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Abstract: Bacteremia is one public health problem. Bacteremia was ranked as the tenth leading 
cause of death in the United States. Gram staining of buffy coat can be used for early detection 
of patients with bacteremia. Rapid diagnostic tests with these Gram staining can be interpreted 
within an hour and the research that has been conducted Richmond et al. 2002, have a 
sensitivity of 75% and specificity of 79%. This study aimed to study the sensitivity and specificity 
of Gram buffy coat with the gold standard blood culture media biphasic fever suspected patients. 
This study was an observational study with cross sectional study. The study population was 
suspected fever patients in hospitals Ratu Zalecha Martapura months from March to May 2013. 
The samples were suspect fever patients in hospitals Queen Zalecha Martapura March-May 
2013 were taken by purposive with the inclusion criteria: Patients District General Hospital Ratu 
Zalecha Martapura, aged ≥10 years, had fever ≥ 5 days, had symptoms of abdominal pain, willing 
to follow the study. Gram staining microscopic results were analyzed by application epicalc. 
Microscopic results buffy coat Gram staining Gram-negative rods are found as many as seven 
(26%) and were not found Gram-negative rods as many as 20 (74%). Culture results of this study 
are Gram negative bacterial growth as much as 6 (22%) and no growth as many as 21 (78%). 
Conclusion The results of microscopic Gram stain buffy coat has a value of 67% sensitivity and 
86% specificity. 
Keywords: Gram stain, Buffy Coat, bacteraemia 

 
Abstrak: Bakteremia adalah salah satu masalah kesehatan masyarakat. Bakteremia menempati 
peringkat kesepuluh sebagai penyebab utama kematian di Amerika Serikat (Kung H et.al., 2008). 
Pewarnaan Gram dari buffy coat dapat digunakan untuk deteksi awal pasien bakteremia. Tes 
diagnostik yang cepat dengan pewarnaan Gram ini dapat di interpretasikan dalam waktu satu 
jam dan dalam penelitian yang telah dilakukan Richmond et al. 2002, mempunyai sensitifitas 
75% dan spesifisitas 79%. Penelitian ini dimaksudkan untuk mempelajari sensitifitas dan 
spesifisitas pewarnaan Gram buffy coat dengan gold standar kultur darah media bifasik pada 
pasien tersangka demam. Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan rancangan 
cross sectional study. Populasi penelitian  adalah pasien tersangka demam di RSUD Ratu Zale-
cha Martapura bulan Maret-Mei 2013. Sampel penelitian adalah pasien tersangka demam di 
RSUD Ratu Zalecha Martapura bulan Maret-Mei 2013 yang diambil secara purposive dengan 
Kriteria inklusi : Pasien Rumah Sakit Umum Daerah Ratu Zalecha Martapura, berumur ≥10 ta-
hun, memiliki gejala demam ≥ 5 hari, memiliki gejala sakit perut, bersedia mengikuti penelitian. 
Hasil mikroskopis pewarnaan Gram dianalisis dengan aplikasi epicalc. Hasil mikroskopis 
pewarnaan Gram buffy coat  yaitu ditemukan batang Gram negatif sebanyak 7 (26%) dan yang  
tidak ditemukan batang Gram negatif sebanyak 20 (74%). Hasil kultur penelitian ini terdapat 
pertumbuhan bakteri Gram negatif sebanyak 6 (22%) dan tidak terdapat pertumbuhan sebanyak 
21 (78%). Kesimpulan hasil mikroskopis pewarnaan Gram buffy coat mempunyai nilai sensitifitas 
67% dan spesifisitas 86%. 
Kata kunci : Pewarnaan Gram, Buffy Coat, Bakteremia  
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PENDAHULUAN 
 Demam adalah manifestasi sistemik yang 
paling sering terjadi pada respons radang dan 
merupakan gejala utama penyakit infeksi. Zat-
zat yang dapat menimbulkan demam (pirogen) 
antara lain adalah endotoksin bakteri gram 
negatif dan sitokin yang dilepaskan dari sel-sel 
limfoit, seperti interleukin-1(Jawezt et al., 
2010). 
 Berbagai aktivator dapat merangsang 
fagosif monoluklear dan sel-sel lain untuk 
melepaskan inerleukin-1. Aktivator-aktivator 
tersebut diantaranya adalah mikroba dan 
produknya; toksin, termasuk endotoksin; 
kompleks antigen antibodi; proses radang; dan 
lain-lain. Interleukin-1 dibawa aliran darah ke 
pusat pengatur suhu di hipotalamus, 
mencetuskan respons fisiologik yang 
menyebabkan demam, misalnya peningkatan 
produk panas, pengeluaran panas yang 
berkurang (Jawezt et al., 2010). 
 Jenis - jenis demam diantaranya adalah  
demam berkepanjangan (Prolonged fever) 
yaitu demam berlangsung lebih lama dari 
sekitar 10-14 hari. Penyebab demam 
berkepanjangan antara lain karena Infeksi 
bakteri, virus atau jamur, misalnya endokarditis 
infektif, demam tifoid, tuberkulosis atau infeksi 
jangka panjang lainnya (Colin Tidy, 2013). 

Infeksi karena bakteri yang menimbulkan 
demam dapat mempengaruhi hampir semua 
sistem organ dalam tubuh, yaitu sistem saraf 
pusat, sistem pernafasan, sistem pencernaan, 
sistem urogenital dan sistem peredaran darah. 
Sistem peredaran darah (termasuk jantung 
dan paru-paru) dapat diserang oleh bakteri 
dengan gejala demam, nyeri tubuh, menggigil, 
kelemahan, atau kebingungan. Kondisi yang 
disebut dengan sepsis terjadi ketika bakteri 
memasuki aliran darah (Davis CP, 2013). 

Infeksi bakteri dimulai pada saat bakteri 
masuk ke dalam tubuh dan melekat pada sel 
epitel sehingga menjadi tempat infeksi primer. 
Bakteri-bakteri memperbanyak diri dan 
menyebar langsung ke aliran darah melalui 
jaringan atau sistem limfatik. Infeksi tersebut 
diistilahkan sebagai bakteremia yang dapat 
bersifat sementara atau persisten. Bakteremia 
memungkinkan bakteri menyebar luas ke 
dalam tubuh dan mencapai jaringan yang 
cocok untuk multiplikasinya (Jawezt et al., 

2010). 
Bakteremia adalah salah satu masalah 

kesehatan masyarakat. Bakteremia menempati 
peringkat kesepuluh sebagai penyebab utama 
kematian di Amerika Serikat (Kung H et.al., 
2008). Insiden bakteremia telah meningkat 
selama dekade terakhir dan umumnya 
disebabkan oleh komplikasi pasca operasi, 
kateter intravaskular dan, infeksi lokal yang 
rumit (Odetola et al. 2003 ; Gura, 2004). 
Mortalitas  pasien secara keseluruhan 
sebanyak 20% dan pasien dengan syok septik 
dan kegagalan organ sebanyak 90% (Segal & 
Chamberlain 2000 ; Bearman & Wenzel 2005). 

Perkiraan kejadian bakteremia pada studi 
di Finlandia berkisar 125 kasus per 100.000 
orang pertahun (Skogberg K.,et al., 2008) dan 
189 kasus per 100.000 orang pertahun di 
Olmsted County, Minnesota (Uslan DZ et.al., 
2007). Prevalensi pasien bakteremia di 
Denmark bagian utara dengan tingkat 
morbiditas tinggi meningkat dari 19,8% selama 
1992-1996 menjadi 29,7% selama 2002- 2006. 
Proporsi bakteremia Gram negatif meningkat 
antara periode 1992-1996 dan periode 2002-
2006, sedangkan proporsi bakteremia Gram 
positif menurun antara periode 1992-1996 dan 
periode 2002-2006 (Sogaard M, et.al., 2013). 

Bakteri yang dapat menyebabkan demam 
diantaranya adalah bakteri penyebab infeksi 
sistem gastrointestinal (sistem pencernaan) 
seperti Salmonella, Escherichia coli, Klebsiella 
dan Serratia. Infeksi oportunistik yang disebab-
kan bakteri genus Pseudomonas juga dapat 
menimbulkan demam. 

Demam tifoid yang disebabkan oleh 
salmonella merupakan salah satu penyakit 
karena infeksi bakteri. Demam  tifoid menjadi 
salah satu masalah kesehatan dunia. Demam 
tifoid terjadi baik di  negara tropis maupun 
negara subtropis, terlebih pada negara 
berkembang. Besarnya angka kejadian 
demam tifoid sulit ditentukan karena 
mempunyai gejala dengan spektrum klinis 
yang luas (Muliawan & Surjawidjaya 1999).  
Data Centres for disease Control and 
Prevention (CDC) demam tifoid masih umum 
di negara berkembang, dengan kasus sekitar 
21,5 juta orang setiap tahun (CDC, 2010).  
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Kasus demam  tifoid ini tersebar secara 
merata di seluruh propinsi di Indonesia dengan 
insidensi daerah pedesaan 358/100.000 
penduduk/tahun dan daerah perkotaan 
760/100.000 penduduk/ tahun atau sekitar 
600.000 dan 1.5 juta kasus per tahun (Parry, 
2002). Rekam medik Rumah Sakit Umum Ratu 
Zalecha mencatat kasus demam tifoid tahun 
2011 sebanyak 2,6% dan tahun 2012 
sebanyak 2,0% dari jumlah pasien 
keseluruhan. Data Hasil Riset Dasar 
Kesehatan (RISKESDAS) tahun 2007, demam  
tifoid menyebabkan 1,6% kematian penduduk 
Indonesia pada semua umur (Depkes RI, 
2008). 

Manifestasi klinis demam tifoid tidak 
khas dan sangat bervariasi sesuai dengan 
patogenesis demam tifoid (Ashkenazy & 
Cleary,  2000).  Penentuan diagnosis pasti dari 
penyakit ini diperlukan pemeriksaan 
laboratorium. Pemeriksaan laboratorium yang 
dapat digunakan adalah pemeriksaan darah 
tepi, pemeriksaan bakteriologis dengan isolasi 
dan biakan bakteri, uji serologis, dan 
pemeriksaan bakteri secara molekuler 
(Karsinah et al.,, 1994; Tumbelaka,  2005). 

Kultur merupakan gold standard dalam 
menegakkan diagnosis demam tifoid (Karsinah 
et al.,, 1994). Kultur darah dengan hasil biakan 
yang positif memastikan demam tifoid (Widodo 
D, 2009). Biakan darah terhadap Salmonella 
juga tergantung dari saat pengambilan pada 
perjalanan penyakit. Beberapa peneliti 
melaporkan biakan darah positif 40-80% atau 
70-90% dari pasien pada minggu pertama 
sakit dan positif 10-50% pada akhir minggu 
ketiga (WHO, 2003; Tumbelaka,  2005). 
Sensitivitasnya akan menurun pada sampel 
pasien yang telah mendapatkan antibiotika dan 
meningkat sesuai dengan volume darah dan 
rasio darah dengan media kultur yang dipakai 
(Parry, 2002). 

Kultur darah adalah salah satu prosedur 
yang paling sensitif untuk mendeteksi bakteri 
dalam darah. Diagnosis bakteremia dengan 
menggunakan kultur darah telah dianggap 
sebagai standar emas selama bertahun-tahun 
(Shafazand & Weinacker 2002). 

Pemeriksaan kultur mempunyai 
spesifisitas yang tinggi tetapi sensitivitasnya 

rendah dan adanya  kendala berupa lamanya 
waktu yang dibutuhkan (5-7 hari) serta 
peralatan yang lebih canggih untuk identifikasi 
bakteri sehingga tidak praktis

 
(Pawitro, 

Noorvitry & Darmowandowo  2002; Tumbelaka  
2005). Tes yang  ideal untuk suatu 
pemeriksaan laboratorium seharusnya bersifat 
sensitif, spesifik dan cepat diketahui hasilnya 
(Bakr et al., 2011). Kegagalan dalam isolasi/
biakan dapat disebabkan oleh keterbatasan 
media yang digunakan (WHO, 2003; Wain et 
al., 2001).  

Modifikasi media Triple Sugar Iron Agar 
(TSIA) yang berupa media padat dan Tryptic 
Soy Broth (TSB) yang berupa media cair 
diharapkan dapat meningkatkan pertumbuhan 
bakteri. Media cair TSB mengandung pepton 
kasein dan pepton kedelai yang kaya asam 
amino, senyawa nitrogen, kalsium dan fosfor. 
Media cair TSB ini juga diharapkan dapat 
melisiskan sel fagosit. Media padat agar miring 
TSIA diharapkan dapat menampung 
pertumbuhan bakteri pada media cair sehingga 
pada permukaan media padat tumbuh koloni 
karakteristik yang mudah dideteksi dan 
dilakukan identifikasi. Media bifasik ini 
diharapkan dapat lebih cepat mendeteksi 
pertumbuhan bakteri pada specimen darah. 

Buffy coat adalah lapisan tipis di bagian 
tengah darah yang disentrifugasi. Lapisan ini 
berwarna putih abu-abu dan mengandung 
leukosit dan trombosit yang diapit oleh lapisan 
plasma yang ringan dan lapisan eritrosit yang 
lebih berat (Richmond et al., 2002). 

Pewarnaan Gram dari buffy coat dapat 
digunakan untuk deteksi awal pasien 
bakteremia. Tes diagnostik yang cepat dengan 
pewarnaan Gram ini dapat di interpretasikan 
dalam waktu satu jam dan dalam penelitian 
yang telah dilakukan Richmond et al. 2002, 
mempunyai sensitifitas 75% dan spesifisitas 
79%.  

Penelitian ini dimaksudkan untuk 
mempelajari sensitifitas dan spesifisitas 
pewarnaan Gram buffy coat terhadap kultur 
darah menggunakan media bifasik pada 
pasien tersangka demam. Hasil penelitian ini 
diharapkan dapat diterapkan sebagai tes yang 
akurat untuk diagnosa demam. 
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BAHAN DAN METODE 
Penelitian ini merupakan penelitian 

observasional dengan rancangan cross 
sectional study. Populasi penelitian ini adalah 
pasien tersangka demam di RSUD Ratu Zale-
cha Martapura bulan Maret-Mei 2013. Sampel 
penelitian ini adalah pasien tersangka demam 
di RSUD Ratu Zalecha Martapura bulan Maret-
Mei 2013 yang diambil secara purposive den-
gan Kriteria inklusi Pasien Rumah Sakit Umum 
Daerah Ratu Zalecha Martapura, berumur ≥10 
tahun, memiliki gejala demam ≥ 5 hari, 
memiliki gejala sakit perut, bersedia mengikuti 
penelitian.  Kriteria eksklusi : Pasien menderita 
malaria, pasien menderita demam berdarah,  
pasien yang fisiknya sangat lemah. Jumlah 
sampel sebanyak 27 pasien. 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium 
Mikrobiologi Jurusan Analis Kesehatan Politek-
nik Kesehatan Kemenkes Banjarmasin dan la-
boratorium RSUD Ratu Zalecha Martapura 
pada bulan Maret-Juni 2013. 
 
Prosedur kultur darah media bifasik 
Diambil 5 ml darah  kemudian di inokulasikan  
pada media agar bifasik Inkubasi suhu 37

o
C 

selama 1-7 hari. Positif apabila terlihat 
kekeruhan dan tumbuh koloni dengan 
karakteristik smooth, tidak berwarna, diameter 
1-4 mm dengan atau tanpa H2S, konfirmasi 
dengan pemeriksaan mikroskopis pewarnaan 
Gram. Identifikasi dengan uji biokimia dan uji 
serologi. Negatif apabila tidak terjadi 
pertumbuhan setelah 7 hari.  
 

Prosedur pewarnaan Gram 
 Buat sediaan pada objek gelas, 

keringkan, kemudian rekatkan (fiksasi) 3x di 
atas api bunsen. Tuangi dengan aquades 
biarkan selama 5 menit, buang larutan. Tuangi 
dengan larutan karbol-gentian-violet, biarkan 

selama 5 menit. Zat warna dibuang dan bubuhi 
dengan larutan mordant (lugol), diamkan 
selama kira-kira 1-3 menit. Lugol dibuang dan 
preparat dicelupkan ke dalam alkohol 96%, 
sampai warna gentian violet lepas (sampai 
gentian violet tidak ada luntur lagi). Cuci 
dengan air kran sampai bersih, kemudian 
bubuhi dengan cat-penutup (counter stain) 
larutan water-fuchsin, biarkan kira-kira 1-2 
menit.Cuci dengan air kran, keringkan pada 
temperatur kamar, lihat dengan mikroskop 
memakai lensa rendam minyak. Gram 
positif  berwarna ungu. Gram negatif berwarna 
merah (Joubori S, 2006) 

Hasil mikroskopis pewarnaan Gram 
dianalisis dengan aplikasi epicalc.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  
 Penelitian ini telah dilakukan pada 27 
sampel darah dari 27 pasien di RSUD Ratu 
Zalecha Martapura pada bulan Maret sampai 
dengan Mei 2013. Hasil mikroskopis 
pewarnaan Gram buffy coat  yaitu ditemukan 
batang Gram negatif sebanyak 7 (26%) dan 
yang  tidak ditemukan batang Gram negatif 
sebanyak 20 (74%).  

Hasil kultur penelitian ini terdapat 
pertumbuhan bakteri Gram negatif sebanyak 6 
(22%) dan tidak terdapat pertumbuhan 
sebanyak 21 (78%), hasil yang lebih jelas 
dapat dilihat pada tabel 1. Jenis bakteri Gram 
negatif yang tumbuh pada   darah agar  bifasik 
dapat dilihat pada tabel 2. 
 Hasil uji serologi Widal dapat dilihat 
pada tabel 3, sedangkan hasil uji serologi 
Widal pasien tersangka demam dengan hasil 
kultur darah agar bifasik positif dapat dilihat 
pada tabel 4. Hasil mikroskopis pewarnaan 
Gram dari buffy coat dan hasil kultul darah 
agar bifasik pasien tersangka demam dapat 
dilihat pada tabel 5.  

Tabel 1.  Hasil proporsi bakteri Gram negatif pada  
kultur darah agar bifasik pasien tersangka demam  

Hasil kultur Jumlah (%) 

Kultur darah agar  bifasik 

Ada pertumbuhan 6 (22) 

Tidak ada pertumbuhan 21 (78) 
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Tabel 3.  Hasil uji serologi Widal pasien tersangka demam  

Hasil 
Widal 

S.thypi 
Antigen O 

n (%) 

S.thypi 
Antigen H 

n (%) 

S.parathypi A 

Antigen O 
n (%) 

S.parathypi B 

Antigen O 
n (%) 

Negatif 6 (22) 9 (33) 13 (48) 10 (37) 

1:80 7 (26) 3 (11) 8 (30) 7 (26) 

1:160 5 (19) 9 (33) 3 (11) 3 (11) 

1:320 9 (33) 6 (22) 3 (11) 7 (26) 

Keterangan : Angka menunjukkan titer antibodi 

Tabel 4  Hasil uji serologi Widal pasien tersangka demam dengan 
hasil kultur darah agar bifasik positif  

Jenis bakteri (no.sampel) S.thypi 
Antigen O 

(titer) 

S.thypi 
Antigen H 

(titer) 

S.parathypi A 

Antigen O 
(titer) 

S.parathypi 
B 

Antigen O 

(titer) 

E. coli, no sampel 8 1:320 1:320 1:320 1:320 

Serratia sp, no sampel 12 1:80 1:80 1:160 - 

Klebsiella sp, no sampel 16 1:320 1:160 1:80 1:320 

Pseudomonas sp, no 
sampel 18 

1:80 - - 1:80 

Serratia sp, no sampel 21 1:80 1:160 - - 

Klebsiella sp, no sampel 24 1:320 1:160 - 1:80 

Keterangan : Angka menunjukkan titer antibodi  

Tabel 5.  Hasil mikroskopis pewarnaan Gram dari buffy coat dan hasil kultur 
 darah agar bifasik pasien tersangka demam  

Pewarnaan Gram Kultur darah agar  bifasik 

Terdapat 
pertumbuhan 

bakteri 

Tidak terdapat 
pertumbuhan bakteri 

Total 

Ditemukan  bakteri Gram (-) 4 3 7 

Tidak ditemukan bakteri Gram 
(-) 

2 18 20 

Total 6 21 27 

Tabel 2.  Jenis bakteri Gram negatif hasil kultur darah agar  bifasik pasien 
tersangka demam  

Bakteri Jumlah isolat positif 

  

E.coli 
Serratia sp 

1 
2 

Klebsiella. sp 
Pseudomonas. sp 

2 

1 
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Uji diagnostik dari data tersebut menghasilkan  
nilai sensitifitas sebesar 67%,  spesifisitas  
86%, nilai duga positif 57%, dan  nilai duga 
negatif 90%. 
 
Hasil Mikroskopis Pewarnaan Gram Buffy 
Coat 

Hasil mikroskopis pewarnaan Gram buffy 
coat dibanding hasil kultur darah agar bifasik 
mempunyai nilai sensitifitas, spesifisitas, nilai 
duga positif, nilai duga negatif, secara berturut-
turut adalah 67%, 86%, 57%, 90%. Hal ini 
tidak berbeda jauh dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Richmond et al. 2002, yang 

mempunyai sensitifitas 75% dan spesifisitas 
79%, nilai duga positif 43% dan  nilai duga 
negatif  94%. 

Mikroskopis pewarnaan Gram buffy coat 
dengan hasil negatif terdapat pada dua sampel 
dengan hasil kultur  positif, konsentrasi yang 
besar dari bakteri dalam sampel diperlukan 
untuk dapat terlihat dalam pemeriksaan 
mikroskopis. Konsentrasi bakteri dalam darah 
yang dapat divisualisasikan harus mencapai > 
4x10³ cfu/ml (Richmond et al. 2002). Hasil 
positif dengan terlihatnya batang Gram negatif 
pada pewarnaan Gram tetapi tidak diiringi 
dengan pertumbuhan koloni pada kultur dapat 
menandakan ditemukannya bakteri yang tidak  
viable (hidup) didalam preparat Gram.  

Kegunaan pewarnaan Gram dari buffy 
coat sebagai alat yang cepat dalam mende-
teksi bakteremia pada pasien dewasa yang 
mengalami tanda dan gejala klinis sepsis telah 
dibuktikan (Richmond et al. 2002). Metode 
pewarnaan Gram dari buffy coat dan kultur 
dengan menggunakan darah perifer yang 
ditampung pada tabung hematokrit kapiler, 
juga telah menghasilkan prosedur diagnosis 
dini bayi bakteremia dan septikemia (Joubori 
S, 2006). 
 
Hasil Pemeriksaan Kultur  

Hasil penelitian ini tidak ditemukan 
pertumbuhan Salmonella, tetapi terdapat 
pertumbuhan bakteri Gram negatif lain yaitu E. 
Coli,  pseudomonas. sp, Serratia. sp dan 
klebsiella sp. Penelitian yang dilakukan oleh 
Zulfikar A. Butta (2006) menemukan bahwa 
kultur darah mempunyai nilai keberhasilan 
sebesar 40-80%. Keberhasilan memperoleh 

isolat S.typhi dari kultur darah widal positif 
sebesar 10,74% (Amarantini et al.2009). 
Penelitian Damayanti et al. pada pasien den-
gan hasil widal positif dilakukan kultur darah 
sebanyak 136 sampel dengan hasil 60 sampel 
(44,1%) kultur darah positif, terdiri dari 44 
sampel (32,4%) positif Staphylococcus sp. dan 
16 sampel (11,8%) positif bakteri batang Gram 
negatif anggota familia Enterobacteriaceae 
yaitu: Enterobacter cloacae, Salmonella typhi, 
Serratia marcescens, Escherichia coli, 
Salmonella ssp., Klebsiella ssp. (Damayanti S, 
et al., 2012). Hal ini menunjukkan adanya jenis 
bakteri lain selain Salmonella. typhi pada kultur 
darah widal positif. 

Penelitian yang serupa dilakukan oleh 
Itah dan Uweh (2005) pada 100 pasien 
tersangka demam, ditemukan bakteri pada 
39% sampel yaitu Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Streptococcus faecalis, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus vulgaris dan Salmonella 
typhi. Frekuensi bakteri yang tertinggi dalam 
sampel darah adalah Staphylococcus aureus 
35,9% diikuti oleh Escherichia coli 15,4%, 
sedangkan pseudomonas aerogenosa 11%, 
Klebsiella pneumoniae 13 % dan Salmonella 
typhi 10% (itah & uweh, 2005). Hal ini 
menunjukkan kecilnya frekuensi ditemukannya 
Salmonella pada pasien tersangka demam. 
Penelitian yang dilakukan ini menggunakan 27 
sampel, sehingga terdapat kemungkinan 
masih belum ditemukannya Salmonella, dan 
hanya ditemukan bakteri Gram negatif lain 
yang frekuensinya lebih tinggi sesuai dengan 
penelitian yang dilakukan Itah dan Uweh. 

Daerah endemik memiliki nilai 
keberhasilan kultur darah yang lebih rendah, 
hal ini kemungkinan karena tingginya 
penggunaan antibiotik (Butta ZA, 2006). 
Rekam medik Rumah Sakit Umum Ratu 
Zalecha mencatat kasus demam pada tahun 
2011 sebanyak 2,6% dan tahun 2012 
sebanyak 2,0% dari jumlah pasien 
keseluruhan. Tingginya kasus demam ini juga 

sesuai Informasi dokter poliklinik Rumah Sakit 
Umum Ratu Zalecha Martapura  yang juga 
menyatakan bahwa pasien yang berobat ke 
Rumah Sakit, rata-rata sebelumnya telah 
melakukan pengobatan di puskesmas terdekat 
dan telah mengkonsumsi antibiotik. Hal ini juga  
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menjelaskan hasil negatif pertumbuhan 
Salmonella pada penelitian. 

Organisme yang ketika terisolasi dari 
kultur darah yang dianggap sebagai penyebab 
bakteremia atau fungemia adalah termasuk 
Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pneumoniae, Escherichia coli  dan 
Enterobacteriaceae lainnya, Pseudomonas 
aeruginosa, dan Candida albicans (Hall K.K, & 
Lyman J.A., 2006). Penelitian ini menghasilkan 
pertumbuhan Enterobacteriaceae dan 
Pseudomonas sp dengan proporsi positif pada 
kultur darah bifasik 22%, sehingga bakteri hasil 
penelitian ini dianggap benar-benar sebagai 
bakteri penyebab bakteremia pada pasien 
tersangka demam. 

E.coli dapat masuk kedalam peredaran 
darah dan menyebabkan sepsis, Klebsiella 
dapat menyebabkan infeksi lokal dan 
bakteremia pada pasien yang lemah. Serratia 
dapat menyebabkan bakteremia terutama 
pada pasien yang dirawat di rumah sakit, 
Pseudomonas dapat memasuki aliran darah 
dan menyebabkan sepsis yang fatal (Jawezt et 
al.,2010). Bakteremia dan sepsis yang 
disebabkan bakteri-bakteri tersebut dapat 
menyebabkan demam seperti pada pasien 
demam, sehingga dalam penelitian ini 
didapatkan hasil ditemukan  bakteri selain 
Salmonella.  

Organisme yang ditemukan mewakili 
kontaminasi dalam kultur darah menurut Hall 
K.K, & Lyman J.A. (2006) adalah  termasuk 
S t ap h y lo co ccu s  koa gu la se -ne ga t i f , 
Corynebacterium sp, Bacillus sp selain Bacillus 
anthracis ,  Propionibacterium acnes, 
Micrococcus sp, Streptokokus viridans, 
Enterococci, dan Clostridium perfringens. 
Bakteri yang juga ditemukan sebagai 
kontaminan pada penelitian ini adalah 
S t ap h y lo co ccu s  koa gu la se -ne ga t i f , 
Corynebacterium sp, Bacillus sp. 

Kontaminasi dapat berasal karena 
pengambilan sampel yang tidak steril, pada 
penelitian ini pengambilan sampel pasien 
demam tidak dilakukan langsung oleh Peneliti 
tetapi dilakukan oleh analis di RSUD Ratu 
Zalecha. Kontaminasi yang ditemukan pada 
kultur darah dengan media bifasik sesuai 
dengan penelitian Parikh et al.,(2012) juga 

menyebutkan kontaminasi kultur darah 
konvensional dengan menggunakan media 
TSB (7,0%) lebih banyak dibandingkan kultur 
dengan metode sentrifugasi lisis (0,5%). 
 
Hasil Uji Serologi Widal 

Uji Widal dengan hasil negatif palsu 
dapat terjadi jika darah yang dikumpulkan 
terlalu awal stadium penyakit, karena itu, hasil 
negatif tidak mengesampingkan demam dan 
dapat  digunakan sebagai dasar untuk titrasi 
komparatif berikutnya. Hasil positif palsu dapat 
dikaitkan dengan pemberian imunisasi demam 
dan adanya reaksi silang antibodi (Wain & 
Hosoglu, 2008) 

Penelitian yang dilakukan oleh Benedikt 
Ley (2010) juga telah melaporkan adanya 
reaksi silang antibodi pada uji widal dengan 
bakteri Klebsiella sp dan Staphylococcus sp. 

Bakteri S. typhi merupakan bakteri 
batang Gram negatif yang komponen selnya 
sama dengan bakteri batang gram negatif 
yang lain, seperti E. coli, Ser. marcescens, 
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae 
(Damayanti S, et al., 2012). Lipopolisakarida  
merupakan komponen struktural utama 
permukaan dari membran luar bakteri Gram-
negatif, dan komponen enterobacteria terdiri 
dari lipid A, daerah inti (core region), dan 
antigen O terdapat dalam banyak bakteri. 
Reaktivitas silang antibodi disebabkan oleh 
epitop umum yang terletak di daerah inti (inner 
core region) dari LPS ini (Loennies, et al., 
2003). 
 
KESIMPULAN 

Hasil mikroskopis pewarnaan Gram buffy 
coat dibanding hasil kultur darah agar bifasik 
mempunyai nilai sensitifitas 67% dan 
spesifisitas 86%. 
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