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1. Buffered Peptone Water

Lampiran 4

Pembuatan Media Dan Reagensia

Komposisi :

1.

Peptone

2. Natrium klorida

3.
4. Kalium dihidrogen fosfat

Natrium hidrogen

Perhitungan :
Suspensi = 25,5 gr/ L

Media yang digunakan = 63 ml

25,5 gr

1000 ml

Prosedur :

x 63 ml=1,60gr

10,0 gr
5,0 gr
9,0 gr
1,5 gr

Timbang bahan Buffered Peptone Water sebanyak 1,60 gr lalu masukkan ke

dalam erlenmeyer steril kemudian larutkan dengan aquades sebanyak 63 ml,

tuang pada 7 tabung reaksi masing- masing 9 ml tutup dengan kapas steril.

2. Salmonella Shigella Agar (SSA)

Komposisi :

1

O 00 I N N B~ W DN

. Bile salt

. Brilliant green

. Lab-Lemco powder
. Peptone

. Lactose

. Sodium citrate

. Sodium thiosulphate
. Ferric citrate

. Neutral red

10. Bacto Agar

Perhitungan :
Suspensi = 63,0 gr/ L

8,5 gr
0,00033 gr
Sgr

Sgr

10 gr

10 gr

8,5 gr

10 gr
0,025 gr
13,5 gr



Media yang digunakan = 175 ml
63,0 gr
1000 ml

Prosedur :

X 175ml = 11,02 gr

Timbang bahan Salmonella Shigella Agar sebanyak 11,02 gr kemudian
masukkan dalam erlenmeyer steril, lalu larutkan dengan aquadest sebanyak 175
ml, panaskan di atas Hotplate hingga hampir mendidih, lalu tuang pada 7

petridish masing-masing 25 ml.

3. Media gula-gula
Buffered peptone Water (BPW)

Komposisi :

1. Peptone 10 gr
2. Sodium Chloride 5gr
3. Andrade’s Indicator 0,1 gr

Perhitungan :
Suspensi =25,5 gr/ L
Media yang digunakan = 175 ml

25,5 gr
1000 ml

Prosedur :

X 175 ml = 4,46 gr

Timbang 4,46 gr media Buffered Peptone Water, lalu masukkan dalam
erlenmayer steril kemudiaan dilarutkan dengan 175 ml aquadest di atas
waterbath hingga larut kemudian tambahkan seujung sendok indikator (Brom
Cressol Purple) lalu dibagi ke dalam 5 erlenmayer masing-masing 35 ml.

a. Glukosa
Perhitungan :
Konsentrasi = 1%

Media yang digunakan = 35 ml

1
— X =
100 35ml=0,35gr

Prosedur :

Timbang 0,35 gr Glukosa, lalu masukkan ke dalam media BPW yang telah



dibagi tadi lalu homogenkan. Tuang ke dalam tabung reaksi masing-masing 5
ml, kemudian tutup dengan kapas steril lalu sterilisasi di autoclave pada suhu
121°C selama 15 menit.

b. Laktosa
Perhitungan :
Konsentrasi = 1%

Media yang digunakan = 35 ml

1
— X =
100 35ml=0,35gr

Prosedur :
Timbang 0,35 gr Laktosa, lalu masukkan ke dalam media BPW yang telah dibagi
tadi lalu homogenkan. Tuang ke dalam tabung reaksi masing-masing 5 ml,
kemudian tutup dengan kapas steril lalu sterilisasi di autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit.

¢. Mannit
Perhitungan :
Konsentrasi = 1%

Media yang digunakan = 35 ml

1
— X —
100 35ml=0,35gr

Prosedur :
Timbang 0,35 gr Mannit, lalu masukkan ke dalam media BPW yang telah dibagi
tadi lalu homogenkan. Tuang ke dalam tabung reaksi masing-masing 5 ml,
kemudian tutup dengan kapas steril lalu sterilisasi di autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit.

d. Maltosa
Perhitungan :
Konsentrasi = 1%

Media yang digunakan = 35 ml

1
— X =
100 35ml=0,35gr

Prosedur :

Timbang 0,35 gr Maltosa, lalu masukkan ke dalam media BPW yang telah dibagi



tadi lalu homogenkan. Tuang ke dalam tabung reaksi masing-masing 5 ml,
kemudian tutup dengan kapas steril lalu sterilisasi di autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit.

e. Sakarosa
Konsentrasi = 1%

Media yang digunakan = 35 ml

1
mx 35ml=0,35gr

Prosedur :

Timbang 0,35 gr Sakarosa, lalu masukkan ke dalam media BPW yang telah
dibagi tadi lalu homogenkan. Tuang ke dalam tabung reaksi masing-masing 5
ml, kemudian tutup dengan kapas steril lalu sterilisasi di autoclave pada suhu

121°C selama 15 menit.

4. SIM
Komposisi :
1. Trypton 10 gr
2. Ferrouse amonium sulphat 0,1 gr
3. Sodium thiosulphat 0,2 gr
4. Agar 1,75 gr
5. Aquadest 500 ml

Perhitungan :

Suspensi =30 gr/L

Media yang digunakan = 35 ml
30 gr

1000 ml

Prosedur :

X 35ml=1,05gr

Timbang bahan SIM sebanyak 1,05 gr kemudian masukan dalam erlenmayer
steril, lalu tambahkan aquades sebanyak 35 ml, lalu tuang pada 7 tabung reaksi
masing-masing 5 ml. Sterilisasi pada autoclave selama 15 menit pada suhu

121°C.



5. Methyl Red / Voges Proskauer

Komposisi :

1. Polipepton 3,5¢gr
2. Glukosa 2,5 gr
3. KH2POq4 2,5 gr
4. Aquadest 500 ml

Perhitungan :

Suspensi = 17,0 gr

Media yang digunakan = 70 ml
17,0 gr
1000 ml

Prosedur :

X70ml=1,19 gr

Timbang bahan MRVP sebanyak 1,19 gr kemudian masukkan ke dalam
erlenmayer steril, lalu tambahkan aquadest sebanyak 70 ml, lalu tuang pada 14

tabung reaksi masing-masing 5 ml. Sterilisasi pada autoclave 15 menit pada suhu

121°C.

6. Simmon Citrate

Komposisi :

1. Amonium dhidrogen fosfat 0,2 gr
2. Natrium amonium fosfat 0,8 gr
3. Natrium Klorida S5ear
4. Natrium sitrat 2gr
5. Magnesium Sulfat 0,2 gr
6. Bromthymol blue 0,08 gr
7. Agar 15 gr
8. Aquadest 1L

Perhitungan :
Suspensi = 22,5 gr
Media yang digunakan = 35 ml

22,5 gr

mx 35ml = 0,78 gr

10



Prosedur :

Timbang bahan Simmon citrate sebanyak 0,78 gr kemudian masukkan ke dalam
erlenmayer steril, lalu tambahkan aquadest sebanyak 35 ml, panaskan di atas
hotplate hingga larut, lalu tuang pada 7 tabung reaksi masing-masing 5 ml.
Sterilisasi pada autoclave 15 menit pada suhu 121°C. Miringkan tabung pada

posisi 40° diamkan hingga membeku.

7. Triple Sugar Iron (TSI) Agar

Komposisi :

1. Lab. Lemco power 3gr
2. Yeast extract 3gr
3. Peptone 20 gr
4. Sodium chloride 5gr
5. Ferri citrate 0,3 gr
6. Sodium thiosulphate 0,3 gr
7. Phenol red 0,5 gr
8. Glukosa 10 gr
9. Laktosa 10 gr
10. Sucrosa 10 gr

Perhitungan :
Suspensi = 65,0 gr
Media yang digunakan = 35 ml

65,0 gr
1000 ml

Prosedur :

X 35ml=22gr

Timbang bahan Simmon citrate sebanyak 2,2 gr kemudian masukkan ke dalam
erlenmayer steril, lalu tambahkan aquadest sebanyak 35 ml, panaskan di atas
hotplate hingga larut, lalu tuang pada 7 tabung reaksi masing-masing 5 ml.
Sterilisasi pada autoclave 15 menit pada suhu 121°C. Miringkan tabung pada

posisi 40° diamkan hingga membeku.
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Gambar Proses Dan Hasil Penelitian

Proses Pengambilan Sampel

Sampel 7
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Pembuatan Media BPW

Pembuatan Media SSA
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Pembuatan Media RBK (Reaksi Biokimia)
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Isolasi Sampel Menggunakan Metode Spread Plate (Metode Cawan Tuang)

14



Gambar hasil penelitian

Hasil Pengamatan Media enrichment BPW

Hasil Pembiakan Pada Media SSA dan Hasil Uji RBK
Sampel No. 1 Negatif Shigella dysenteriae
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Sampel No. 2 Negatif Shigella dysenteriae
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Sampel No. 4 Positif Shigella dysenteriae

Sampel No. 5 Negatif Shigella dysenteriae
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Sampel No. 6 Negatif Shigella dysenteria
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Sampel No. 7 Negatif Shigella dysenteria
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