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ABSTRAK

Analisis Pengaruh Teknik Pengambilan Sample Terhadap Deteksi Bakteri
Gram Negatif Diplokokus Pada Pemeriksaan Konjungtiva : Studi Kasus

Teknologi laboratorium merupakan berbagai aspek laboratoris dan analitik yang
digunakan dalam pengujian sampel laboratorium. Pengambilan sampel adalah
langkah pertama dan aspek penting dari keseluruhan proses analisis. Penelitian ini
mendeskripsikan tentang kasus di bidang bakteriologi tentang analisa teknik
pengambilan swab konjungtiva pada pemeriksaan bakteri gram negatif diplokokus
pengambilan sampel apusan oleh petugas laboratorium untuk pemeriksaan apus
sekret menggunakan alat ose disposible. Hasil pemeriksaan pewarnaan gram
sampel yang diambil di bagian debriment tidak ditemukannya bakteri gram negatif
dan di pemeriksaan fronkis konjungtiva inferior didapatkan bakteri gram (-)
diplococcus. Pada pemeriksaan awal, pengambilan sampel yang tidak dilakukan
secara tepat, yaitu tanpa pembersihan awal (debridemen) dan dari area dasar
konjungtiva, menghasilkan hasil negatif palsu. Berdasarkan hasil penelitian studi
kasus ini, dapat disimpulkan bahwa teknik pengambilan sampel swab konjungtiva
sangat memengaruhi keberhasilan deteksi bakteri Gram negatif diplokokus,
khususnya neisseria gonorrhoeae, pada pemeriksaan mikroskopis.

Kata Kunci : Bakteri gram negatif, diplokokus, konjungtiva



ABSTRACT

Analysis Of The Influence Of Sampling Technique On The Detection Of Gram-
Negative Diplococcus Bacteria In Conjunctival Examination: A Case Study

Laboratory technology encompasses various laboratory and analytical aspects
used in laboratory sample testing. Sampling is the first step and an important aspect
of the entire analysis process. This study describes a case in the field of bacteriology
regarding the analysis of the conjunctival swab sampling technique in the
examination of gram-negative diplococcus bacteria, where the sampling smear was
conducted by laboratory staff using a disposable inoculating loop. The results of
the gram staining examination of samples taken from the debridement area did not
show any gram-negative bacteria, while in the examination of the inferior
conjunctival fornix, gram-negative diplococcus bacteria were found. Based on the
results of this study. In the initial examination, improperly collected samples,
specifically without prior cleaning (debridement) and from the conjunctival base
area, resulted in false-negative results. In this case, it can be concluded that the
conjunctival swab sampling technique significantly affects the success of detecting
Gram-negative diplococci bacteria, particularly Neisseria gonorrhoeae, in
microscopic examinations.

Keywords : Diplococcus, conjunctiva, gram negative bacteria
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Pengambilan sampel adalah langkah pertama dan aspek penting dari
keseluruhan proses analisis. Teknik pengambilan sampel dilakukan agar
menyerupai, yang tujuannya adalah untuk menghilangkan kebingungan di antara
teknik-teknik yang terlihat agak mirip satu sama lain. Teknik pengambilan sampel,
menjelaskan teknik apa yang paling cocok untuk berbagai jenis penelitian, sehingga
seseorang dapat dengan mudah memutuskan teknik mana yang dapat diterapkan
dan paling cocok untuk proyek penelitiannya (Firmansyah and Dede, 2022).

Ketika pengambilan sampel dilakukan tidak sesuai standar akan memberikan
hasil pemeriksaan palsu. Kesalahan identifikasi sampel, pengambilan sampel yang
kurang tepat merupakan faktor penyebab kesalahan pra analitik. Kemungkinan
hasil negatif palsu dapat terjadi apabila selama proses analisis didapatkan
kontaminasi silang (Wahyu Wijayati, 2021).

Teknis pengambilan sampel merupakan bagian dari tahap pra analitik. Tahap
pra-analitik dapat memberikan kontribusi sekitar 61% dari total kesalahan
laboratorium, sementara kesalahan analitik 25%, dan kesalahan pasca analitik 14%
(Cahyani and Parwati, 2022). Terdapat tiga tahapan penting alam proses
pemeriksaan laboratorium yaitu tahapan pra analitik, analitik dan pasca analitik.
Tahapan pra analitik mencakup: persiapan pasien, pemberian identitas sampel,

pengambilan sampel, penyimpanan sampel dan pengiriman kalibrasi alat,



pemeriksaan serta pengawasan ketelitian dan ketepatan. Tahap pasca analitik
meliputi pencatatan dan pelaporan hasil (Khotimah and Sun, 2022).

Swab konjutiva biasanya diperlukan untuk menegakan diagnosa/ infeksi mata
karena mikroorganisma, salah satunya Neisseria gonorrhoeae. Gonore merupakan
suatu infeksi pada mukosa yang disebabkan oleh bakteri kokus gram negatif yaitu
Neisseria gonorrhoeae, yang mempunyai insiden tinggi diantara infeksi penyakit
menular (PMS). Infeksi ini tejadi secara luas di seluruh dunia dengan prevelensi
yang lebih tinggi di berbagai negara berkembang termasuk Indonesia
(Prasetyaningsih, Nadifah and Mualifah, 2022). Gonore dapat ditularkan melalu
hubungan seksual atau perinatal (Pitasari and Martodiharjo, 2019). Cara infeksi
yang paling umum terjadi selama kelahiran adalah infeksi dari jalur lahir yang
terinfeksi,

Infeksi mata pada bayi baru lahir, seperti oftalmia neonatorum, sering kali
disebabkan oleh mikroorganisme seperti Neisseria gonorrhoeae yang ditularkan
selama proses persalinan. Untuk memutus rantai penularan ini, praktik sterilisasi
menjadi fondasi utama dalam pelayanan kesehatan. Sterilisasi adalah proses krusial
untuk menghilangkan atau membunuh semua bentuk kehidupan mikroba, termasuk
spora, dari alat-alat medis dan lingkungan klinis. Dengan demikian, penguasaan
dan implementasi prinsip-prinsip sterilisasi yang cermat adalah kunci untuk
menjamin keamanan pasien dan kualitas luaran kesehatan, terutama pada populasi
rentan seperti neonates (Wandini, Widya Astuti and Sayudin, 2024).

Mayoritas konjungtiva pada bayi yang menular disebabkan oleh bakteri.

Infeksi konjungtiva pada bayi dikenal sebagai oftalmia neonatorum. Oftalmia



neonatrum adalah konjungtiva pada bayi baru lahir yang terjadi dalam 28 hari
pertama kehidupan. Penyebab infeksi ini dapat bersifat bakteri, virus, atau iritan
kimia, dan umumnya ditularkan saat proses persalinan melalui saluran lahir yang
terinfeksi. Penyakit ini menunjukkan tanda-tanda klinis seperti eritema, edema
kelopak mata dan konjungtiva palpebra, serta adanya sekret mukopurulen. Pada
oftalmia neonatorium gejala dikenal dengan adanya mata memerah, terdapat
kotoran mata kekuningan yang kental, kedua mata sulit membuka dan kelopak (Rini
et al., 2022). Patogen penyebab konjungtiva bakteri pada anak-anak lebih sering
disebabkan oleh Haemophilus Influensa, Streptococcus dan Moraxella Catarrhalis,
dan Neisseria gonore atau biasa dikenal dengan istilah oftalmia neonatrum (Nurul
Fhadila et al., 2024).

Ditemukan hasil negatif dari pewarnaan gram swab konjungtiva bayi yang
kedua mata bengkak bernanah kuning kehijauan, sekret mata kental dan berair,
disertai darah disekitar mata, kemudian sampel diwarnai gram dan diperiksa secara
mikroskopik dan memberikan hasil negatif palsu. Dari uraian kasus diatas penulis
tertarik untuk mengkaji kasus pemeriksaan gram apus secret konjungtiva pasien

infeksi mata suspek neiserria gonorrhoeae.
1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang maka rumusan masalahnya yaitu:

1. Bagaimana lokasi pengambilan swab?

2. Bagaimana hasil pemeriksaan?



1.3 Tujuan peneliti

Untuk menganalisa teknik pengambilan swab konjungtiva pada pemeriksaan

bakteri gram negatif diplokokus
1.4 Manfaat penelitian

Penyusun berharap dengan adanya penelitian ini akan bermanfaat bagi dunia
pendidikan, kesehatan, serta dapat menambah wawasan terutama pada pemeriksaan
bakteriologi khususnya pewarnaan gram untuk mengidentifikasi neiserria

gonorrhoeae pada infeksi mata.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tehnik Pengambilan Spesimen

Spesimen adalah teknik prosedur yang digunakan oleh peneliti untuk secara
sistematis memilih sejumlah item atau individu yang relatif lebih kecil dari
populasi yang telah ditentukan sebelumnya untuk dijadikan subjek sumber data
untuk observasi atau eksperimen sesuai tujuan. Pernyataan lain juga
menyampaikkan bahwa Sampel adalah sekelompok elemen yang dipilih dari
kelompok yang lebih besar dengan harapan mempelajari kelompok yang lebih
kecil. Pengambilan sampel adalah langkah pertama dan aspek penting dari
keseluruhan proses analisis . Teknik pengambilan sampel dilakukan agar
menyerupai, yang tujuannya adalah untuk menghilangkan kebingungan di
antara teknik-teknik yang terlihat agak mirip satu sama lain. Teknik
pengambilan sampel, menjelaskan teknik apa yang paling cocok untuk berbagai
jenis penelitian, sehingga seseorang dapat dengan mudah memutuskan teknik mana
yang dapat diterapkan dan paling cocok untuk proyek penelitiannya (Firmansyah

and Dede, 2022).
2.1.1 Gonore

Gonore adalah penyakit menular seksual atau Infeksi menular seksual (IMS)
merupakan infeksi yang ditularkan memlalui hubungan seksual, yang popular

disebut penyakit kelamin. Semua tehnik hubungan seks lewat vagina, dubur atau



mulut dapat menjadi wahana penularan penyakit kelamin. Penyebab infeksi
tersebut diantaranya adalah bakteri (misalnya gonore, sifilis), jamur, virus
(misalnya herpes, HIV), atau parasit (misalnya kutu), penyakit ini dapat menyerang
pria maupun Wanita (Nainggolan, 2024).

Penyakit gonore disebabkan bakteri Neisseria gonorrhoeae. Pada laki-laki
dikenal sebagai kencing nanah, dengan gejala keluar cairan kental berwarna
kekuningan dari alat kelamin, nyeri di perut bagian bawah. Pada perempuan sering
tanpa gejala. Komplikasi yang mungkin terjadi, diantaranya radang panggul pada
perempuan, kemungkinan terjadi kemandulan baik pada perempuan atau laki-laki,
infeksi mata pada bayi baru lahir yang dapat menyebabkan kebutaan, kehamilan
ektopik (di luar kandungan) dan memudahkan penularan infeksi HIV. Infeksi ini
biasanya kronis, karena 70% perempuan pada awalnya tidak merasakan gejala
apapun sehingga tidak memeriksakan diri. Gejalanya yaitu keluar cairan
vagina/penis encer berwarna putih kekuningan, nyeri di rongga panggul,
pendarahan setelah hubungan seksual (pada perempuan). Komplikasi yang terjadi
biasanya menyertai gonore, penyakit radang panggul, kemandulan akibat
perlekatan pada saluran falopian, kehamilan ektopik (diluar kandungan), infeksi
mata dan radang paru-paru (pneumonia) pada bayi baru lahir dan memudahkan
penularan infeksi HIV (Anisa putri utami, 2019).

Peningkatan infeksi gonore dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk
tingkat pengetahuan dan perilaku seksual berisiko tinggi seperti memiliki banyak
pasangan. Selain itu, faktor internal seperti tingkat pendidikan, jenis pekerjaan, dan

usia juga berperan. Sementara itu, faktor eksternal yang turut memengaruhi



meliputi kondisi lingkungan, norma sosial, dan budaya masyarakat (Rafilia Adhata,

2022).
2.1.2 Neisseria Gonnorhoeae

Neisseria gonorrhoeae merupakan patogen manusia wajib yang memiliki
kemampuan untuk menghindari dan memodulasi sistem imun bawaan dan adaptif
untuk mendukung replikasi dan kelangsungan hidupnya. Patogen yang terbatas
pada inangnya ini kemudian mengembangkan serangkaian mekanisme pengaturan
yang cukup kecil namun efektif untuk beradaptasi dengan cepat terhadap perubahan
konsentrasi oksigen dan nutrisi. Saat Neisseria gonorrhoeae berkembang melalui
tahap-tahap patogenesis penyakit (penularan, perlekatan, kolonisasi dan invasi,
serta penghindaran kekebalan), bakteri tersebut mengekspresikan banyak faktor
virulensi untuk meningkatkan kelangsungan hidup dan replikasi sambil tetap
bersifat minimal invasif dan minimal dapat dideteksi oleh sel-sel kekebalan. Masih
belum dapat dipastikan di lapangan apakah masuknya neutrofil dalam jumlah besar
setelah infeksi simtomatik menguntungkan inang atau patogen. Karena
kemampuannya secara alami, kecenderungan untuk transfer gen horizontal,
transformasi yang efisien, serta genom yang dinamis dan bervariasi, Neisseria
gonorrhoeae dengan cepat mengembangkan resistensi terhadap setiap golongan
antibiotik utama (Adawiyah, Diarti and Tatontos, 2020).

Neisseria gonorrhoeae adalah golongan diplokokus, bersifat tahan asam,
bentuknya menyerupai biji kopi dengan dimensi lebar 0,8um serta panjang 1,6um.
Pada sediaan langsung dengan pewarnaan gram, kuman ini bersifat gram negatif,

mempunyai pili dipermukannya, tidak bergerak secara aktif, nampak diluar dan



didalam leukosit, tidak tahan lama diluar, mudah mati pada kondisi kering, tidak
tahan tempratur diatas 39°C serta tidak tahan zat desinfektan. Neisseria
gonorrhoeae biasanya ditemukan berdempetan atau di dalam sel polimorfonuklear

(Rafilia Adhata, 2022).

Gambar 2. 1 Bakteri Neiserria Gonorrhoeae di bawah mikroskop lensa objektif
pembesaran 100x

(Sumber: Dokumentasi pribadi)

o Patogenitas

Neisseria gonorrhoeae menginfeksi mukosa seperti mukosa epitel kuboid
(lapis gepeng) yang masih imatur (belum mengembang) pada saluran
genitourinaria, mata, rectum, dan tenggorokan. Mula-mula bakteri akan melakukan
penetrasi di permukaan mukosa lalu akan berkembangbaik dalam jaringan su
bepitelial dan akan menghasilkan prosuk ekstraselulser yang dapat merusak sel.
Infeksi yang disebabkan bakteri gonokokus akan membentuk mikroabses
subepitelial dan jika pecah akan melepaskan PMN dan gonokokus (Rafilia Adhata,

2022).



2.1.3 Oftalmia neonatrum

Oftalmia neonatorum adalah radang konjungtiva yang terjadi pada neonatus
dengan onset munculnya manifestasi dalam 28 hari pertama kehidupan. Infeksi ini
umumnya diperoleh oleh neonatus selama perjalanan melalui jalan lahir yang
terinfeksi. Kondisi ini juga dikenal sebagai konjungtiva neonatal yang dapat
mengakibatkan berbagai macam komplikasi visual. Oftalmia neonatrum terjadi
akibat penyakit menular seksual yang dapat ditularkan secara langsunng dari
transmisi genital-mata, kontak genital-tangan-mata, atau transmisi ibu-neonatus

selama persalinan (Rini et al., 2022).

2.1.4 Pemeriksaan Laboratorium

Penetapan diagnosis dan penanganan terhadap infeksi Neisseria gonorrhoeae
dapat dilakukan melalui berbagai pemeriksaan laboratorium yaitu:
1. Spesimen

Nanah dan sekresi diambil dari uretra, cervix, rectum, conjunctiva,
tenggorokan, atau cairan sinovial untuk dibuat kultur dan hapusan. Kultur darah
diperlukan pada penyakit sistemik, tetapi sistem kultur spesial sangat membantu,
karena gonococci sensitif terhadap polyaetanol sulfonate pada media kultur darah

standar (Adawiyah, Diarti and Tatontos, 2020).
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2. Prosedur standar swab

Konjungtivitis

Konjungtiva
yang bengk

Gambar 2. 2 Perbedaan konjungtiva normal dan konjungtivitis
Sumber : Wandini et al., (2024)

Pada tahap ini dapat dikatakan sebagai tahapan persiapan awal, dimana tahap
ini ditentukan pada hasil dan prosedur kerja. Adapun tahap yang dilakukan adalah:
a.  Mata, konjungtiva
1) Ambil specimen dari kedua mata dengan usap terpisah (terlebih dahulu
dilembabkan dengan salin steril). Ambil dengan cara memutar di
konjungtiva
2) Specimen dapat di inokulasi langsung ke medium
3) Ambil satu usapan lagi untuk sediaan apus. Putar usap pada kaca slide
1-2cm.
b.  Serviks
1) Bersihkan serviks dari cairan vagina yang menutupi dengan kasa
steril.
2) Masukkan swab steril ke dalam endoserviks sekitar 1-2 cm.
3) Putar swab searah jarum jam selama 20-30 detik untuk memperoleh

sel epitel dan lendir.
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Tarik keluar swab dengan hati-hati tanpa menyentuh dinding vagina

Rectum

)
2)
3)

4)

5)

6)

Pasien dalam posisi berbaring miring atau posisi lain yang nyaman.
Masukkan swab secara perlahan ke dalam kanal anal sekitar 2—3 cm.
Hindari kontak dengan feses untuk mencegah kontaminasi.

Putar swab selama 10-30 detik untuk memastikan penyerapan materi
infeksi.

Tarik keluar swab dengan hati-hati tanpa menyentuh kulit sekitar anus
Segera masukkan swab ke dalam tabung transport media dan kunci

rapat.

Uretra

)

2)

Pada pria

Jika terdapat sekresi uretra, ekspresikan uretra untuk mengeluarkan
nanah. Jika tidak ada sekresi, tekan meatus uretra secara vertikal untuk
membuka uretra distal dan masukkan swab steril (Dacron atau rayon)
dengan batang fleksibel perlahan hingga 2—4 cm. Putar swab secara
perlahan selama 10 detik, kemudian tarik keluar swab dengan hati-hati.
Pada wanita:

Jika tidak ada sekresi uretra, tekan meatus uretra secara vertikal
untuk membuka uretra distal dan masukkan swab steril (Dacron atau
rayon) dengan batang fleksibel perlahan hingga 1-2 cm. Putar swab
secara perlahan selama 10 detik, kemudian tarik keluar swab dengan

hati-hati.
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3. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram atau metode Gram adalah suatu metode untuk membedakan
spesies bakteri menjadi dua kelompok besar, yakni Gram positif dan Gram negatif,
berdasarkan sifat kimia dan fisik dinding sel mereka (Arfi, Kristinawati and
Khusuma, 2022). Perbedaan warna antara bakteri Gram positif dan bakteri Gram
negatif disebabkan oleh adanya perbadaan struktur pada dinding selnya. Dinding
bakteri Gram positif banyak mengandung peptidoglikan, sedangkan dinding bakteri
Gram negatif banyak mengandung lipoposakarida. Kompleks kristal ungu-iodin yang
masuk ke dalam sel bakteri Gram positif tidak dapat tercuci oleh alkohol karena
adanya lapisan peptidoglikan yang kokoh pada dinding sel, sedangkan pada bakteri
Gram negatif alkohol akan merusak lapisan lipopolisakarida. Kompleks kristal ungu-
iodin pada bakteri Gram negatif dapat tercuci dan menyebabkan sel bakteri tampak
transparan yang akan berwarna merah setelah diberi safranin(Wahyu Wijayati, 2021).

Metode pewarnaan Gram mempunyai sensitifitas 50-70% dan spesifisitas 95-
100% untuk spesimen yang berasal dari endoservik. Sensitifitas teknik laboratroium
pewarnaan Gram menggambarkan kepekaan metode ini dalam mendeteksi infeksi
gonore (Khariri & Sariadji, 2018). Metode pewarnaan Gram merupakan pemeriksaan
penunjang yang banyak digunakan untuk diagnosis presumtif gonore karena
memberikan hasil yang cepat dengan teknik yang sangat sederhana. Waktu yang
diperlukan untuk melakukan pewarnaan Gram sekitar 5 menit. Meskipun metode ini
banyak digunakan di laboratorium namun pewarnaan Gram memiliki sensitivitas
yang rendah untuk mendeteksi infeksi gonore. Pewarnaan Gram dilakukan secara

langsung di laboratorium. Preparate diletakkan pada jembatan pengecatan, kemudian
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digenangi dengan kristal violet (Gram A) selama 1 menit. Preparate dicuci dengan
air mengalir lalu digenangi dengan lugol iodine (Gram B) selama 1 menit, kemudian
dicuci dengan air mengalir dan dilunturkan dengan alcohol aceton (Gram C) sampai
luntur. Preparat dicuci dengan air mengalir lalu digenangi dengan safranin (Gram D)
selama 30 detik. Terakhir, preparate dicuci dengan air dan dikeringkan kemudian
dilakukan pemeriksaan dibawah mikroskop dengan pembesaran 1000x dengan
bantuan minyak imersi. Berdasarkan pengamatan secara mikroskopis terdapat
sampel pasien ditemukan bakteri berwarna merah, berbentuk diplokokus. Hal ini
pasien tersebut sudah pernah terinfeksi Gonore dan sedang dalam proses terapi
(Prasetyaningsih, Nadifah and Mualifah, 2022).
4.  Kultur

Gold standar untuk diagnosis definitif gonore adalah kultur. Kelemahan
pemeriksaan kultur memerlukan waktu 2-3 hari untuk memastikan infeksi, biaya
tidak murah, dan tidak ada di setiap fasilitas kesehatan. Kelebihan pemeriksaan kultur
adalah dapat membedakan bakteri menjadi 2 kelompok yaitu gram negatif dan gram
positif. Pada gram negatif akan berwarna merah sedangkan gram positif berwarna
ungu Kultur menggunakan media Thayer Martin yang mengandung vankomisin dan
nistatin yang dapat menekan pertumbuhan bakteri gram positif, gram negative, dan
jamur. Kultur diinkubasi pada suhu 35 °C - 37°C dan atmosfer yang mengandung
CO2 5%. Pemeriksaan kultur dari bahan duh uretra pria memiliki densitivitas lebih
tinggi yaitu 94% - 98 % daripada duh endoserviks 85%-95% namun spesifitasnya

sama yaitu 99% (Rafilia Adhata, 2022).
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5. Antibiotik

Antibiotik adalah obat yang digunakan pada infeksi dengan membunuh atau
memperlambat pertumbuhan mikroba penyebab infeksi. Antibiotik adalah zat-zat
kimia yang dihasilkan oleh fungi atau bakteri, yang memiliki khasiat mematikan atau
menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen, sedangkan toksisitasnya bagi
manusia relatif kecil. Turunan zat-zat yang dibuat secara semi sintesis tersebut juga
termasuk kelompok antibiotik, begitu pula senyawa sintesis dengan khasiat
antibakteri. Antibiotik sebagai obat untuk menanggulangi penyakit infeksi,
penggunaannya harus rasional, tepat dan aman. Antibiotik merupakan golongan obat
dengan jumlah pemakain yang paling sering digunakan dalam penggunaan, terutama
terkait dengan kejadian infeksi bakteri. Bersamaan dengan peningkatan penggunaan
antibiotik, berbagai permasalahan dapat terjadi seperti pemakaian antibiotik yang
tidak rasional, peningkatan resistensi antibiotik dan peningkatan harga antibiotik.
Gonore merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh bakteri Neisseria
gonorrhoeae yang termasuk bakteri diplococcus gram negatif dan manusia
merupakan satu-satunya faktor alamiah untuk gonokokus, infeksi gonore hampir
selalu ditularkan saat aktivitas seksual. Penyakit menular ini paling sering dilaporkan
dan masih menjadi masalah di negara berkembang ataupun negara maju dan juga
penyakit dengan prevalensi yang tinggi setiap tahun sekitar 78 juta penderita. Angka
kejadian gonore berkaitan dengan resistensi terhadap antibiotik yang digunakan
dalam pengobatan gonore. Resistensi dapat dipengaruhi dengan perilaku cara

pengobatan, yaitu berobat ke dokter dan berobat sendiri (Fay, 2019).



2.2 Kerangka Penelitian

Swab konjungtiva

!

Pengambilan di dasar konjungtiva

A 4

Pewarnaan gram

I

Tidak ditemukan bakteri apapun

Pengambilan sampel ulang

\4

Dibersihkan debriment

A 4

Pengambilan dibagian dalam fronkis inferior
konjungtiva

Ditemukan bakteri gram negatif

Gambar 2. 3 Kerangka penelitian
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BAB III

METODE STUDI KASUS

3.1 Rancangan studi kasus
Penelitian ini mendeskripsikan tentang kasus di bidang bakteriologi tentang
analisa teknik pengambilan swab konjungtiva pada pemeriksaan bakteri gram negatif

diplokokus

3.2 Objek studi kasus

Objek studi kasus yang digunakan adalah apus swab konjungtiva.
3.3 Fokus studi kasus

Pada penelitian ini ditemukan perbedaan hasil pemeriksaan hasil sampel satu dan
dua, pada pengambilan sampel pertama dilakukan pengambilan sampel swap apus
konjungtiva mata pasien bayi tersebut oleh petugas laboratorium kemudian sampel
diwarnai gram dan diperiksa dibawah mikroskop, namun tidak ditemukan bakteri gram
(-) diplokokus, melainkan sel leukosit yang hanya bertumpuk. Petugas laboratorium
mengkonfirmasi hasil kembali dengan melakukan pengambilan sampel ulang dan
memastikan tahap-tahapnya dengan benar, sebelum dilakukan pengambilan sampel,
petugas laboratorium membersihkan pus/nanah diluar mata pasien dengan kasa atau
kapas yang telah dibasahi dengan Nacl steril, setelah difiksasi dilakukan pewarnaan

giemsa dan memastikan setiap tahapnya benar. Sampel kemudian diperiksa dibawah
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mikroskopis dan setelah dilakukan pengamatan berulang ditemukan bakteri gram (-)

diplokokus intra sel dan ekstrasel.
3.4 Pengumpulan data studi kasus

1.  Pemeriksaan pertama

a. Tahap pra-analitik

Seorang ibu membawa bayinya yang berusia 1 bulan ke laboratorium
dengan keluhan kedua mata tampak bengkak, mengeluarkan sekret kental
berwarna kuning kehijauan, dan tampak bercampur darah di sekitar kelopak

mata. Mata kanan terlihat lebih menonjol dibandingkan mata kiri.

1) Petugas laboratorium melakukan pengambilan sampel sekret konjungtiva
menggunakan ose disposable dari dasar konjungtiva tanpa dilakukan
pembersihan pada debridemen terlebih dahulu.

2) Pada tahap selanjutnya petugas laboratorium membuat apusan dengan
mengoleskan sampel pada kaca objek steril (glass slide) menggunakan
ose disposable.

b. Tahap analitik (Pemeriksaan pertama)

1) Pewarnaan Gram
e fiksasi dengan cara melewatkan kaca objek glas secara cepat di atas

nyala api bunsen sebanyak 2—3 kali, agar sel-sel menempel kuat dan

tidak rusak saat pewarnaan.
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Kristal violet (pewarna primer) diteteskan dan dibiarkan selama 60
detik.

Bilas dengan air mengalir.

Larutan lugol/iodine (mordant) diteteskan selama 60 detik.

Bilas kembali dengan air.

Dekolorisasi menggunakan alkohol 95% atau aseton-alkohol selama
10-20 detik (hingga larutan ungu hilang).

Bilas segera dengan air untuk menghentikan proses dekolorisasi.
Safranin (pewarna kontras) diteteskan selama 30—-60 detik.

Bilas akhir dengan air bersih dan biarkan apusan mengering secara

alami.

2) Pemeriksaan Mikroskopik

Tambahkan minyak imersi pada sediaan,

Lakukan pengamatan menggunakan mikroskop dengan lensa objektif
100x.

Tidak ditemukan bakteri apapun, tetapi ditemukan leukosit yang
bertumpuk. Karna hasil invalid maka dilakukan pengambilan ulang
dengan membersihkan terlebih dahulu dibagian dasar/debriment
konjungtiva dan titik pengambilan dibagian dalam fronkis inferior
konjungtiva. Hasil pewarnaan gram dari sampel fronkis interior

didapatkan bakteri gram negatif.
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3) Tahap pasca-analitik
e Pencatatan hasil positif
e Validasi

e Dikeluarkan hasil
3.5 Etik studi kasus

Penelitian studi kasus ini dilakukan dengan prinsip adil, baik, dan hormat. Adil
dilakukan dengan tidak membeda-bedakan objek penelitian baik dilakukan dengan
tidak menimbulkan kerugian pada objek penelitian, dan hormat dilakukan dengan

meminta izin dan menjaga kerahasiaan pihak terkait.



BAB 1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Pengambilan sampel apusan oleh petugas laboratorium untuk pemeriksaan apus
sekret menggunakan alat ose disposible. Hasil pemeriksaan pewarnaan Gram sampel
yang diambil di bagian debriment tidak ditemukannya bakteri gram negatif dan di
pemeriksaan fronkis konjungtiva inferior didapatkan bakteri gram (-) diplococcus.

Adapun hasil pemeriksaan tersebut adalah sebagai berikut:

Negatif Positif

Gambar 4. 1 Hasil pemeriksaan dibawah mikroskop lensa objektif pembesaran 100x

Tabel 4. 1 Hasil Pemeriksaan Pewarnaan Gram Swab Konjungtiva

Lokasi Hasil pengamatan Interpretasi Hasil
Pengambilan Mikroskopis
Debriment Tidak ditemukan bakteri Negatif
konjungtiva gram negatif
Fronkis inferior ~ Ditemukan bakteri gram Positif
konjungtiva (-) diplokokus
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Data pada studi kasus ini diketahui dengan ditemukan kesalahan dari pra-analitik
adanya perbedaan hasil pemeriksaan pertama dan kedua dengan pengambilan sampel
yang berbeda menunjukan terjadinya perbedaan hasil dari kedua pemeriksaan ulang
yang disiignifikan. Setelah dikonfirmasi ditemukan Sampel ulang kemudian diperiksa
dibawah mikroskopis dan setelah dilakukan pengamatan berulang ditemukan bakteri
gram (-) diplokokus intra sel dan ekstrasel. Berdasarkan hasil tersebut terdapat
perbedaan signifikan pada mikroskopis sampel satu dan sampel dua.

Berdasarkan tabel di atas pengambilan sampel pada debriment konjungtiva
menyebabkan hasil negatif palsu sedangkan pengambilan pada fronkis inferior
konjungtiva dapat ditemukan bakteri gram negatif, ini terjadi ketika sampel diambil
dari lokasi yang kurang tepat, seperti dasar konjungtiva, alih-alih dari forniks inferior

area yang lebih kaya akan sekret dan konsentrasi bakteri.
4.2 Pembahasan

Laboratorium harus dilakukan menurut prosedur yang telah ada, sehingga
didapatkan hasil yang tepat, cepat dan dapat dipercaya. Pengujian di laboratorium
melibatkan 3 tahapan yang terdiri dari pra-analitik, analitik, dan pasca analitik.
Kesalahan laboratorium dapat terjadi kapan saja dari ketiga tahapan tersebut tergantung
pada sumber dan waktu presentasi masing-masing. Terdapat kesalahan yang dapat
terjadi dalam pemeriksaan laboratorium, dimana kesalahan pada pra analitik

diantaranya kesalahan pada pengambilan sampel, pengambilan dan penampungan
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spesimen, kesalahan pada pengolahan dan penyimpanan spesimen, kerusakan
spesimen karena penyimpanan atau transportasi (Khotimah and Sun, 2022).

Tahap pra-analitik memberikan kontribusi paling besar dalam menimbulkan
kesalahan pemeriksaan di laboratorium. Menurut (Wahyu Wijayati, 2021)
menyebutkan bahwa kesalahan dalam tahap pra-analitik seperti ini menyumbang
sekitar 61% dari keseluruhan kesalahan laboratorium, termasuk di dalamnya proses
identifikasi pasien, teknik pengambilan, dan pengiriman sampel ke laboratorium, yang
semuanya berpotensi menurunkan sensitivitas hasil pemeriksaan meskipun tahap
analitik telah dilakukan dengan tepat.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Brijesh Mukherjee dan Saurav
Patra, kesalahan pra analitik mempengaruhi hasil terhadap uji laboratorium sebesar 46-
68,2% dari total kesalahan. Tipe kesalahan tersebut disebabkan karna kualitas sampel
yang tidak akurat (47%), identifikasi pasien yang salah (26,8%), tidak adanya order
pemeriksaan dari dokter (14%) dan penggunaan tabung pemeriksaan yang tidak sesuai
(0,6%). Penelitian Dereen Najat, di laboratorium klinik menjelaskan prevalensi
penanganan sampel yang tidak tepat selama tahap pra analitik sebesar 39% dengan
alasan utama kesalahan terjadi pada sampel.

Kesalahan pada tahap pra-analitik merupakan penyebab dominan dari hasil
pemeriksaan mikrobiologi yang tidak akurat. Tahap pra-analitik meliputi seluruh
proses mulai dari pengambilan, pelabelan, penyimpanan, hingga pengiriman spesimen
ke laboratorium lebih dari 60% kesalahan laboratorium berasal dari fase pra-analitik,

terutama pada pengambilan spesimen yang tidak sesuai prosedur.
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Kesalahan pertama yang sering terjadi adalah teknik pengambilan sampel yang
tidak aseptik. Misalnya, pengambilan swab luka tanpa disinfeksi kulit terlebih dahulu,
atau penggunaan alat yang tidak steril. Hal ini berpotensi menyebabkan kontaminasi
silang atau pertumbuhan mikroorganisme non-patogen. Hal ini juga menekankan
bahwa swab konjungtiva yang diambil tanpa prosedur yang benar sering gagal
mengidentifikasi patogen penyebab infeksi mata. Selain itu, waktu pengambilan
sampel juga krusial bahwa pengambilan sampel setelah pemberian antibiotik dapat
menyebabkan hasil negatif palsu karena mikroorganisme target telah ditekan. Oleh
karena itu, pengambilan harus dilakukan sebelum terapi antimikroba dimulai (Garcia-
Vidal et al., 2021).

Kontaminan dalam spesimen, terutama jika pengambilan dilakukan dari
permukaan luka atau abses (Bowler, 2021) dalam Journal of Wound Care menyatakan
bahwa nanah dapat mengandung mikroorganisme komensal atau sekunder yang tidak
relevan secara klinis. Oleh karena itu, pengambilan spesimen sebaiknya dilakukan dari
area terdalam atau menggunakan teknik aspirasi untuk memperoleh hasil yang lebih
representatif. Temuan hanya sel leukosit tanpa adanya bakteri patogen pada
pemeriksaan awal ini sangat mungkin disebabkan oleh kurangnya penerapan teknik
aseptis yang benar dan pengambilan sampel dari lokasi yang tidak representatif. Ini
menyebabkan hanya respons imun tubuh (leukosit) yang terlihat, tanpa adanya agen
infeksi yang jelas yang berhasil terambil.

Pada pemeriksaan ini ditemukan sampel apus sekret yang diambil dari bagian

debriment konjungtiva pada pasien suspek Neisseria Gonorrhoeae. Tidak dilakukan
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pembersihan awal yang memadai dan kesalahan titik swab konjungtiva ini, yakni
pengambilan dari bagian luar, mengakibatkan ketika diperiksa secara mikroskopis
tidak ditemukan bakteri Gram (-) diplokokus melainkan hanya sel leukosit yang
bertumpuk. Sehingga memberikan hasil negatif, yang mana hasil tersebut tidak sesuai
dengan kondisi klinis pasien. Hal ini menimbulkan keraguan sehingga dilakukan
konfirmasi dengan pengambilan sampel ulang dan memastikan setiap tahapannya
dilakukan dengan benar. Kegagalan mengikuti prosedur yang benar dapat
menyebabkan hasil laboratorium yang tidak mencerminkan kondisi infeksi sebenarnya.

Teknik aseptis merupakan serangkaian prosedur rutin yang dirancang untuk
mencegah kontaminasti mikroba yang tidak diinginkan pada kultur, media steril, stok
bahan, dan larutan lainnya. Teknis pengambilan swab konjungtiva salah satunya
dengan menghindari kontaminasi dari bulu mata atau kelopak mata, serta melakukan
pembersihan awal terhadap nanah atau sekret yang menumpuk. Teknik aseptis juga
dikenal sebagai teknik steril, adalah metode yang digunakan untuk mencegah
masuknya mikroorganisme ke dalam lingkungan laboratorium dan peralatan medis,
sehingga menjaga kebersihan dan sterillitas selama proses kerja. Teknis aseptis juga
diartikan sebagai upaya menjaga lingkungan kerja agar tetap bebas dari kontaminan,
baik berupa benda asing maupun mikroorganisme dengan menerapakan prosedur dan
risiko kontaminasi (Sonawane ef al., 2023).

Untuk mendapatkan wusapan konjungtiva yang berkualitas baik harus
diperhatikan untuk menghindari kelopak mata dan bulu mata, yang dapat mencemari

kultur dengan flora kulit. Kesalahan dalam pengambilan sampel konjungtiva
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merupakan faktor utama yang dapat menyebabkan hasil negatif palsu pada
pemeriksaan mikrobiologi, terutama dalam kasus infeksi Neisseria gonorrhoeae.
Berdasarkan penelitian terdahulu, seperti yang dijelaskan oleh Hoffman et al., (2015),
secara konsisten menekankan bahwa usapan konjungtiva harus menyapu cukup dalam
ke forniks konjungtiva inferior, karena area ini lebih kaya akan sekret dan konsentrasi
bakteri, walaupun mungkin membuat pasien tidak nyaman. Pengambilan sampel yang
ideal harus dilakukan dengan menyapu cukup dalam ke forniks konjungtiva inferior
untuk mendapatkan spesimen yang representatif.

Pada pengambilan sampel di bagian fronkis inferior ini, petugas laboratorium
membersihkan pus/nanah diluar mata pasien atau debriment terlebih dahulu dengan
kasa/ kapas yang telah dibasahi dengan Nacl steril Setelah mata pasien bersih,
pengambilan sampel apus sekret dilakukan menggunakan ose disposible di posisi yang
benar, yaitu di bagian dalam konjungtiva pasien pada forniks inferior. Sampel
kemudian dibuat apusan dan diperiksa di bawah mikroskop menggunakan teknik
pewarnaan Gram. Hasil pemeriksaan ulang ini menunjukkan ditemukannya bakteri
Gram (-) diplokokus intra sel dan ekstrasel, yang kini memberikan hasil positif dan
sangat sesuai dengan riwayat klinis pasien. Perbedaan signifikan pada hasil pewarnaan
Gram antara sampel pertama (hanya leukosit) dan sampel kedua (ditemukan bakteri
Gram (-) diplokokus) secara jelas menunjukkan bahwa kepatuhan terhadap teknik
aseptis dan penentuan titik pengambilan sampel yang tepat pada forniks konjungtiva
adalah krusial untuk mendapatkan hasil yang akurat dan mendukung diagnosis yang

benar.
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KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian studi kasus ini, dapat disimpulkan bahwa teknik
pengambilan sampel swab konjungtiva sangat memengaruhi keberhasilan deteksi
bakteri Gram negatif diplokokus, khususnya Neisseria gonorrhoeae, pada pemeriksaan
mikroskopis. Hal ini menunjukkan bahwa kesalahan dalam tahap pra-analitik, terutama
pada teknik pengambilan sampel, menjadi faktor krusial yang dapat mempengaruhi
akurasi diagnosis laboratorium, dan menegaskan pentingnya penerapan prosedur yang

tepat dalam pemeriksaan mikrobiologi mata pada kasus infeksi neonatal.
5.2 Saran

Berdasarkan rumusan masalah mengenai analisa teknik pengambilan swab
konjungtiva pada pemeriksaan bakteri Gram negatif diplokokus, disarankan agar
tenaga laboratortum medis lebih memperhatikan dan menerapkan prosedur
pengambilan sampel yang sesuai standar, khususnya pada tahap pra-analitik. Hal ini
meliputi pembersihan awal area mata serta pengambilan sampel dari lokasi yang
representatif, yaitu forniks inferior konjungtiva, guna meningkatkan akurasi hasil

pemeriksaan dan meminimalisir kemungkinan hasil negatif palsu.
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