotik dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen. Senyawa ini termasuk ke dalam kelas bakteriosin yang dikenal
memiliki spektrum aktivitas antimikiroba yang sempit sehingga efektif melawan
jenis bakteri tertentu tanpa membahayakan mikroorganisme lainnya. Thuricin
bekerja dengan cara mempengaruhi membran sel bakteri target. Kandungan protein
antimikroba yang dihasilkan membantu dalam proses penyembuhan luka. Protein
antimikroba mampu meningkatkan kadar heksosamin dan asam uronat sebagai
matriks pembentuk kolagen. Cairan asam uronat menarik fibroblas dan menstimulasi
sintesis kolagen sehingga proses perbaikan struktur jaringan kulit lebih cepat. Oleh
karena itu, bakteri ini memiliki potensi sebagai agen antibakteri khususnya dalam
menghambat pertumbuhan bakteri multi drug resistance penyebab infeksi pada luka.
Penelitian ini dilakukan dengan mengamati parameter kepadatan kolagen, perubahan
warna luka, pembengkakan luka, dan persentase penyembuhan luka, kemudian

dilakukan tabulasi dan analisis terhadap data yang diperoleh.

1.4 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Pemberian salep Bacillus thuringiensis berpotensi secara signifikan dalam
membantu proses perbaikan histopatologi jaringan kulit mencit (Mus
musculus L., 1758) yang diinfeksi bakteri S. aureus dan P. aeruginosa
multi drug resistance.

2. Semakin tinggi konsentrasi salep Bacillus thuringiensis yang digunakan
akan semakin efektif dalam menyembuhkan luka sayat pada jaringan kulit
mencit (Mus musculus L., 1758) yang diinfeksikan bakteri S. aureus dan P.
aeruginosa multi drug resistance berdasarkan parameter kepadatan kolagen,

perubahan warna, pembengkakan luka, dan persentase penyembuhan luka.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Multi Drug Resistance (MDR)
Multi drug resistance (MDR) merujuk pada kemampuan mikroorganisme, seperti
bakteri, virus, atau parasit untuk bertahan terhadap berbagai obat yang biasanya
efektif dalam mengobati infeksi. Mikroorganisme yang telah resisten terhadap lebih
dari dua jenis antibiotik disebut sebagai organisme resistensi multi obat (MDRO)
(Gultom et al, 2021). Menurut Estiningsih et al, (2016), multi drug resistance adalah
suatu keadaan di mana bakteri resisten terhadap lebih dari 3 jenis antibiotik. MDR
dapat disebabkan karena beberapa hal antara lain pemakaian antibiotik dengan dosis
yang tidak tepat, kesalahan diagnostik penyakit dan identifikasi bakteri penyebab
infeksi yang tidak tepat. Masalah resistensi MDR lebih umum terjadi antara spesies
bakteri Gram positif seperti Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecium, dan Enterococcus faecalis. Resistensi juga terjadi pada bakteri
Gram negatif terjadi seperti Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella pneumonia (Fadrian, 2023).

Menurut Tanwar et al (2014) berdasarkan resistensinya multi drug resistance
diklasifikasikan menjadi 3 yaitu resistensi primer, resistensi klinis, dan resistensi
sekunder. Resistensi primer terjadi karena adanya enzim pengurai yang dihasilkan
mikroorganisme untuk menghentikan kerja antibiotik. Resistensi klinis merupakan
keadaan dimana munculnya kembali infeksi karena gangguan fungsi kekebalan atau
sistem imun inang. Resistensi sekunder atau resistensi yang didapat merupakan

resistensi yang hanya terjadi pada suatu organisme setelah terpapar obat.



Berdasarkan World Health Organization (2021), bakteri multi drug resistance
tergolong pada kelompok critical-priority bacteria. Kelompok critical-priority
bacteria memiliki mekanisme resistensi terhadap antibiotik antara lain yaitu transfer
gen resisten, produksi enzim, perubahan target kerja obat, mekanisme efflux pump,
pembentukan biofilm, dan menurunkan permeabilitas membran (Meriyani et al,
2021). Mekanisme bakteri MDR dapat terjadi dengan melakukan mutasi gen target
resisten sehingga menyebabkan adanya modifikasi pada tingkat molekuler dan fungsi
sel. Strain bakteri resisten memiliki kemampuan dalam mengoksidasi atau

mengurangi senyawa antimikroba (Tanwar et al, 2014).

Resistensi antibiotik beberapa bakteri juga terjadi karena adanya transfer gen
resistensi melalui plasmid (Bharadwaj et al, 2022). Transfer gen oleh bakteri dapat
dilakukan melalui tiga mekanisme yaitu transformasi, transduksi, dan konjugasi.
Proses transformasi dilakukan bakteri dengan mengambil fragmen deoxyribonucleic
acid (DNA) yang dilepaskan ke lingkungan dan memasukkan fragmen tersebut ke
dalam gen bakteri itu sendiri menyebabkan terjadinya perubahan sifat pada bakteri.
Pada proses transduksi, transfer DNA bakteri terjadi dengan bantuan bakteriofage.
Sedangkan, proses konjugasi terjadi karena adanya transfer DNA melalui kontak fisik
langsung antara sel bakteri donor dan sel bakteri penerima. Materi genetik akan
berpindah dari sel bakteri donor ke sel bakteri penerima melalui pili (Pang et al,
2019). Mekanisme terjadinya resistensi pada bakteri yang mengalami multi drug
resistance dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Mekanisme Terjadinya MDR pada Bakteri Patogen (Tanwar et al, 2014)



2.2 Antibakteri
Perkembangan obat anti-infeksi dan konsep kemoterapi dicetuskan oleh Paul Ehrlich
dalam menangani Treponema pallidum yaitu agen penyebab sifilis (Fadrian, 2023).
Antibakteri merupakan senyawa yang dapat mengganggu pertumbuhan bakteri atau
bahkan membunuh bakteri dengan cara mengganggu metabolisme suatu bakteri
tersebut (Kong et al, 2024). Antibiotik lebih efektif menghambat bakteri Gram positif
karena dinding sel yang terdiri dari 90% peptidoglikan mampu mengikat senyawa
polar dari zat antibakteri sehingga lebih memberi efek penghambat, berbeda dengan
dinding sel bakteri Gram negatif yang lebih banyak mengandung lipid dan bersifat
nonpolar yang sulit mengikat zat antibakteri. Senyawa antibakteri harus bersifat
toksik dan selektif yaitu hanya dapat membunuh atau menghambat bakteri yang
menyebabkan suatu penyakit tanpa bersifat beracun bagi penderitanya (Azkiyah,
2020).

Mekanisme kerja antibiotik secara umum yaitu dengan cara merusak dinding sel
bakteri, menghambat kerja enzim, menghambat sintesis asam nukleat serta protein
(Brooks et al, 2013). Dinding sel bakteri terdiri dari polipeptidoglikan yaitu suatu
kompleks polimer mukopeptida (glikopeptida). Antibiotik bekerja dengan cara
mendaur ulang dinding sel yang menyebabkan dinding sel lisis. Antibiotik yang
termasuk dalam kelompok ini seperti beta-laktam (penisilin, sefalosporin,
monobaktam, karbapenem), basitrasin, dan vankomisin. Umumnya bersifat

bakteriosidal yaitu mampu membunuh bakteri (Romo dan Quiros, 2019).

Sel bakteri mensintesis berbagai protein yang berlangsung di ribosom dengan bantuan
MRNA dan tRNA. Antibiotik bekerja dengan cara memodifikasi atau menghambat
sintesis protein, penghambatan ini terjadi melalui interaksi dengan ribosom bakteri.
Antibiotik yang termasuk dalam kelompok ini misalnya aminoglikosid,
kloramfenikol, tetrasiklin, makrolida (eritromisin, azitromisin, Klaritromisin),
klindamisin, mupirosin, dan spektinomisin. Antibiotik ini bersifat bakteriostatik yaitu
mampu menghambat pertumbuhan bakteri (Yang et al, 2018).
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Antibiotik yang mampu menghambat enzim-enzim esensial dalam metabolisme
folat, misalnya trimetoprim dan sulfonamide. Antibiotik yang bekerja dengan
mempengaruhi sintesis atau metabolisme asam nukleat, misalnya kuinolon dan
nitrofurantoin. Antibiotik yang dapat mempengaruhi permeabilitas membran sel
bakteri, contohnya adalah polimiksin (Algammal, 2020) mekanisme kerja antibiotik

dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Mekanisme Kerja Antibiotik (Romo dan Quir6s, 2019)

Berdasarkan spektrum kerjanya, antibiotik terbagi atas dua kelompok besar, yaitu
antibiotik dengan aktivitas spektrum luas (broad spectrum) dan aktivitas spektrum
sempit (narrow spectrum). Antibiotik spektrum luas (broad spectrum) bekerja
terhadap lebih banyak bakteri yaitu bakteri Gram negatif maupun Gram positif,
contohnya tetrasiklin dan kloramfenikol. Antibiotik spektrum sempit (narrow
spectrum) bekerja terhadap beberapa jenis bakteri saja, contohnya penisilin hanya
bekerja terhadap bakteri Gram positif (Romo dan Quirds, 2019).

2.3 Bakteri Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis pertama kali diisolasi oleh Ishiwata pada tahun 1902 dari ulat

sutera dan diberi nama Sotto disease bacillu. Pada tahun 1909 Berliner menemukan
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spora pada bakteri ini sehingga diberi nama Bacillus thuringiensis yang diambil dari
nama propinsi Thuringia di Jerman. Strain Bacillus thuringiensis merupakan salah
satu agensia hayati yang paling potensial karena memiliki mempunyai kemampuan
membentuk badan inklusi parasporal dikenal dengan 6-endotoksin (Karya dan Wisnu,
2021).

2.3.1 Klasifikasi Bacillus thuringiensis
Terdapat kurang lebih 34 subspesies yang dikenal dengan serotype atau varietas
dari Bacillus thuringiensis (Prameswari, 2016). Klasifikasi bakteri Bacillus
thuringiensis (Bergey et al, 1994) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteriae

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Order : Bacillales

Family : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Species : Bacillus thuringiensis

2.3.2 Morfologi Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis merupakan bakteri Gram positif yang memiliki sel
vegetatif berbentuk batang dengan ukuran lebar 1.0-1.2 pm dan panjang 3-5 pm.
Bakteri Bacillus thuringiensis dapat membentuk suatu rantai yang terdiri dari 5-6
sel, serta memiliki flagella. Spora Bacillus thuringiensis berbentuk oval, letaknya
subterminal, berwarna hijau kebiruan, dan berukuran 1.0-1.3 um. Spora
mengandung asam dipikolinik dan terbentuk dengan cepat pada suhu
35-37°C. Suhu optimum untuk pertumbuhan Bacillus thuringiensis berkisar
antara 10-50°C (Rabinovitch et al, 2017). Morfologi Bacillus thuringiensis dapat
dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Morfologi bakteri Bacillus thuringiensis (Dokumentasi Pribadi)

Bakteriosin

Bakteriosin yang merupakan peptida antimikroba disintesis melalui ribosom,
sehingga menghasilkan metabolik yang spesifik. Sejauh ini terdapat 18
bakteriosin yang disintesis oleh berbagai strain B. thuringiensis. Bakteriosin
yang diproduksi oleh B.thuringiensis menunjukkan adanya aktivitas
antimikroba yang kuat. Bakteriosin menghambat bakteri patogen dengan
mengganggu integritas membran sel, menyebabkan lisis sel dan kematian sel
terutama terhadap bakteri Gram positif (Salazar et al, 2016). Mekanisme kerja
lainnya yaitu dengan mengganggu membran sitoplasma bakteri sensitif,
membentuk pori-pori yang menyebabkan depolarisasi membran sel (Wang et
al, 2014).

Menurut Chehimi et al, 2014 thuricin yang tersusun dari peptida amfifilik
kationik (12 hingga 40 asam amino). Thuricin yang mengganggu membran sel
menyebabkan kerusakan membran. Konsentrasi thuricin yang tinggi dapat
menyebabkan kerusakan yang parah, sehingga sel akan kehilangan integritas
membran dan morfologisnya dan akhirnya sel menjadi runtuh, datar, dan

kosong seperti pada gambar 4.
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Gambar 4. Pengaruh Thuricin terhadap Integritas Membran Sel dengan

Scanning Electron Microscopy (A) Sel Kontrol; (B) dan (C) Sel
yang Berinteraksi dengan Thuricin (Chemini et al, 2014)

Menurut Salazar et al, (2016) menemukan beberapa bakteriosin pada bakteri

B. thuringiensis memiliki spektrum aktivitas antimikroba yang berbeda seperti
berikut:

a.

Thuricin CD merupakan jenis thuricin dihasilkan oleh bakteri Bacillus
thuringiensis yang paling terkenal dengan aktivitas spesifik melawan
bakteri Clostridium difficile yang menginfeksi usus besar.

Thuricin 7 dihasilkan oleh Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, dikenal
karena aktivitas antibakteri terhadap bakteri Gram positif.

Thuricin S ditemukan pada beberapa strain B.thuringiensis yang memiliki
sifat antibakteri dan berpotensi dalam aplikasi medis, sejumlah besar
bakteri patogen Gram negatif seperti Salmonella enterica subsp. enterica
dan P. aeruginosa.

Thurincin H menghambat pertumbuhan Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua dan Listeria ivanovii yaitu bakteri yang
menginfeksi hewan dan manusia.

Bacthuricin merupakan satu-satunya bakteriosin yang diproduksi oleh
Bacillus thuringiensis yang menunjukkan aktivitas melawan Klebsiella

pneumonia.



2.4 Mencit (M
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Thuricin 17 merupakan peptida ini diisolasi dari bakteri Bacillus
thuringiensis yang menunjukkan aktivitas terhadap Escherichia coli.
Entomocin 110 telah terbukti menghambat bakteri Gram positif, termasuk
Listeria monocytogenes, dan spesies Bacillus lainnya.

Entomocin 9 menunjukkan aktivitas antimikroba terhadap Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa dan jamur.

Thuricin 439 dihasilkan oleh Bacillus thuringiensis strain B439.
Bakteriosin ini dapat digunakan untuk mengendalikan Bacillus cereus
yang dapat menyebabkan diare dan muntah.

Bt-BLIS merupakan produk bakteriosin yang dihasilkan oleh strain
Bacillus thuringiensis di Meksiko. BLIS telah terbukti efektif melawan
bakteri Gram positif dan Gram negatif.

us musculus L., 1758)

Mencit sebagai hewan percobaan digunakan untuk memahami dan mempelajari

pengujian dalam bidang terapi dan patofisiologi (Yehya, 2019).

2.4.1 Klasifikasi Mencit
Menurut Gruneberg (1943) mencit dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Class : Mamalia

Order : Rodentia

Family : Muridae

Genus : Mus

Species : Mus musculus Linnaeus, 1758

2.4.2 Morfologi Mencit

Mencit memiliki ciri-ciri khusus seperti ukuran yang relatif kecil dengan panjang

tubuh 7 hingga 10 cm, tidak termasuk panjang ekor. Moncongnya memiliki

bentuk segitiga dengan kumis yang panjang (Sri et al, 2018). Rambutnya
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berwarna putih atau keabuan dengan warna perut sedikit lebih pucat. Mencit
sangat aktif pada malam hari sehingga termasuk golongan hewan nokturnal
(Rejeki et al, 2018). Ciri-ciri lain mencit secara umum adalah tekstur rambut
lembut dan halus, bentuk badan silindris agak membesar ke belakang, mata
berwarna merah, dan ekor merah muda. Mencit memiliki lima jari yang masing-
masing dilengkapi dengan cakar, memiliki satu pasang gigi seri pada rahang
atas, tidak memiliki gigi taring, testes abdominal, dan memiliki plasenta tipe
discoidal (Nugroho, 2018). Mencit memiliki kemampuan untuk bertahan hidup
selama 1 sampai 3 tahun. Berat mencit jantan dewasa bisa mencapai 20-40 gram,
sementara betina memiliki berat antara 18-35 gram. Mencit dapat hidup pada
suhu 30°C. Morfologi mencit dapat dilihat pada Gambar 5.

Gambar 5. Morfologi Mencit (Dokumentasi Pribadi)

2.5 Luka
Luka dapat diartikan sebagai kondisi dimana terputusnya jaringan akibat substansi
jaringan yang rusak atau hilang sehingga dapat menyebabkan kerusakan fungsi
perlindungan kulit dan kerusakan jaringan lainnya pada kulit (Djuddawi, 2019).
Bentuk dari luka berbeda-beda tergantung penyebabnya, ada yang terbuka dan
tertutup. Luka tertutup dibagi menjadi tiga yaitu luka kontusi, hematoma dan luka
tekan. Luka terbuka dibagi berdasarkan obyek penyebab luka antara lain luka sayat,

luka insisi, luka laserasi, luka abrasi, luka tusuk, luka penetrasi, dan luka tembak
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(Alphama dan Suhaymi, 2021). Pada luka sayat sebagian besar disebabkan oleh
benda-benda tajam (Januarti et al, 2022).

2.5.1 Proses Penyembuhan Luka

Terdapat empat fase yang saling berhubungan dalam penyembuhan luka yaitu
fase hemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling (Uchiyama et al,

2021). Fase-fase penyembuhan luka secara berurutan, yaitu:

1. Fase Hemostasis (0-beberapa jam pasca luka)
Fase hemostasis saat terjadinya luka bertujuan untuk mengurangi
kehilangan darah yang dapat mengakibatkan hipoksia, peningkatan
glikolisis, dan perubahan pH. Bekuan darah yang terbentuk akan
mengisi dasar luka dan berfungsi sebagai matriks sementara yang
berfungsi sebagai scaffold untuk migrasi sel (Landén et al, 2016).
Sekitar 5-10 menit pasca konstriksi, pembuluh darah akan mengalami
vasodilatasi sehingga trombosit dan leukosit akan bermigrasi ke
matriks sementara. Selanjutnya, trombosit mengalami degranulasi dan
kaskade komplemen akan diaktifkan yang akan merangsang sel-sel
inflamasi dan membunuh bakteri. Berbagai sitokin, kemokin, dan
faktor pertumbuhan akan dilepaskan ke dalam luka untuk memediasi
mulainya fase inflamasi (Waasdorp et al, 2021).

2. Fase Inflamasi (1-3 hari pasca luka)
Fase inflamasi bertujuan untuk menghilangkan debris dari area luka
dan mencegah infeksi (Landén et al, 2016). Sistem imun bawaan,
neutrofil, dan monosit akan bermigrasi ke area luka pada fase ini.
Neutrofil, monosit, makrofag, sel mast, dan sel T akan memasuki
dasar luka sebagai respons terhadap gradien kemokin dan mendorong
respons imun terhadap patogen. Sel neutrofil biasanya akan bertahan

selama 2-5 hari jika luka tidak terinfeksi. Sel neutrofil melakukan
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fagositosis dan memproduksi sitokin. Sekitar 3 hari pasca luka,
monosit dikumpulkan dan berdiferensiasi menjadi makrofag untuk
mendukung penyembuhan. Makrofag berperan penting dalam
memfasilitasi transisi fase inflamasi-proliferasi selama penyembuhan
luka (Waasdorp et al, 2021).

. Fase Proliferasi (4-21 hari pasca luka)

Fase proliferasi terjadi beberapa jam hingga beberapa hari pasca luka.
Sel endotel, fibroblas, dan epitel akan bermigrasi ke dasar luka. Fase
proliferasi bertujuan untuk menutup luka dengan re-epitelisasi,
perbaikan jaringan pembuluh darah, dan pembentukkan jaringan
granulasi (Waasdorp et al, 2021). Selama beberapa jam hingga 1 hari
pasca luka, sel keratinosit akan bermigrasi ke area tepi luka.
Selanjutnya, sel keratinosit akan berproliferasi pada lapisan basal tepi
luka dan sel induk epitel yang beasal dari folikel rambut atau kelenjar
keringat mulai berproliferasi sekitar 2-3 hari pasca luka. Re-epitelisasi
dapat dirangsang oleh berbagai sinyal terkait luka, misalnya nitrat
oksida yang disintesis oleh makrofag, sitokin, dan faktor pertumbuhan

yang disekresikan oleh berbagai jenis sel pada luka (Ricardo, 2024).

. Fase Remodelling (21 hari-1 tahun pasca luka)

Setelah luka ditutupi oleh jaringan epitelium yang baru dan
keseimbangan mikroflora tercapai maka inflamasi akan dihentikan
oleh sitokinin anti-inflamasi. Fase remodeling dimulai pada akhir
perkembangan jaringan granulasi. Fase remodeling terakhir dari
penyembuhan luka memerlukan waktu berminggu-minggu hingga
berbulan-bulan (Landén et al, 2016).
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2.6 Bakteri Staphylococcus aureus
2.6.1 Klasifikasi Staphylococcus aureus

Menurut Bergey et al, (1994) bakteri Staphylococcus aureus dapat diklasifikasikan
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteriae

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Family : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

2.6.2 Morfologi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri berbentuk bulat, bergerombol seperti
susunan buah anggur koloni berwarna abu-abu hingga kuning tua, koagulase
positif, berdiameter 0.8-1.2 um, mudah tumbuh pada media pertumbuhan dalam
keadaan aerob, tidak berspora, dan tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh pada
suhu optimum 37°C, tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar
(20-25°C). Bakteri S. aureus merupakan bakteri Gram positif. Warna ungu
disebabkan karena bakteri mempertahankan warna pertama yaitu kristal violet.
S. aureus menghasilkan enzim katalase yang mampu menghidrolisis hidrogen
peroksida (H202) menjadi air (H.0) dan gelembung gas (Oz) (Arif, 2017).
Morfologi bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Morfologi Bakteri Staphylococcus aureus (Dokumentasi Pribadi)

2.6.3 Resistensi Staphylococcus aureus

Bakteri Staphylococcus aureus sering mengalami resisten terhadap metisilin
yang dikenal sebagai Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus sering dijumpai pada luka bernanah
yang mengakibatkan morbiditas dan mortalitas yang tinggi serta biaya
pengobatan yang meningkat (Alphama dan Suhaymi, 2021). Proses infeksi
Staphylococcus aureus terdapat lima tahap yaitu, (1) kolonisasi, (2) infeksi
lokal, (3) penyebaran sistemik dan/atau sepsis, (4) infeksi metastatik dan (5)
toksinosis. S. aureus memiliki sejumlah faktor virulensi seperti membantu
adhesi ke sel inang, menghancurkan kekebalan atau imun inang, menginvasi
jaringan, menyebabkan sepsis dan menimbulkan sindrom yang dimediasi oleh

toksin (Gnanamani et al, 2017).

Mekanisme resistensi dan pertahanan S. aureus terhadap antibiotik yaitu dengan
membentuk biofilm. Biofilm dibentuk dengan zat polimer ekstraseluler yang
terdiri dari air, polisakarida, protein, asam nukleat, nutrisi, lipid dan metabolit
lainnya (Pang et al, 2019). Polisakarida berperan dalam memberikan bentuk dan
dukungan struktural pada biofilm (Sharma et al, 2016). Terdapat tiga
eksopolisakarida utama pada biofilm, yaitu 1) Polimer b-1,6-N-asetil-D-
glukosamin (PGA) yang membantu pembentukan biofilm dengan mediasi

adhesi sel ke sel dan keterikatan pada permukaan atau sebagai perekat yang
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menstabilkan biofilm; 2) Selulosa berperan dalam membentuk biofilm menjadi
kaku; 3) Asam kolanat berperan dalam membentuk kapsul di sekitar sel dan
melindungi sel dari lingkungan yang ekstrim, tahan terhadap antibiotik, dan

racun lingkungan lainnya (Véazquez et al, 2020).

2.7 Bakteri Pseudomonas aeruginosa
2.7.1 Klasifikasi Pseudomonas aeruginosa

Klasifikasi bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah sebagai berikut (Bergey et

al, 1994):

Kingdom : Bacteriae

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Pseudomonales

Family : Pseudomadaceae

Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

2.7.2 Morfologi Pseudomonas aeruginosa
Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif berbentuk
basil atau kokus, bersifat aerob obligat dan motil mempunyai flagel polar
(Suyono dan Salahudin, 2011 dalam Puspitasari et al, 2023). P. aeruginosa
mempunyai ciri khas bergerak dan berbentuk batang lurus atau lengkung,
berukuran sekitar 0.6 x 2 um, tidak mempunyai spora, tidak mempunyai
selubung (sheath). Umumnya mempunyai flagel polar, tetapi kadang-kadang
terdapat 2-3 flagel. Bakteri P. aeruginosa terlihat sebagai bakteri tunggal,
berpasangan, dan terkadang membentuk rantai yang pendek (Putri, 2016).

Morfologi P. aeruginosa dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Morfologi Bakteri Pseudomonas aeruginosa (Dokumentasi Pribadi)

2.7.3 Resistensi Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa merupakan suatu bakteri yang bersifat oportunistik,
yaitu memanfaatkan kerusakan pada mekanisme pertahanan inang untuk
memulai suatu infeksi seperti keadaan setelah luka bakar dan proses
pembedahan (Li et al, 2019). Proses transmisi bakteri P. aeruginosa dapat
melalui air, udara, bahkan alat-alat rumah sakit yang tidak steril (Hutabarat dan
Silalahi, 2017). Beberapa multi drug resistance (MDR) terhadap bakteri
P. aeruginosa adalah sefotaksim (90%), seftriakson (85%), gentamisin
(71.89%), tobramisin (70.07%), siprofloksasin (35%), levofloksasin (32%),
imipenem (20.8%) (Dharmayanti dan Sukmara, 2019).

Strain resisten bakteri ini mempunyai pili untuk melekat pada permukaan sel
terhadap fagositosis. P. aeruginosa mempunyai pili (fimbriae) menjulur dari
permukaan sel dan membantu perlekatan pada sel epitel inang (Pachori et al,
2019). Bakteri dapat memodifikasi membran luar atau dinding sel bakteri
dengan menurunkan permeabilitasnya sehingga menimbulkan resistensi.
Rendahnya permeabilitas akan mengurangi penyerapan ke dalam sel dan
menyulitkan antibiotik menembus masuk ke dalam sel bakteri (Ttrkel et al,
2018).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari-April 2025 di Laboratorium
Mikrobiologi, Laboratorium Zoologi, dan Unit Pemeliharaan Hewan Uji, Jurusan

Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan
Pada penelitian ini digunakan beberapa peralatan dan bahan. Alat-alat yang
digunakan seperti autoclave untuk sterilisasi, Biological safety cabinet untuk isolasi
bakteri, mikropipet, pipet volumetri, jarum ose, erlenmeyer, gelas ukur, Beaker glass,
hotplate stirrer, bunsen, scalpel, alat cukur, cotton bud, plastik wrap, aluminium foil,
gunting, kotak kandang mencit, wadah pakan dan botol minum untuk mencit
digunakan dalam kegiatan perlakuan dan pembuatan luka sayat mencit. Mikroskop

binokuler digunakan untuk proses pengamatan preparat histopatologi kulit mencit.

Bahan-bahan yang digunakan penelitian ini adalah isolat murni bakteri Bacillus
thuringiensis. Isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa
sebagai bakteri patogen. Aquades, media Nutrient Agar dan Nutrient Broth sebagai
media peremajaan bakteri MDR, media Mueller Hinton Agar (MHA) sebagai media
uji antagonis, media T3 untuk peremajaan dan sporulasi bakteri B. thuringiensis.
Kertas cakram ukuran 5 mm untuk uji difusi cakram. Hewan uji yang digunakan yaitu
mencit jantan dengan umur 8-12 minggu dengan berat tubuh 25-35 gram. Cream
lidocain dan klorofom untuk proses anestesi dan pembiusan, salep antibiotik

aminoglikosida (gentamicin sulfate 0.1 %) sebagai salep kontrol positif.
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Alkohol 70 % untuk membersihkan luka dan bagian yang akan diberi perlakuan
sayat. Vaseline album sebagai basis salep dan adeps lanae sebagai bahan untuk
mempercepat penyerapan salep. Neutral buffer formalin 10%, pewarna Hematoxylin-
Eosin, Xylene dan parafin untuk membuat preparat histopatologi kulit mencit.

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Bakteri yang
digunakan yaitu B. thuringiensis koleksi Laboratorium Mikrobiologi FMIPA,
Universitas Lampung. Terdapat tiga strain isolat bakteri Bacillus thuringiensis
terpilih dengan kode Bt1, Bt3, dan Bt7. Penelitian ini menggunakan isolat bakteri
patogen yang mengalami multi drug resistance yaitu Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa koleksi Laboratorium Mikrobiologi FMIPA, Universitas
Lampung. Parameter yang diukur dalam penelitian ini adalah konsentrasi salep
bakteri Bacillus thuringiensis yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri MDR dan hasil penyebuhan luka pada kulit mencit berdasarkan pengamatan
kepadatan kolagen, perubahan warna luka, pembengkakan luka, dan persentase
penyembuhan luka. Terdapat 6 perlakuan uji yang diulang sebanyak tiga kali. Metode
pengujian untuk setiap perlakuan menggunakan 3 ekor mencit sehingga total mencit

yang diperlukan sebanyak 39 ekor dengan berat tubuh 20 -25 gram.

Penelitian diawali dengan melakukan uji pendahuluan secara in vitro dengan menguji
tujuh strain bakteri B. thuringiensis dengan kode isolat yaitu Bt1, Bt2, Bt3, Bt4, Bt5,
Bt6, dan Bt7. Uji pendahuluan dilakukan dengan uji antagonis metode difusi cakram
Kirby-Bauer menggunakan teknik swab spread. Media yang digunakan yaitu media
Mueller Hinton Agar. Ketujuh isolat bakteri diujikan terhadap bakteri patogen

S. aureus dan P. aeruginosa. Uji antagonis terhadap bakteri S. aureus dilakukan
dengan cara menginokulasi bakteri S. aureus menggunakan cotton swab steril yang
dicelupkan kedalam suspensi bakteri S. aureus dengan kepadan sel 10° cfu/ml.
Selanjutnya dengan teknik swab spread diratakan ke seluruh permukaan media
Mueller Hinton Agar. Selanjutnya, diletakan kertas cakram yang berdiameter 5 mm
ke atas permukaan media MHA yang sudah terdapat bakteri S. aureus. Sebanyak
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100 pl diambil suspensi bakteri B. thuringiensis kode Bt1 menggunakan mikropipet,
kemudian ditetesi keatas kertas cakram. Hal yang sama juga dilakukan pada strain

B. thuringiensis lainnya (kode Bt2, Bt3, Bt4, Bt5, Bt6, dan Bt7). Kontrol positif uji
antagonis menggunakan salep aminoglikosida yang dilarutkan dengan aquades steril
(perbandingan volume 1:10) dengan cara ditetesi keatas kertas cakram sebanyak 100
ul, sedangkan untuk kontrol negatif menggunakan aquades steril. Inkubasi dilakukan
selama 24- 72 jam pada suhu 37°C, hasil uji ditunjukkan dengan terbentuknya zona
hambat pada media MHA. Masing-masing strain

B. thuringiensis diamati aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dengan diukur

diameter zona hambatnya.

Tahapan selanjutnya yaitu seleksi strain B. thuringiensis yang memiliki kemampuan
antibakteri terbaik dengan diamati diameter zona hambat yang paling besar dan
aktivitas antibakteri paling kuat. Kandidat strain B. thuringiesis yang telah dipilih
akan diuji lanjut secara in vivo yang diaplikasikan pada luka sayat kulit mencit. Uji
pendahuluan bakteri B. thuringiensis terhadap bakteri P. aeruginosa dilakukan
dengan cara yang sama seperti pada uji antagonis terhadap bakteri S. aureus. Strain
B. thuringiensis yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus yaitu Bt1l dan
Bt7, sedangkan strain B. thuringiesis yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap

P. aeruginosa yaitu Bt3. Tata letak percobaan dan setiap perlakuan dapat dilihat pada
Tabel 1 dan Tabel 2.

Tabel 1. Tata Letak Percobaan

K-U2 SBt3bU1 | SBt1bU2 | K+U2 SBt3aUl | SBtlaU3 | SBt3aU3 | SBt7aul KoU1
KoU3 SBt7aU3 | SBtlaUl | SBt2bU2 K-Ul SBt7bU3 | SBt7bU1 K+U3 | SBtlau2
SBtlbUl | K+U1 KoU2 SBt1bU3 | SBt7bU2 | SBt3aU2 K-U3 SBt3bU3 | SBt7aU2
Keterangan
SBtla = Salep Bt1 konsentrasi 5% SBt 7b = Salep Bt7 konsentrasi 10%
SBtlb = Salep Bt1 konsentrasi 10% U = Pengulangan

SBt3a = Salep Bt3 konsentrasi 5% KO = Kaontrol tanpa perlakuan
SBt3b = Salep Bt3 konsentrasi 10% K+ = Kontrol positif
SBt 7a= Salep Bt7 konsentrasi 5% K- = Kontrol negatif
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No Perlakuan Uraian Keterangan
1 Ko  Mencitdilukai dan diperlakukan dalam keadaan normal Kontrol Normal
2 K+ Mencit dilukai dan dibe_rikan salep aminoglikosida + bakteri  Kontrol Positif

S. aureus atau P. aeruginosa
3 K- Mencit dilukai + bakteri S. aureus atau P. aeruginosa Kontrol Negatif
4 PL  Mencit dilukai dan diberikan salep Btl 5% + S. aureus Perlakuan
5 P2 Mencit dilukai dan diberikan salep BtL 10% + S. aureus Perlakuan
6 P3 Mencit dilukai dan diberikan salep Bt3 5% + S. aureus Perlakuan
7 P4  Mencit dilukai dan diberikan salep Bt3 10% + S. aureus Perlakuan
8 P5 Mencit dilukai dan diberikan salep Bt7 5% + P. aeruginosa Perlakuan
9 P6 Mencit dilukai dan diberikan salep Bt7 10% + P. aeruginosa Perlakuan
Keterangan:

Ko= Kontrol normal tanpa perlakuan
K+ = Kontrol positif dengan salep aminoglikosida (gentamicin sulfate 0.1 %)
K- = Kontrol negatif tanpa pemberian salep

P1=
P2 =
P3 =
P4 =
P5 =
P6 =

Pemberian salep Btl dengan konsentrasi 5%
Pemberian salep Btl dengan konsentrasi 10%
Pemberian salep Bt3 dengan konsentrasi 5%
Pemberian salep Bt3 dengan konsentrasi 10%
Pemberian salep Bt7 dengan konsentrasi 5%
Pemberian salep Bt7 dengan konsentrasi 10%

3.4 Prosedur Kerja

Prosedur kerja yang akan dilakukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

3.4.1 Sterilisasi Alat
Alat-alat yang akan digunakan disterilisasi terlebih dahulu, alat-alat gelas

disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

Sedangkan, jarum ose dan pinset disterilkan dengan cara dibakar di atas api

bunsen langsung (Zahara, 2024).
3.4.2 Pembuatan Media T3
Media pertumbuhan yang digunakan untuk subkultur atau peremajaan isolat

Bacillus thuringiensis adalah media T3. Media T3 juga digunakan sebagai
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media sporulasi. Media T3 dalam 1000 ml mengandung 3 g tripton, 2 g triptosa,
1.5 g yeast extract, 0.005 g MnClz , 6 g NaH2PO4, dan 7.1 g Na2HPO4 (Hassan
et al, 2021). Selanjutnya, media T3 dipanaskan dan dihomogenkan
menggunakan hotplate stirrer hingga mendidih. Media yang telah mendidih
kemudian disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu
121°C dengan tekanan 1 atm. Media T3 yang digunakan sebagai media
peremajaan dan sporulasi dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu disterilisasi dan
siap digunakan (Zahara, 2024).

3.4.3 Subkultur Isolat Bacillus thuringiensis
Isolat yang digunakan pada penelitian ini adalah Bacillus thuringiensis yang
merupakan koleksi Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Subkultur
isolat Bacillus thuringienis dilakukan dengan cara diambil satu ose isolat
bakteri dan dimurnikan dengan metode streak pada tabung reaksi menggunakan
media T3 agar lalu diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37°C di inkubator
(Zahara, 2024).

3.4.4 Pembuatan Suspensi Bakteri Bacillus thuringiensis dan Bakteri MDR
Isolat bakteri Bacillus thuringiensis yang sudah dilakukan subkultur diambil
sebanyak 1 ose. Kemudian, diinokulasikan pada 100 ml medium T3 cair dalam
erlenmeyer dan diinkubasi selama 72 jam di atas orbital shaker pada suhu ruang
dan memastikan terbentuknya kristal protein (Indra, 2023). Selanjutnya,
dilakukan perhitungan kepadatan sel kultur Bacillus thuringiensis dengan
haemocytometer dan mikroskop binokuler. Suspensi bakteri Bacillus
thuringiensis dibuat dengan kerapatan spora 10 sel/ml. Bakteri S. aureus dan
P. aeruginosa diambil sebanyak satu ose, lalu dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang sudah diisi dengan media Nutrient Broth sebanyak 6 ml dan
dihomogenkan. Selanjutnya, diinkubasi menggunakan shaker incubator selama
24 jam. Penentuan kepadatan sel dengan cara suspensi bakteri dari perlakuan
diambil sebanyak 1 ml, kemudian dengan menggunakan haemocytometer yang

telah ditetesi suspensi tersebut, dan dihitung kepadatan selnya di bawah
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mikroskop binokuler (Rohmah dan Alif, 2021). Kotak hitung haemocytometer
dapat dilihat pada Gambar 8. Kepadatan sel dihitung dengan menggunakan
rumus dan Riyatno (1989) sebagai berikut:

t xd
C= x10°
(n x 0 25)
Keterangan:
Cc Kerapatan spora/ ml larutan.

Jumlah total spora dalam kotak sampel yang diamati.

5
I i

Jumlah kotak sampel (5 kotak besar x 16 kotak kecil).
0,25 = Faktor koreksi penggunaan kotak sampel skala kecil pada
haemocytometer
d = Faktor pengenceran bila harus diencerkan (d=1 berarti tidak

diencerkan; d=10 berarti diencerkan 1:10)
10% = Standar kerapatan spora yang baik dilansir dari Ditjen
Perkebunan, Kementrian Pertanian pada tahun 2014 (Iftaqul, 2017)
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Gambar 8. Kotak Hitung Haemocytometer (TheReling et al, 2019)

3.4.5 Uji Antagonis Terhadap Bakteri Multi Drug Resistance
Pengujian antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode uji difusi cakram
Kirby-Bauer menggunakan kertas cakram. Bakteri uji MDR (Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa) dibiakkan terlebih dahulu menggunakan
media Nutrient Agar. Bakteri uji MDR dan Bakteri B. thuringiensis
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ditangguhkan menggunakan NaCl 0.9% dengan kondisi standar Mc Farland.
Bakteri B.thuringiensis diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Abdillah et
al, 2024. Suspensi bakteri uji S. aureus dan P. aeruginosa diambil
menggunakan cotton bud steril dan diusap pada permukaan media Mueller
Hinton Agar. Setiap kertas cakram steril diteteskan dengan 100 uL suspensi
bakteri B. thuringiensis pada permukaan media Mueller Hinton Agar, kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Hasil positif uji antagonis
antibakteri menunjukkan pembentukan diameter zona penghambatan di sekitar

kertas cakram.

Zona Hambat

Kertas Cakram dan
Ekstrak antibakteri

Bakteri Patogen

Gambar 9. Uji Antagonis Menggunakan Kertas Cakram (Dokumentasi Pribadi)
Keterangan :
Bt7 = Isolat uji yang memiliki aktivitas antibakteri
K+ = Kontrol positif (antibiotik)
K- = Kontrol negatif (aquades)

Kategori aktivitas antibakteri menurut Gutiérrez et al, (2019) berdasarkan

diameter zona dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Kategori Aktivitas Antibakteri

No Kategori Diameter zona hambat
1. Kuat > 20 mm
2. Sedang 2.5-20 mm

3. Lemah < 2.5 mm
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3.4.6 Pembuatan Salep
Pembuatan sediaan salep Bacillus thuringiensis dibuat dalam 2 formula sediaan
dengan variasi konsentrasi zat aktif yaitu 5% dan 10% dengan formulasi sebanyak
50 gram berdasarkan metode Kurnia et al, (2024) yang dimodifikasi. Formula
standar dasar salep dibuat menurut Djumaati (2018) yaitu Adeps lanae 15 gram dan
Vaseline album 85 gram. Pembuatan salep dilakukan dengan cara mencampurkan
hasil suspensi bakteri Bacillus thuringiensis dengan basis salep dengan rumus
sebagai berikut (Kusumawardhani et al, 2015):

— 2 5100 %
bX 0

Keterangan:
L= Konsentrasi suspensi bakteri (%)
a= Suspensi bakteri (g)
b= Jumlah Vaseline + Adeps lanae (g)

Tabel 4. Formula Salep dari Bakteri Bacillus thuringiensis (Djumaati, 2018)

Jenis Bahan
basis 5% 10%
Adeps lanae 750 7,125¢ 6,75 ¢
Vaseline album 4259 40,375 g 38,259
Suspensi Bacillus thuringiensis 0g 2,50 50
Total salep 509 50¢g 509

3.4.7 Aplikasi Bakteri Bacillus thuringiensis

a. Aklimatisasi Hewan Percobaan
Hewan percobaan yaitu mencit berumur 8-12 minggu dengan berat tubuh
20-25 gram. Mencit terlebih dahulu diadaptasikan selama tujuh hari di
dalam kandang plastik dengan penutup kawat dan dilapisi sekam yang
diganti tiga hari sekali. Hal ini bertujuan agar mencit terbiasa dengan
kondisi kandang barunya. Selama perlakuan, mencit diberikan ransum
berupa pakan standar BRAVO-512.
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b. Pemberian Luka Sayat pada Mencit (Mus musculus L., 1758)

Sebelum dilakukan pembuatan luka mencit dibius menggunakan kloroform
hingga pingsan. Kemudian, dilanjutkan tindakan anestesi dengan
menggunakan cream lidocain yang diolesi pada punggung mencit. Mencit
yang sudah dianestesi diletakkan secara tengkurap di atas meja bedah.
Kemudian, dilakukan pencukuran rambut mencit di daerah punggung
sampai licin menggunakan alat cukur steril. Kemudian, dibersihkan
menggunakan alkohol 70%, dibuat luka sayat menggunakan scalpel dengan
panjang £ 1,5 cm dengan kedalaman £ 2 mm, hingga mencapai subkutan.
Selanjutnya, luka sayat dibersikan dengan dialiri aquades sampai
pendarahan berhenti. Proses pemberian luka sayat pada mencit dilakukan

berdasarkan metode Sembiring et al, (2021).

Pemberian Bakteri MDR Luka Sayat pada Mencit (Mus musculus L.,
1758)

Pemberian bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa
untuk menginfeksi luka sayat mencit, dilakukan ketika mencit telah dibuat
luka. Suspensi bakteri dengan kepadatan sel 10° cfu/ ml, kemudian cotton
swab steril dicelupkan ke dalam suspensi bakteri sebanyak 1-3 kali, lalu
dioleskan langsung pada daerah sekitar luka pada hari ke-0 setelah

dilakukan pembuatan luka sayat (Aponno et al, 2014).

. Pemberian Perlakuan pada Setiap Kelompok Luka Sayat Mencit (Mus
musculus L., 1758)

Pemberian salep bakteri B. thuringiensis dilakukan sebanyak 2x dalam
sehari pada pukul 10.00 WIB dan 16.00 WIB, dan selama 13 hari dioleskan
ke kulit secara topikal (Sembiring et al, 2021). Salep bakteri

B. thuringiensis dioleskan pada luka sebanyak + 0.5 gram. Selama 14 hari
dilakukan pengamatan kondisi luka sayat setiap pukul 09.00 WIB sebelum

dilakukan pemberian salep (Tamutuan et al, 2021).
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Pembuatan Preparat Kulit Mencit (Mus musculus L., 1758)

Perlakuan mencit dengan cara dibius terlebih dahulu hingga mencit mati
menggunakan klorofom, selanjutnya dibedah bagian jaringan kulit untuk
dibuat preparat histopatologi kulit. Daerah punggung yang akan diambil
kulitnya dibersihkan dari rambut yang mulai tumbuh kembali. Kemudian,
kulit digunting dengan ketebalan + 0.3 cm sampai subkutan dengan panjang
+ 2.5 cm (Wulandari, 2024). Sampel kulit kemudian dilakukan fiksasi
menggunakan Neutral Buffer Formalin (NBF) 10%, perbandingan volume
larutan fiksasi dengan sampel adalah 20:1 selama + 48 jam pada suhu
kamar. Kemudian, dilakukan proses dehidrasi dengan alkohol bertingkat
(50%, 70%, 95% dan 100%) serta pada alkohol absolut (1, 1) masing-
masing selama 2 jam (Ganjali, 2013 dalam Musyarifah dan Agus, 2018).

Kemudian dilakukan proses clearing, sampel akan dimasukan ke dalam
lautan xylol (I, 11, dan 111) dengan durasi masing-masing 1 jam. Proses
selanjutnya adalah proses infiltrasi dengan menggunakan parafin I, 11, dan
I11 pada suhu 60° C selama 1 jam. Kemudian, dilakukan proses embedding
dengan parafin blocking dan dimasukkan ke dalam almari es. Blok parafin
akan dipotong dengan mikrotom setebal 5 um dan dilakukan pewarnaan
(staining). Pewarnaan sediaan kulit dilakukan dengan Hematoxylin-Eosin
(HE). Langkah pertama, dilakukan deparafinisasi dengan xylol dan rehidrasi
(dimasukkan air kembali ke dalam jaringan) dengan serial alkohol (100%,
95%, 70%, 50%) selama masing-masing 5 menit (Vijayalakshmi, 2022).
Kemudian, dibilas dengan air mengalir selama 10 menit dan dilakukan
pewarnaan dengan hematoxylin selama 3-5 menit, lalu dicuci dengan air
keran beberapa menit hingga air bersih, lalu diwarnai dengan eosin
dibiarkan selama 3 menit, dicuci 2 kali dengan alkohol 75%. Proses
selanjutnya, dilakukan dehidrasi dengan alkohol 95%, dibersihkan dengan

xylene, selanjutnya dilakukan mounting menggunakan entelan. Pemeriksaan
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histopatologi kulit dilakukan menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400 kali (10 x 40) (Wulandari, 2024).

f. Pengamatan Histopatologi Kulit Mencit (Mus musculus L., 1758)
Pengamatan secara mikroskopis dilakukan dengan perhitungan kepadatan
kolagen pada preparat histopatologi organ kulit mencit. Pengamatan
menggunakan mikroskop cahaya dengan lima lapang pandang pada objek
pembesaran 400 kali. Kepadatan kolagen dihitung dengan melihat
keberadaan kolagen pada preparat histopatologi organ kulit mencit.
Kemudian, hasil pengamatan akan diberi nilai sesuai dengan sistem skoring
(Mukti et al, 2021) tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Skoring Nilai Mikroskopis Pengamatan Luka Sayat (Mukti et al, 2021)

No  Kepadatan Kolagen  Presentase Skor Gambar

Tidak ditemukan adanya
1 serabut kolagen pada <25% 0
daerah luka

Sumber: Wulandari, 2024

Kepadatan serabut
2 kolagen pada daerah luka 25% 1
rendah

Kepadatan serabut
3 kolagen pada daerah luka 20% 2

sedang
Sumber: Wulandari, 2024

Kepadatan serabut
4 kolagen pada daerah luka 5% 3
padat
Sumber: Wulandari, 2024

Kepadatan serabut Ry
5 kolagen pada daerah luka 100% 4
sangat padat

% 53
sk RS T

Sbe ulanarl, 2024
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Selain itu parameter pengamatan secara makroskopis dilihat dengan adanya
perubahan warna luka (eritema) dan pembengkakan luka (edema) (Kuncari et
al, 2015 dalam Tamutuan et al, 2021) yang dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Skoring Nilai Perubahan Warna Luka (Eritema) dan Pembengkakan
Luka (Edema) (Kuncari et al, 2015 dalam Tamutuan et al, 2021)

Kriteria  Skor Kategori Keterangan
0  Normal Tidak ada eritema
1 Putih kekuningan Sedikit eritema (hampir tidak
Kemerahan tampak) .
(Eritema) 2  Merah kecoklatan Er!tema tampak jelas _
3 Merah pucat Eritema sedang sampai kuat
4 Merah segar Eritema parah (ada luka)
0  Normal Tidak ada edema
1  Edemasangat ringan Hampir tidak terlihat
bengkak
2  Edemaringan Bengkak jelas terlihat dan
I?éggrlgzl; ketebalan <1 mm
3  Edema sedang Bengkak dengan ketebalan
+1mm
4  Edema parah Bengkak dengan ketebalan
>1mm

Persentase penyembuhan luka sayat diamati dengan cara mengukur panjang
luka setiap hari menggunakan jangka sorong yang dimulai dari hari-1 sampai
hari ke-14, kemudian dihitung persentase penyembuhan luka menggunakan

persamaan berikut (Nuralifah et al, 2022)

0 — dx)

opp - — % 1100 %

Keterangan:
%P = Persentase penyembuhan luka
do = Panjang luka pada hari O
dx = Panjang luka pada hari pengamatan tertentu
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3.5 Analisis Data
Data dianalisis secara statistik untuk menilai data yang diperoleh terdistribusi normal
menggunakan uji Shapiro-Wilk. Setelah memastikan bahwa data terdistribusi normal,
selanjutnya digunakan uji Levene untuk menguji homogenitas data. Data yang telah
terdistribusi normal dan homogen, dianalisis lebih lanjut menggunakan uji One-Way
ANOVA untuk menentukan perlakuan memiliki dampak yang signifikan terhadap
proses penyembuhan luka. Jika uji ANOVA menunjukan hasil yang signifikan,
langkah selanjutnya adalah melakukan uji Post Hoc Tukey HSD pada taraf 5% untuk

menentukan perbedaan nyata antar perlakuan.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini sebagai berikut.

1. Pemberian salep B.thuringiensis (Bt1, Bt3, dan Bt7) berpotensi dalam
membantu proses perbaikan histopatologi jaringan kulit mencit yang
diinfeksikan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa multi drug resistance
berdasarkan parameter kepadatan kolagen, perubahan warna dan persentase
penyembuhan luka. Sedangkan pada parameter pembengkakan luka,
pemberian salep Btl, Bt3, dan Bt7 terbukti tidak memiliki pengaruh yang
signifikan.

2. Konsentrasi 5% merupakan konsentrasi yang efektif dari salep B.thuringiensis
(Bt1, Bt3, dan Bt7) dalam menyembuhkan luka sayat pada jaringan kulit
mencit yang diinfeksikan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa multi drug
resistance berdasarkan parameter kepadatan kolagen dan persentase
penyembuhan luka. Sedangkan pemberian salep B. thuringiensis (Bt1, Bt3,
dan Bt7) dengan konsentrasi 5% dan 10% kurang efektif dalam perbaikan

luka berdasarkan parameter perubahan warna (eritema).

5.2 Saran
Dari hasil penelitian yang ada, disarankan untuk menguji aktivitas antibakteri salep
B. thuringiensis pada luka sayat yang diinfeksi dengan kombinasi bakteri S. aureus
dan P. aeruginosa, serta melakukan penelitian lanjutan terkait analisis kandungan
senyawa aktif yang dihasilkan bakteri B. thuringiensis dengan berfokus pada analisis

senyawa dalam membantu proses penyembuhan dan perbaikan luka.
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