


	
		×
		

	






    
        
            
                
                    
                
            

            
                
                    
                    
                        
                    
                

            

            
                                    Log in
                    Get Started
                            

        

        

        
            	Travel
	Technology
	Sports
	Marketing
	Education
	Career
	Social Media


            + Explore all categories
        


            






    

        
        
            Kelompok 10 Penentuan MIC.pdf

        


        




    
        
            
                

                
                
            

            
                
                1

14
                
            

            
                
                100%
Actual Size
Fit Width
Fit Height
Fit Page
Automatic


                
            

			
        

        
            
                
                
                
            

            
                

                

                
                    
                     Match case
                     Limit results 1 per page
                    

                    
                    

                

            

        
        
            
                                    
    
        
        

        

        

        
        
            PENENTUAN MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC) DARI SUATU SEDIAAN UJI YANG BERPOTENSI SEBAGAI ANTIBIOTIK Senin, 13 April 2015 Kelompok X Senin, Pukul 13.00 – 16.00 WIB Wilda Sholihaturrabiah 260110130159 Tujuan, Prinsip, Alat Bahan, Prosedur, Perhitungan dan Editor Inayah Noviandari 260110130160 Teori Dasar Dinda Arditta 260110130161 Pembahasan LABORATORIUM MIKROBIOLOGI FARMASI FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS PADJADJARAN 2015 Nilai TTD (Dhiya) (Emanuella) (Puspagita) 
        

        
    






                            

        

    









        
            	
					Upload

					wilda-sholihaturrabiah
				
	
                    Category

                        Documents

                
	
                    view

                    66
                
	
                    download

                    1
                


        

        


        

        
        
            
                SHARE

                
                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    
                

            

            
                                    Download
                                Report this document
            

            

        


        
            Embed Size (px):

            344 x 292
429 x 357
514 x 422
599 x 487


        

        

        

        
                
            Transcript of Kelompok 10 Penentuan MIC.pdf

            	
PENENTUAN MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC) DARI

SUATU SEDIAAN UJI YANG BERPOTENSI SEBAGAI ANTIBIOTIK

Senin, 13 April 2015

Kelompok X

Senin, Pukul 13.00 16.00 WIB

Wilda Sholihaturrabiah 260110130159 Tujuan, Prinsip, Alat
Bahan,

Prosedur, Perhitungan dan Editor

Inayah Noviandari 260110130160 Teori Dasar

Dinda Arditta 260110130161 Pembahasan

LABORATORIUM MIKROBIOLOGI FARMASI

FAKULTAS FARMASI

UNIVERSITAS PADJADJARAN

2015

Nilai TTD

(Dhiya) (Emanuella) (Puspagita)


	
PENENTUAN MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION

(MIC) DARI SUATU SEDIAAN UJI YANG BERPOTENSI

SEBAGAI ANTIBIOTIK

I. Tujuan

Menentukan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) suatu sediaan
uji

terhadap bakteri Gram positif maupun Gram negatif, dengan
menggunakan

metoda MIC cair atau MIC padat.

II. Prinsip

a. MIC

MIC atau Minimum Inhibitory Concentration adalah konsentrasi

terendah dari antibiotika atau antimikrobial yang dapat
menghambat

pertumbuhan mikroba tertentu

b. Teknik Makrodilusi

Yaitu melarutkan antibiotik dan bakteri uji dalam media
cair.

Parameter sensitivitasnya dapat dilihat dari tingkat kejernihan.
Metode ini

dapat digunakan untuk mengukur MIC dan MBC. Yaitu Minimum

Inhibitory Concentration ( kadar minimum antibiotik sebagai
bakteriostatik)

dan minimum Bakterisid Concentration (kadar minimum antibiotik
sebagai

bakterisida). Metode dilusi dibagi menjadi dua yaitu metode
dilusi cair dan

metode dilusi padat. Metode dilusi cair dilakukan dengan membuat
seri

pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan
dengan

mikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba
uji.

c. Teknik Aseptis

Teknik aseptis adalah proses tanpa kontaminasi untuk
menjamin

preparasi bebas dari mikroba kontaminan. Teknik aseptic
digunakan

sepanjang percobaan berlangsung baik alat, bahan, lingkungan
sekitar

maupun praktikan. Untuk alat dan bahan dapat diterapkan
metode

sterilisasi.


	
d. Pertumbuhan Bakteri

Mikroba dalam suatu bahan cair dapat dideteksi berdasarkan

kekeruhannya. Pertumbuhan sel bakteri didalam suatu medium cair
akan

meningkatkan kekeruhan media, yang akan mempengaruhi jumlah
sinar

yang dapat ditransmisikan menembus medium

III. Teori Dasar

Konsentrasi hambat minimum (Minimum Inhibition
Concentration/MIC)

adalah konsentrasi terrendah dari suatu anti bakteri yang mampu
menghambat

pertumbuhan bakteri terlihat setelah inkubasi semalam. Sementara
itu, MBC

atau Minimum Bacterisidal Concentration yang biasa disebut
dengan

konsentrasi bakterisida minimum adalah konsentrasi terkecil dari
anti bakteri

yang dapat mencegah pertumbuhan bakteri setelah sub kultur ke
media bebas

antibiotik. Penggunaan MIC oleh laboratorium diagnostic adalah
untuk

menentukan aktivitas in vitro anti bakteri baru. Di lain hal,
MBC digunakan

untuk isolat dari darah pasien dengan endocarditis. Metode
standar dalam

penentuan MIC dan MBC harus dipatuhi. Cara ini memberikan
informasi pada

penyimpanan bubuk antibiotic standar, penyusunan solusi
antibiotik, media,

persiapan inokula, kondisi inkubasi, dan membaca serta
interpretasi

hasil.(Andrews, 2001)

Nilai MIC spesifik pada tiap-tiap kombinasi antara antibiotika
dan mikroba,

nilai tersebut dapat digunakan agar kita dapat mengetahui
sensitivitas mikroba

terhadap antibiotika. Nilai MIC berlawanan dengan sensitivitas
mikroba diuji.

Semakin tinggi nilai MIC dari antibiotika maka sensitivitas dari
bakteri akan

semakin kecil, begitupun sebaliknya. MIC dari sebuah antibiotika
terhadap

mikroba ialah rata-rata MIC terhadap seluruh strain dari spesies
tersebut.

Metode uji antimikroba yang sering digunakan adalah Metode
Difusi Lempeng

Agar. Uji ini dilakukan pada permukaan di medium padat.
Mikroba

ditumbuhkan pada permukaan medium dan kertas saring yang
berbentuk

cakram yang telah mengandung mikroba. Setelah inkubasi diameter
zona

penghambatan diukur. Sensitivitas klinik dari mikroba ditentukan
dari tabel

klasifikasi, (Jawetz et al, 2001).


	
Dalam proses produksi makanan, banyak jenis antimikroba yang
digunakan

untuk mencegah dan mengontrol penyakit, meningkatkan
pertumbuhan, dan

meningatkan produksi efisiensi. Kegunaan dari antimikroba untuk
resistensi

pada mikroorganisme. Oleh karena itu, resistensi dari suatu
bakteria dapat

memberikan efek bagi manusia melalui rantai makanan yang
menyebabkan

berbagai macam penyakit. Kepentingan dan perkembangan dari
resistensi

antimikroba pada patogen dengan penyebaran secara alami yang
berubah

menjadi masalah kesehatan masyarakat secara global. Penelitian
yang intensif

telah diselesaikan dalam komponrn antibakteri yang mengandung
berbagai

substansi alami dan non organic untuk mengatasi masalah ini.
(Kim et al, 2007).

Karena wabah penyakit menular yang disebabkan oleh bakteri
patogen yang

berbeda dan perkembangan dari resistensi antibiotic,
instalasi-instalasi farmasi

dan para peniliti mencari anti bakteri yang baru. Bahan nano
telah muncul

sebagai agen anti mikroba baru dikarenakan luas permukaan yang
tinggi

terhadap rasio volume dan sifat kimia serta sifat fisika yang
unik.

Nanoteknologi yang muncul sebagai bidang yang berkembang pesat
dan

penerapannya dalam bidang sains dan teknologi untuk tujuan dari
pembuatan

bahan baru pada skala nano. (Morones et al., 2005)

Antibiotik memberikan dasar utama untuk terapi infeksi mikroba.
Sejak

penemuan antibiotic ini dan penggunannya sebagai agen
kemoterapeutik

muncul kepercayaan dalam bidang medis bahwa ini akan mengarah
pada

pemberantasan penyakit menular. Namun, terlalu sering
menggunakan

antibiotik menjadi faktor utama untuk penyebaran strain resisten
multidrug dari

beberapa kelompok mikroorganisme. (Harbottle et al, 2006).

MIC ditentukan oleh metode makro dilusi menggunakan LB broth
dan

inokula akhir dari 105 dan 106 cfu/ml. 10 konsentrasi yang
berbeda dari Nano

Colloidal Silver yang disiapkan diuji terhadap Escherichia coli,
Listeria

monocytogenes, Salmonella enterica Serovar Typhii, Vibrio
cholerae, Vibrio

parahaemolyticus, Bacillus cereus dan Staphylococcus aureus.
Tabung

sentrifugasi steril disusun baris untuk beberapa inokula bakteri
untuk melapisi

10 konsentrasi Nano Colloidal Silver yang berbeda secara duplo.
Volume 1 ml


	
dari setiap konsentrasi Nano Colloidal Silver dimasukkan dalam
tabung yang

sesuai, mengandung inokula akhir dari 105 cfu/ml bakteri uji.
Komposisi yang

terkandung dalam tabung dicampur sepenuhnya dan diinkubasi pada
suhu 37C

selama semalam. Step akhir dari proses penentuan MIC ini adalah
ditentukan

dari konsentrasi terrendah dari Nano Colloidal Silver yang tidak
ada

perkembangan bakteri yang terlihat dari dalam tabung. (Petrus et
al, 2011).

Bakteri yang resisten terhadap antibiotic berkembang dengan
cepat,

menyebabkan masalah pada pengobatan terhadap penyakit yang
disebabkan

karena bakteri tersebut. Dalam periode terakhir dan dalam
penelitian ini,

Staphylococcus aureus yang merupakan organisme predominan
terhadap luka

bakar dan infeksi luka, menunjukkan peningkatan resistensi
terhadap anitbiotik

yang umum digunakan. Tanaman yang digunakan dalam penelitian
ini

menunjukkan aktivitas bakteri yang meyakinkan terhadap
strain

Staphylococcus aureus yang resisten. Dengan demikian, penelitian
ini

menyarankan penggunaan tanaman dalam pengobatan berbagai
macam

penyakit yang disebabkan oleh bakteri yang resisten.
Selanjutnya, potensi

tanaman harus dieksplor lebih jauh dalam rangka mengembangkan
terapi

alternatif untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh bakteri
yang resisten

terhadap antibiotik. (Rubina et al, 2011).

IV. Alat dan Bahan

a. Alat

Labu Ukur

Tabung reaksi besar dan kecil Volume pipet berukuran 1 ml dan
10

ml

Pembakar Spirtus

Ose

b. Bahan

Sediaan uji antibiotik Rifampisin

Suspensi bakteri Bacillus subtilis

Nutrient Broth (NB) double strength


	
Nutrient Broth (NB)

Pelarut sediaan uji

Air suling

c. Gambar Alat

Labu Ukur

Tabung Reaksi

Ose


	
V. Prosedur

Prosedur pertama dalam penentuan MIC dilakukan pembuatan
suspensi dari

antibiotika. Rifampisin dilarutkan dalam etil asetat dan dalam
metanol.

Setelah dilakukan pembuatan suspensi antibiotika. Kemudian
menghitung

konsentrasi yang digunakan. Konsentrasi yang digunakan lebih
baik

mendekati dengan MIC dari jurnal jurnal yang telah ada,
sehingga

kemungkinan keberhasilan praktikum tercapai, variasi
konsentrasinya adalah

20 g/ml, 10 g/ml 5 g/ml, 2,5 g/ml, dan 1,25 g/ml.
Selanjutnya,

melakukan pengenceran dari 1000 g/ml ke 40 g/ml, dan diambil 1
ml dari

40 g/ml kemudian dimasukkan ke tabung 20 g/ml, dan selanjutnya
sampai

1,25 g/ml, lalu diambil 1 ml dan dimasukkan ke tabung double
strength.

Setelah itu bakteri Bacillus subtilis diinokulasikan pada
tiap-tiap tabung yang

Volume Pipet

Spirtus

Rak Tabung


	
nantinya akan diinkubasi selama 24 jam. Setelah itu diamati
kekeruhan dari

masing-masing konsentrasi.

VI. Data Pengamatan

Tabung dan Deskripsi Hasil Pengamatan

Double Strength

Tabung 1, 20 g/ml.

Tabung 2, 10 g/ml.


	
Tabung 3, 5 g/ml.

Tabung 4, 2,5 g/ml.

Tabung 5, 1,25 g/ml.


	
Bacillus subtilis

VII. Perhitungan

Konsentrasi Awal 40 g/mL dari 100 g/mL

V1.N1 = V2.N2

1 mL. 100 g/mL = x . 40 g/mL

x = 2,5 mL -> 1 mL antibiotik rifampisin, 1,5 mL aquades

Konsentrasi 20 g/mL

V1.N1 = V2.N2

1 mL. 40 g/mL = x . 20 g/mL

x = 2 mL

Konsentrasi 10 g/mL

V1.N1 = V2.N2

1 mL. 20 g/mL = x . 10 g/mL

x = 2 mL

Konsentrasi 5 g/mL

V1.N1 = V2.N2


	
1 mL. 10 g/mL = x . 5 g/mL

x = 2 mL

Konsentrasi 2,5 g/mL

V1.N1 = V2.N2

1 mL. 5 g/mL = x . 2,5 g/mL

x = 2 mL

Konsentrasi 1,25 g/mL

V1.N1 = V2.N2

1 mL. 2,5 g/mL = x . 1,25 g/mL

x = 2 mL

VIII. Pembahasan

Praktikum kali ini yang berjudul penentuan MIC atau minimum
inhibitory

concentration dari suatu sediaan uji yang berpotensi sebagai
antibiotik. Tujuan

dari praktikum ini adalah menentukan minimin inhibitory
concentration atau

disebut juga konsentrasi hambat minimum suatu sediaan uji
terhadap bakteri

gram positif maupn gram negatif dengan menggunakan metode MIC
cair.

Bakteri yang digunakan pada praktikum sekarang adalah Bacillus
subtilis.

Bakteri ini merupakan bakteri gram positive yang dapat
menghasilkan

endospora 1. Metode yang digunakan dalam penentuan MIC ini
adalah metode

MIC Cair atau secara turbidimetri dilihat dari kekeruhannya.
Seperti yang telah

diketahui bahwa antibiotik memiliki konsentrasi MIC yang
berbeda-beda

terhadap tiap tiap bakteri, dimana ada bakteri yang peka
terhadap antibiotik

1 Peter Cartwright BA (Hons) MA MSc.2009. Bacillus subtilis
Identification & Safety. Journal

Probiotic News: Issue 2 March 2009. Human Microbiota Specialist
Probiotics International Ltd.

Somerset, U.K.


	
tersebut atau ada yang justru tidak peka sama sekali. Penentuan
dengan MIC ini

termasuk secara in vitro dan dibutuhkannya faktor konversi untuk
ditetapkan

secara in vivo pada tubuh manusia, sebab adanya metabolisme pada
tubuh

manusia.

Antibiotika yang digunakan adalah rifampicin. Dimana rifampicin
merupakan

inhibitor polimerase RNA Bakteri yang merupakan turunan
semi-sintetik dari

grup antibiotik rifamisin. Menurut Abhinav Dey dalam jurnalnya
Tracing the

Variation in Physiological Response to Rifampicin Across the
Microbial

Spectrum bahwa konsentrasi minimum hambat Rifampisin terhadap
Bacillus

subtilis adalah 0.06 g/ml 2. Sedangkan menurut Eric R Dabbs
dalam jurnalnya

yang berjudul Rifampicin Inactivaction by Bacillus species
konsentrasi

minimum hambat nya sekitar 0,1 0,39 g/ml 3. Perbedaan MIC ini
dapat

terjadi karena adanya kondisi yang tidak sesuai dan sama serta
bakteri yang

digunakan. Sehingga dapat dikatakan bahwa MIC rifampisin dibawah
dari 5

g/ml. Walaupun rifampisin dapat menghambat bakteri dengan
inhibitor

polimerasi, namun bakteri juga dapat menginaktivasi rifampisin
dengan

memfosforilasi dan mendecolorisasi antibiotik tersebut 4.

Pada prosedur pengerjaan penentuan MIC, pertama tama dilakukan
pembuatan

suspensi dari antibiotika. Menurut Farmakope Indonesia IV,
dikatakan bahwa

Rifampisin pemeriannya serbuk hablur, coklat merah, dimana ia
tidak larut

didalam air, sehingga dapat dilarutkan dalam etil asetat dan
dalam metanol 5.

Setelah dilakukan pembuatan suspensi antibiotika. Kemudian
menghitung

konsentrasi yang digunakan. Konsentrasi yang digunakan lebih
baik mendekati

2 Abhinav Dey, Dipankar Chatterji. Tracing the Variation in
Physiological Response to Rifampicin

Across the Microbial Spectrum. Journal of Bacteriology and
Virology 2012:Vol. 42; No. 2 p.87-

100. Molecula Biophysics Unit, Indian Institute of Science,
Bangalore, India.

3 Eric R. Dabs, Katsukiyo Yazawa, Yasushi Tanaka, Yuzuri Mikami,
Makoto Miyaji. Rifampicin

Inactivation by Bacillus species. Journal of Antibiotics : Vol
48 August 1995; p.815-819. Research

Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba
University, Japan.

4 Ibid.

5 Departemen Kesehatan Republik Indonesia. Farmakope Indonesia
IV 1995. Jakarta :Departemen

Kesehatan Republik Indonesia.


	
dengan MIC dari jurnal jurnal yang telah ada, sehingga
kemungkinan

keberhasilan praktikum tercapai, variasi konsentrasinya adalah
20 g/ml, 10

g/ml 5 g/ml, 2,5 g/ml, dan 1,25 g/ml. Selanjutnya, melakukan

pengenceran dari 1000 g/ml ke 40 g/ml, dan diambil 1 ml dari 40
g/ml

kemudian dimasukkan ke tabung 20 g/ml, dan selanjutnya sampai
1,25 g/ml,

lalu diambil 1 ml dan dimasukkan ke tabung double strength.
Setelah itu bakteri

Bacillus subtilis diinokulasikan pada tiap tiap tabung yang
nantinya akan

diinkubasi selama 24 jam.

Namun, dari hasil yang didapatkan setelah inkubasi, hampir
keenam tabung

(ditambah dengan double strength) bening tanpa adanya
pertumbuhan bakteri,

kecuali pada tabung no. 4 konsentrasi 2,5 g/ml. Namun pada
tabung ke 5

konsentrasi 1,25 g/ml tidak menunjukkan adanya pertumbuhan
bakteri.

Sehingga dapat dikatakan bahwa kemungkinan MIC terletak sekitar
2,5 g/ml

5 g/ml. Apabila dibandingkan dengan literatur yang ada,
konsentrasi tersebut

masih terlalu tinggi. Sebab literatur mengatakan konsentrasi MIC
rifampisin

untuk Bacillus subtilis berkisar 0,06 0,39 g/ml. Sehingga
kemungkinan tidak

terjadinya pertumbuhan bakteri pada keenam tabung dianggap
wajar, karna

telah melewati batas MIC berdasarkan literatur. Namun, untuk
praktikum kali

ini dapat dikatakan bahwa MIC memang benar dibawah 5 g/ml, yaitu
sekitar

2,5 g/ml 5 g/ml.

Perbedaan hasil yang didapatkan dengan literatur dapat
dikarenakan beberapa

faktor, yang pertama, praktikan kurang teliti dalam membuat
variasi konsentrasi

yang seharusnya berada diantara konsentrasi MIC literatur.
Kedua, kurang

aseptisnya pratikan atau adanya kontaminan yang menyebabkan
tidak adanya

pemerataan bakteri pada tiap tiap tabung. Sehingga
diperlukannya, uji MIC

ulang untuk memastikan konsentrasi hambat minimum Rifampisin
terhadap

bakteri Bacillus subtilis.

IX. Kesimpulan

Praktikan dapat menentukan minimin inhibitory concentration atau
disebut

juga konsentrasi hambat minimum suatu sediaan uji terhadap
bakteri gram


	
positif maupn gram negatif dengan menggunakan metode MIC cair.
Dimana

konsentrasi minimunnya terletak pada 2,5 g/ml 5 g/ml. Namun

diperlukannya uji lebih lanjut atau pengulangan uji MIC
dikarenakan adanya

perbedaan antara MIC hasil percobaan dengan MIC literatur
jurnal. Walaupun

MIC yang didapatkan sudah sesuai yaitu dibawah dari 5 g/ml..
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