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Abstract

Leptospirosis is still a health problem in the word. Leptospirosis can be transmitted to humans trough
contact with environment infected with pathogenic Leptospira. Efforts to control pathogenic Leptospira in
the environment can be done one of them by disinfecting. Effective desinfectants for the control of pathogenic
Leptospira include the active ingredients Calcium hypochlorite 60% and Sodium hypochlorite 5,25%.
This study aims to determine the effectiveness of Calcium hypochlorite 60% and Sodium hypochlorite
5,25% against the life power of pathogenic Leptospira. This research is a laboratory study with pure
experimental design. Serovar of pathogenic Leptospira used is Leptospira icterohaemorrhagiae. Leptospira
icterohaemorrhagiae desnsity used as much as 5.7 x 10° Leptospira/ml. The concentrations of desinfectans
and bacteria are: 5 ppm, 50 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm, 10.000 ppm, and 25.000
ppm. Observations are made every ten minutes and twenty minutes with three repeats. The results showed
that Leptospira icterohaemorrhagiae could not survive when tested on 60% calcium hypochlorite and
5.25% sodium hypochlorite, respectively, at a concentration of 2000 ppm and a concentration of 1000
ppm. Statistical results showed there was a significant difference in the concentration of each disinfectant
active ingredient. Thus, a disinfectans of chlorine with the active ingredient Calcium hypochlorite 60% and
Sodium hypochlorite 5,25% effectively affects the viability of the Leptospira icterohaemorrhagiae.
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Abstrak

Leptospirosis masih menjadi masalah kesehatan di dunia. Leptospirosis dapat menular ke manusia lewat
kontak dengan lingkungan yang mengandung Leptospira patogenik. Upaya pengendalian Leptospira
patogenik di lingkungan dapat dilakukan salah satunya dengan pemberian disinfektan. Disinfektan yang
efektif untuk pengendalian Leptospira patogenik diantaranya adalah bahan aktif kalsium hipoklorit 60%
dan sodium hipoklorit 5,25%. Penelitian ini bertujuan mengetahui efektivitas bahan aktif kalsium hipoklorit
60% dan sodium hipoklorit 5,25% terhadap daya hidup Leptospira patogenik. Penelitian ini merupakan
penelitian skala laboratorium dengan rancangan eksperimental murni. Serovar Leptospira patogenik
yang digunakan adalah Leptospira icterohaemorrhagiae. Kepadatan Leptospira icterohaemorrhagiae
yang digunakan sebanyak 5,7 x 10° Leptospira/ml. Konsentrasi campuran disinfektan dan bakteri yaitu:
5 ppm, 50 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm, 10.000 ppm, dan 25.000 ppm. Pengamatan
dilakukan tiap 10 menit dan 20 menit dengan tiga kali ulangan. Hasil penelitian menunjukkan Leptospira
icterohaemorrhagiae tidak dapat hidup saat diujikan ke kalsium hipoklorit 60% dan sodium hipoklorit
5,25% berturut-turut pada konsentrasi 2000 ppm dan konsentrasi 1000 ppm. Hasil statistik menunjukkan ada
perbedaan signifikan dari besaran konsentrasi masing-masing bahan aktif disinfektan. Dengan demikian,
disinfektan klorin dengan bahan aktif calcium hypochlorite 60% dan sodium hypochlorite 5,25% efektif
memengaruhi daya hidup Leptospira icterohaemorrhagiae.

Kata kunci: Sodium hipoklorit, Kalsium hipoklorit, Lepfospira, Disinfektan
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PENDAHULUAN

Leptospirosis merupakan penyakit yang
disebabkan oleh bakteri patogenik dari genus
Leptospira. Genus Leptospira terdiri dari dua
jenis yaitu sedikitnya 12 spesies yang patogenik
dan 4 spesies saprofit/non-infeksius dengan
lebih dari 250 serovar patogenik.! Leptospira
serovar icterohaemorrhagiae merupakan salah
satu serovar Leptospira yang banyak ditemukan
saat outbrake leptospirosis yang terjadi
pada tahun 1970-2012.2 Leptospira serovar
icterohaemorrhagiae juga merupakan serovar
Leptospira yang banyak menginfeksi tikus yang
merupakan reservoir utama leptospirosis.?

Manusia dapat terkena leptospirosis karena
kontak dengan air atau tanah yang terkontaminasi
oleh urin atau cairan tubuh lain dari hewan atau
lingkungan yang telah terinfeksi Leptospira
patogenik.*3

Bakteri ini masuk ke tubuh manusia lewat
kulit yang luka, atau melalui membran mukosa.®
Bakteri ini mampu hidup selama beberapa hari
hingga berbulan-bulan di air maupun tanah
dengan kondisi yang mendukung.” Bakteri ini
mampu beradaptasi pada lingkungan yang
tropis dengan curah hujan yang tinggi sehingga
menyebabkan banjir atau banyak genangan air.
Banjir, genangan air, maupun tanah yang lembab
berpotensi mengandung Leptospira patogenik
jika terkontaminasi oleh urin tikus atau cairan
tubuh hewan reservoir leptospirosis. Saat ini
diprediksi kasus leptospirosis meningkat akibat
dampak global warming (pemanasan global)
dan buruknya kondisi lingkungan fisik, kimiawi
dan biologi di pemukiman penduduk, baik karena
hasil kegiatan manusia, seperti penimbunan
sampah, penyumbatan selokan, dan pembentukan
genangan air maupun kejadian alami, seperti
bencana alam : banjir, gempa bumi dan lain-lain.®

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa
faktor risiko seperti kontak dengan air dan adanya
keberadaan Leptospira di air maupun tanah dapat
menjadi penyebab terjadinya leptospirosis.”1
Upaya pengendalian  bakteri  Leptospira
patogenik dapat dilakukan salah satunya
dengan pemberian disinfektan untuk mencegah
penyebaran infeksi  Leptospira  patogenik
terutama melalui kontak baik secara langsung
maupun tidak langsung dengan lingkungan
yang terkontaminasi.!! Disinfektan merupakan
bahan selektif yang umumnya digunakan untuk
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menghambat  pertumbuhan, menghilangkan,
atau membunuh mikroorganisme patogen.'>"?
Disinfektan dikatakan ideal antara lain jika
mampu bekerja dengan cepat menginaktivasi/
membunuh mikroorga-nisme patogen, memiliki
spektrum yang luas, mudah digunakan, dan
tidak berdampak buruk terhadap lingkungan.
Beberapa disinfektan memiliki kelebihan dan
kekurangan serta memiliki kisaran target yang
berbeda, sehingga tidak semua disinfektan dapat
membunuh semua jenis mikroorganisme.'

Dari penelitian sebelumnya meng-gunakan
ekstrak daun sambiloto terhadap Leptospira sp.
diperoleh hasil bahwa ekstrak daun sambiloto
mampu membunuh Leptospira sp. pada dosis
minimal 1,56%.'> Beberapa penelitian tentang
disinfektan terhadap mikroorganisme yang
berkembang di lingkungan telah banyak
dilakukan. Penelitian tersebutdalam pengujiannya
lebih banyak menggunakan bakteri yang umum
seperti Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
maupun Salmonella sp.'*'® Selain itu, dalam
pengujiannya banyak digunakan bahan aktif dari
tanaman. Pengujian bahan aktif dari disinfektan
menggunakan bakteri Leptospira masih belum
banyak dilakukan.

Senyawa dengan bahan aktif klorin
berupa kaporit telah banyak digunakan sebagai
disinfektan. Senyawa klorin dalam kaporit
terutama asam hipoklorit merupakan senyawa
yang sangat efektif untuk menginaktivasi
mikroorganisme patogenyangterdapatdalamair.'
Beberapa disinfektan dengan bahan aktif klorin
terutama hipoklorit adalah sodium hipoklorit
(NaOCl) dan kalsium hipoklorit (Ca[OCl],).
NaOCl mempunyai aktivitas antimikroba yang
dapat digunakan sebagai disinfektan maupun
pemutih dalam industri makanan maupun untuk
perawatan kesehatan, sedangkan Ca[OCI],
adalah bahan kimia yang biasa digunakan untuk
proses sterilisasi industri maupun dalam proses
pengolahan air bersih.'”* Penelitian terdahulu
menyebutkan bahwa NaOCl 0,6% mempunyai
efikasi yang tinggi dalam membunuh bakteri
hingga bentuk biofilm dibandingkan etanol
70%.?' Penelitian terhadap penggunaan Ca[OCI],
menyebutkan bahwa Ca[OCIl], mempunyai efek
merusak biofilm Pseudomonas aeruginosa
pada konsentrasi optimum sebesar 30 ppm.?
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efektivitas disinfektan dengan bahan aktif
sodium hipoklorit dan kalsium hipoklorit
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terhadap daya hidup Leptospira patogenik. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi  mengenai  konsentrasi  sodium
hipoklorit dan kalsium hipoklorit yang efektif
dalam mengendalikan Leptospira patogenik di
lingkungan.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian dasar
laboratorium dengan rancangan eksperimen
murni. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi, Balai Besar Litbang Vektor dan
Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga. Waktu
penelitian dilakukan pada bulan Januari — April
2020. Sampel penelitian adalah kaporit bubuk
dengan bahan aktif Calcium hypochlorite 60%
dan kaporit cair dengan bahan aktif Sodium
hypochlorite 5,25% yang terdapat di pasaran.

Kultur Bakteri Leptospira

Penelitian ini menggunakan Leptospira
serovar icterohaemorrhagiae yang dikultur di
Laboratorium Bakteriologi, Balai Besar Litbang
Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP)
Salatiga. Leptospirapatogenikmurniditumbuhkan
dalam media EMJH (Ellinghausen-Mc Cullough-
Johnson-Harris) cair dan diinkubasi pada suhu
30°C. Kultur Leptospira patogenik diamati
pertumbuhan dan kepadatannya setelah 5-7 hari
inkubasi dengan cara diteteskan di kaca objek dan
diamati di bawah mikroskop medan gelap dengan
pembesaran 100x atau 200x. Kepadatan kultur
awal Leptospira serovar ichterohaemorragiae
yang dibuat adalah 2x10® Leptospira/ml.® Kultur
tersebut kemudian diencerkan sesuai dengan
konsentrasi Leptospira yang dikeluarkan dari
urin tikus sebanyak 5,7 x 10° Leptospira/ml.?
Pengenceran dilakukan menggunakan aquabides
steril dengan pH 7.

Uji antibakteri

Penelitian dilakukan dengan membuat seri
konsentrasi bahan aktif NaOCl dan Ca[OCl],
dengan masing-masing konsentrasi yaitu 10
ppm, 100 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 4000
ppm, 10.000 ppm, 20.000 ppm, dan 50.000 ppm.
Masing-masing bahan aktif diambil 500 pL
menggunakan mikropipet kemudian dimasukkan
dalam tabung vial. Setelah itu, masing-masing
tabung vial ditambahkan kultur Leptospira
ichterohaemorragiae yang telah diencerkan

sebanyak 500 pL sehingga perbandingan
campuran menjadi 1:1. Setelah itu, didiamkan
selama 10 menit pada suhu ruang. Pengamatan
dilakukan pada 10 menit pertama dan 10 menit
kedua. Setelah waktu yang ditentukan tercapai,
masing-masing tabung vial diambil beberapa
tetes untuk diamati motilitas maupun keberadaan
Leptospira  ichterohaemorragiae di  bawah
mikroskop medan gelap. Kontrol positif berupa
kultur Leptospira ichterohaemorragiae yang
telah diencerkan tanpa pemberian bahan aktif dan
kontrol negatif berupa air tanpa kultur Leptospira
ichterohaemorragiae dan tanpa pemberian bahan
aktif.

Percobaan dilakukan dengan melakukan
3 kali ulangan. Tiap ulangan dilakukan dengan
membuat kultur Leptospira ichterohaemorragiae
baru dan melakukan kontak baru terhadap masing-
masing bahan aktif. Hasil dinyatakan positif (+)
jika di bawah pengamatan mikroskop medan
gelap masih tampak pergerakan dari Leptospira
walaupun pergerakannya lemah. Hasil dinyatakan
negatif (-) jika di bawah pengamatan mikroskop
medan gelap tidak tampak motilitas/mati, ataupun
Leptospira tidak terlihat. Pada penelitian ini tidak
dilakukan pengamatan konsentrasi Leptospira
setelah diberi perlakuan karena bakteri masih
tampak akan tetapi tidak menunjukkan adanya
motilitas.

Analisis data

Data kematian Leptospira icterohaemor-
rhagiae dianalisis normalitasnya dengan uji
Shapiro Wilk (jumlah sampel < 50) dan kemudian
dianalisis uji beda dengan uji Kruskal Wallis
dengan p-value pada tingkat kepercayaan <0,05
untuk melihat ada tidaknya perbedaan kematian
Leptospira icterohaemorrhagiae berdasarkan
konsentrasi dari masing-masing bahan aktif.
Data dianalisis menggunakan sofware SPSS
versi 22.0.

HASIL

Hasil pengamatan menunjukkan bahan aktif
calcium hypochlorite 60% mampu mematikan
100% Leptospira icterohaemorrhagiae mulai
konsentrasi 2000 ppm (Tabel 1). Pada pengujian
menggunakan sodium  hypochlorite 5,25%
didapat konsentrasi mematikan 100% Leptospira
icterohaemorrhagiae mulai konsentrasi 1000
ppm (Tabel 2).
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Tabel 1. Hasil Uji Bahan Aktif Kalsium Hipoklorit 60% terhadap Leptospira icterohaemorrhagiae

tahun 2020
. Dosis akhir Hasil
Dosis pokok .. .
No . disinfektan : bakteri Ulangan 1 Ulangan 2 ulangan 3
Bahan aktif R
(1:1) 10 menit 20 menit 10 menit 20 menit 10 menit 20 menit
1 50.000 ppm 25.000 ppm - - - - - -
2 20.000 ppm 10.000 ppm - - - - - -
3 10.000 ppm 5.000 ppm - - - - - -
4 4000 ppm 2000 ppm - - - - -
5 2000 ppm 1000 ppm + + + - + -
6 1000 ppm 500 ppm + + + + + +
7 100 ppm 50 ppm + + + + + +
8 10 ppm 5 ppm + + + + + +
Kontrol + ++ ++ ++ ++ ++ T+

Keterangan : (-) = tidak tampak Leptospira/mati dan/atau tidak bergerak; (+) = tampak Leptospira dan bergerak/
motil; (++) = tampak Leptospira, kepadatan banyak dan motil/bergerak aktif

Tabel 2. Hasil Uji Bahan Aktif Sodium Hipoklorit 5,25% terhadap Leptospira icterohaemorrhagiae

tahun 2020
. Dosis akhir Hasil
Dosis pokok .. .
No . disinfektan : bakteri Ulangan 1 Ulangan 2 ulangan 3
Bahan aktif 141
(1:1) 10 menit 20 menit 10 menit 20 menit 10 menit 20 menit
1 50.000 ppm 25.000 ppm - - - - - R
2 20.000 ppm 10.000 ppm - - - - - -
3 10.000 ppm 5.000 ppm - - - - - -
4 4000 ppm 2000 ppm - - - - - -
5 2000 ppm 1000 ppm - - - - - -
6 1000 ppm 500 ppm + + + + + +
7 100 ppm 50 ppm + + + 4 n .
8 10 ppm 5 ppm + + + + + +
Kontrol + ++ ++ ++ ++ ++ ++ T+

Keterangan : (-) = tidak tampak Leptospira/mati dan/atau tidak bergerak; (+) = tampak Leptospira dan bergerak/
motil; (++) = tampak Leptospira, kepadatan banyak dan motil/bergerak aktif

Tabel 3. Hasil Uji Normalitas Data Kalsium Hipoklorit 60%

Tests of Normality
Hasil Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Konsentrasi -Kalsium Stastistic df sig Stastistic df sig
Negatif ,259 26 ,000 757 26 ,000
Fositif 316 22 ,000 ,764 22 ,000

a. Lilliefors Signifincace Correction

Tabel 4. Hasil Uji Normalitas Data Sodium Hipoklorit 5,25%

Tests of Normality
Hasil Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Konsentrasi -Kalsium Stastistic df sig Stastistic df sig
Negatif 257 30 ,000 747 30 ,000
Fositif ,388 18 ,000 ,655 18 ,000

a. Lilliefors Signifincace Correction
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Tabel 5. Hasil Uji Kruskal Wallis Kalsium
Hipoklorit 60%
Test Stastistics™”
konsentrasi_kalsium
34,5731,000

Chi-Scuare df asymp.sig
a. Kruskal. Wallis Test
b. Grouping Variable: Hasil
Tabel 6. Hasil Uji Kruskal Wallis Sodium

Hipoklorit 5,25%

Test Stastistics™”

konsentrasi_kalsium
34,5711,000

Chi-Scuare df asymp.sig
a. Kruskal. Wallis Test
b. Grouping Variable: Hasil

Hasil analisis uji Shapiro Wilk pada Tabel
3 dan Tabel 4 menunjukkan bahwa data tidak
berdistribusi normal (p<0,005) sehingga uji beda
dilakukan dengan uji Kruskal Wallis.

Berdasarkan uji Kruskal Wallis (Tabel
5 dan 6) dapat diketahui bahwa nilai p value
< 0,005 yang berarti terdapat perbedaan
signifikan masing-masing konsentrasi bahan
aktif disinfektan. Dengan demikian, besaran
konsentrasi ~ masing-masing  bahan  aktif
disinfektan berpengaruh terhadap kematian
Leptospira icterohaemorrhagiae.

PEMBAHASAN

Serovar  Leptospira yang digunakan
pada penelitian ini adalah Leptospira
ichterohaemorragiae. ~ Serovar  Leptospira

ichterohaemorragiae di tikus merupakan serovar
yang paling banyak ditemukan di berbagai
belahan dunia seperti wilayah Asia, Oseania,
Afrika, Eropa hingga ke benua Amerika yang saat
ini ditemukan hingga di 36 negara.® Leptospira
termasuk dalam bakteri vegetatif yang mana
bakteri vegetatif memiliki tingkat resistensi
terendah terhadap disinfektan meskipun terdapat
pula variasi strain bakteri vegetatif yang resisten
terhadap  disinfektan.  Resistensi  terhadap
disinfektan paling tinggi adalah dari kelompok
kista protozoa, diikuti oleh kelompok bakteri
pembentuk spora, kemudian kelompok enteric
virus, dan yang memiliki resistensi terendah

adalah bakteri vegetatif.'

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
bahan aktif calcium hypochlorite 60% mampu
mematikan Leptospiraicterohaemorrhagiae pada
konsentrasi 2000 ppm sedangkan menggunakan
bahan aktif sodium hypochlorite 5,25% mampu
mematikan Leptospira icterohaemorrhagiae
pada konsentrasi 1000 ppm. Hasil uji Kruskal
Wallis  menunjukkan  terdapat perbedaan
signifikan masing-masing konsentrasi dari
bahan aktif disinfektan yang digunakan. Hal
ini berarti semakin tinggi konsentrasi masing-
masing bahan aktif, semakin tinggi kemampuan
dalam mematikan Leptospira. Hasil konsentrasi
disinfektan dalam penelitian ini sedikit lebih
rendah dibandingkan dengan penelitian di
Chennai yang menyebutkan penggunaan
klorin 2% sangat efektif untuk mematikan
Leptospira, hanya saja serovar yang digunakan
adalah Automnalis. Studi di Chennai tersebut
menyebutkan bahwa efikasi klorin dapat berbeda
beda terhadap setiap strain Leptospira yang
digunakan.*

Sodium  hipoklorit (NaOCIl) maupun
kalsium  hipoklorit (Ca[OCI],) merupakan
disinfektan berbasis klorin yang sering digunakan
secara luas seperti untuk pemutih, sterilisasi,
maupun untuk penjernih air. Keduanya, saat
bercampur dengan air, akan terjadi reaksi, yaitu :
pada sodium hipoklorit : NaOCl + H,O = HOCI
+ Na* + OH * dan pada kalsium hipoklorit :
Ca[OCl], + 2 H)O 2 HOCI + Ca(OH), *

Hasil  reaksi  adalah  terbentuknya
asam hipoklorus (HOCI) yang merupakan
komponen disinfektan aktif yang mempunyai
sifat antibakteri.’® Asam hipoklorus (HOCI)
membunuh bakteri melalui suatu mekanisme
dimana. HOCI akan masuk ke dalam sel bakteri
melalui dinding dan membran sel bakteri
kemudian merusak DNA bakteri. HOCI mampu
menembus lapisan ganda lipid dan membran
plasma dengan proses difusi pasif. HOCl mampu
masuk ke dalam sel bakteri disebabkan oleh
netralitas listrik yang dihasilkan oleh HOCI
dan ukuran molekulnya yang sederhana. Hal
ini mengakibatkan HOCI dapat menyerang sel
tidak hanya sel luar tetapi juga sel dalam bakteri
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sehingga mempercepat laju inaktivasi bakteri.?®

Hasil pengujian klorin dengan senyawa
NaOCI maupun Ca[OCl], menunjukkan bahwa
aktivitas  antibakteri terhadap Leptospira
ichterohaemorragiae hasilnya melebihi nilai
ambang batas aman kandungan klorin pada air
minum. Menurut Permenkes No. 492/ MENKES/
PER/IV/ 2010 tentang persyaratan kualitas air
minum, konsentrasi klorin yang aman digunakan
pada air minum maksimal 5 mg/L. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa kandungan
klorin dalam air minum tidak dapat membasmi
bakteri Leptospira ichterohaemorragiae karena
kemampuan senyawa NaOCl mematikan bakteri
tersebut adalah pada dosis minimal 1000 ppm
sedangkan Ca[OCl], pada dosis minimal 2000
ppm. Oleh karena itu, penggunaan klorin dengan
senyawa NaOCI maupun Ca[OCI], tidak cocok
digunakan pada fasilitas pengolahan air untuk
konsumsi. Penggunaan klorin dengan senyawa
NaOCI maupun Ca[OCI] lebih cocok digunakan
untuk pengendalian Leptospira di lingkungan
yang mendukung Leptospira bertahan hidup,
seperti pada tanah becek, parit atau genangan
air pasca terjadi banjir. Leptospira mampu hidup
dalam waktu yang lama di lingkungan dengan
kondisi yang mendukung dan menjadi sumber
penularan ke manusia.’

Efektivitas klorin sebagai antibakteri
dipengaruhi oleh substansi organik dan derajad
keasaman/pH. Adanya substansi organik dapat
menghambat efisiensi desinfeksi sehingga dapat
menurunkan daya antibakteri klorin. Kekeruhan
yang disebabkan senyawa anorganik, juga dapat
menyebabkan penurunan efisiensi khlor."> Daya
antibakteri klorin lebih tinggi dalam kondisi pH
asam hingganetral. Saat kondisi pH basa, proporsi
OCIl akan meningkat yang menyebabkan tolakan
antara bakteri dan klorin meningkat sehingga
efek antibakteri menjadi lemah.?’

Keterbatasan penelitian adalah pengamatan
daya hidup Leptospira hanya melihat motilitas
atau tidaknya di bawah mikroskop dan tidak
dilakukan perhitungan jumlah Leptospira yang
mati. Uji lanjut tentang daya hidup Leptospira
perlu dilakukan dengan cara menumbuhkan
bakteri yang sudah diberi perlakuan sodium
hipoklorit maupun kalsium hipoklorit pada
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media pertumbuhan EMJH.
KESIMPULAN DAN SARAN

Disinfektan klorin dengan bahan aktif
kalsium hipoklorit 60% mampu mematikan
Leptospira icterohaemorrhagiae pada
konsentrasi 2000 ppm, sedangkan sodium
hipoklorit 5,25% mampu mematikan Leptospira
icterohaemorrhagiae padakonsentrasi 1000 ppm.
Konsentrasi yang dibutuhkan untuk mematikan
Leptospira icterohaemorrhagiae hanya dapat
diaplikasikan pada lingkungan seperti tanah
becek, parit dan genangan air pasca banjir
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