
 

 

 

 

 

 

III. METODOLOGI PENELITIAN 

 

 

 

 

3. 1. Desain Penelitian 

 

Desain penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratorik dengan 

metode difusi Kirby-Bauer (Triatmodjo, 2008).  Hasil penelitian diperoleh 

dengan mengukur besarnya diameter zona hambat antibiotik dari 

pertumbuhan bakteri uji pada media agar Muller Hinton.  Sampel yang 

diperiksa berasal dari 60 pasien yang dibagi dua menjadi 30 pasien di ruang 

Rawat Inap bagian Bedah dan 30 pasien di ruang Rawat Inap bagian 

Kebidanan RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung. 

 

 

3. 2. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Pengambilan sampel dilakukan pada pasien 72 jam pasca operasi di ruang 

Rawat Inap bagian Bedah dan Kebidanan RSUD Dr. H. Abdul Moeloek 

Bandar Lampung pada bulan Oktober - Desember 2011.  

Penelitian uji kepekaan antibiotik terhadap isolat bakteri aerob dilakukan di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung pada 

bulan Oktober 2011 - Januari 2012. 
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3. 3. Populasi dan Sampel Penelitian 

 

Populasi penelitian ini adalah seluruh pasien yang telah mendapat tindakan 

operasi dan masih mendapat perawatan di ruang Rawat Inap bagian Bedah 

dan Kebidanan RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung.  

Sampel penelitian ini adalah sebagian dari pasien yang telah mendapatkan 

tindakan operasi dan masih mendapatkan perawatan pasca operasi di ruang 

Rawat Inap bagian Bedah dan Kebidanan RSUD Dr. H. Abdul Moeloek 

Bandar Lampung.  

 

Sampel penelitian didapat dengan menggunakan perhitungan : 

    [
   

 
]
 

 

Keterangan : n =  jumlah sampel 

 Zα = Derivat baku normal berdasarkan tabel untuk taraf 

kepercayaan tertentu (95-98%) 

  S = Simpang baku rerata (standar deviasi) dalam populasi 

(5-6) 

 d = Tingkat ketepatan absolut 

 (Sastroasmoro, 2005). 

 

Sehingga jumlah sampel yang di butuhkan  

   [
            

 
]
 

 

n = 58.10 dibulatkan menjadi 60 sampel 

Jadi berdasarkan rumus diatas, jumlah sampel yang cukup representatif 

lebih kurang 60 orang. 
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3. 4. Kriteria Inklusi dan Eksklusi 

 

1. Kriteria Inklusi 

Pasien yang telah mendapat tindakan pembedahan dan dirawat 72 jam 

atau lebih dan memiliki tanda-tanda infeksi pada luka. 

 

2. Kriteria Eksklusi 

Pasien yang telah mendapat tindakan pembedahan dan dirawat kurang 

dari 72 jam tanpa adanya tanda infeksi pada luka berupa abses / pus. 

 

 

3. 5. Bahan dan Alat Penelitian 

 

1. Bahan 

      a). Isolat bakteri aerob didapatkan dari pasien infeksi luka operasi di ruang 

Rawat Inap bagian Bedah dan Kebidanan RSUD Dr. H. Abdul 

Moeloek Bandar Lampung. 

b).  Disk / Cakram Antibiotika 

Penicillin G, Ciprofloxacin, Cefotaxime, Ceftazidime, Amikacin, 

Gentamycin, Erythromycin, Chloramphenicol,  

c).  Media agar Muller Hinton, untuk menguji pola resistensi antibiotik 

pada isolat bakteri, Larutan Standar Mc Farland, Nutrient Broth, 

Aquades. 

2. Alat 

Alat-alat yang dipakai dalam penelitian ini adalah inkubator, autoklaf, labu 

erlenmeyer, pinset, pipet hisap, cawan petri, kapas, bunsen burner, hockey 
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stick, gelas ukur, gelas beker, ose, mikropipet, rak dan tabung reaksi, 

spiritus, dan penggaris.  

 

 

3. 6. Definisi Operasional  

 

 

Tabel 2 . Definisi Operasional 

 

Variabel Definisi Alat Ukur Hasil 

Ukur 

  Skala 

1. Jenis Bakteri 

(Variabel 

Independen) 

 

 

 

2. Antibiotik 

(Variabel 

Dependen) 

 

 

 

 

Daya Hambat 

 

 

 

 

- Resisten (R) 

 

 

 

 

 

 

- Intermediet (I) 

 

 

 

 

- Sensitif (S) 

Bakteri aerob yang dapat 

ditemukan pada luka post 

operasi yang terinfeksi saat 

dirawat 72 jam atau lebih di 

rumah sakit 

 

Zat yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme yang 

mempunyai kemampuan 

menghambat atau membunuh 

mikroorganisme lain. 

 

Kemampuan antibiotika untuk 

menghambat 

pertumbuhan kuman secara 

maksimal. 

 

Keadaan dimana bakteri telah 

menjadi kebal terhadap obat, 

dimana obat tidak bekerja lagi 

terhadap kuman-kuman tertentu, 

yang memiliki daya tahan lebih 

kuat. 

 

Keadaan dimana obat hanya 

dapat menghambat 

bakteri, tetapi tidak dapat 

membunuhnya 

 

Keadaan dimana obat dapat 

membunuh bakteri. 

Media Kultur 

Pewarnaan 

Gram 

Uji biokimia  

 

 

 

 

 

 

 

 

Penggaris 

 

Persentase  

bakteri 

Gram 

positif dan 

negatif 

yang  

teridentifi

kasi 

 

 

 

 

Persentase  

  nominal 
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Standard Penilaian Diameter Zona Hambat Antibiotik 

 

Penilaian Diameter Zona Hambat Antibiotik menurut Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) akan disajikan pada tabel 3. 

 

Tabel 3.  Penilaian Diameter Zona Hambat Antibiotik 

Antibiotik  Potency Cakram Diameter Zona Hambat (mm) 

   Antibiotik  Resisten    Intermediat     Sensitif 

Penicillin G       10µg 20 / kurang 21-28  29 / lebih 

Ciprofloxacin (CIP)     5µg  15 / kurang 16-20  21 / lebih 

Ceftazidim (CAZ)     30µg 14 / kurang 15-17  18 / lebih 

Cefotaxim (CTX)     30µg 14 / kurang 15-22  23 / lebih 

Erythromycin       15µg 13 / kurang 14-17  18 / lebih 

Gentamisin (CN)     10µg 12 / kurang 13-14  15 / lebih 

Amikacin       30µg 14 / kurang 15-16  17 / lebih 

Chloramphenicol     30µg 14 / kurang 15-22  23 / lebih 

Sumber : Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). 

 

 

3. 7. Prosedur Penelitian 

 

 

1. Identifikasi Mikroorganisme Penyebab ILO 

Dalam mengidentifikasi mikroorganisme penyebab ILO (Infeksi Luka 

Operasi) digunakan nutrient agar miring sebagai media perbenihan yang 

merupakan medium diperkaya untuk menumbuhkan semua jenis bakteri 

Gram negatif dan positif aerob.  Setelah diketahui sifatnya terhadap 
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pengecatan Gram maka untuk pembiakan Gram positif menggunakan 

media selektif lempeng agar darah dan Gram negatif menggunakan 

lempeng agar Mac Conkey.  Setelah  ditemukan koloni tertentu dari media 

selektif maka untuk Gram positif dari lempeng agar darah, dapat dilakukan 

tes katalase dan ditanam pada DNAse agar jika hasil tes katalase positif.  

Sedangkan untuk Gram negatif koloni terduga bakteri dari Mac Conkey 

agar dapat dilakukan uji biokimia dengan menanamnya pada TSIA (Triple 

Sugar Iron Agar), Simmon’s citrate Agar, dan Media SIM (Sulfur Indole 

Motility) (Steven et al., 2004). 

 

2. Sterilisasi Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian dibersihkan dan dikeringkan 

terlebih dahulu kemudian dibungkus dengan kertas pembungkus.  Lalu 

disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121
0 

C selama 30 menit (Andini, 

2010). 

 

3. Pembuatan Larutan Mc Farland 

Mencampurkan 0,5 ml 1,175% BaCl2 2 H2O dengan 99,5 ml larutan 

H2SO4 1% sehingga volume akhir menjadi 100ml, kocok sampai homogen 

(Maliku, 2010). 

 

4. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Bakteri yang telah diisolasi dari media nutrien agar, dimurnikan dan 

ditentukan spesiesnya.  Ditanam pada media BHI.  Lalu dilakukan 

Inkubasi 37
0
C selama 4-6 jam atau kekeruhannya sama dengan standar 

kekeruhan (Mac Farland 0,5) (Vandepitte et al, 2010). 
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5. Pengukuran Sensitivitas Antibiotika : metode difusi Kirby-Bauer 

a).  Suspensi bakteri yang telah disesuaikan dengan standar kekeruhan 

MacFarland 0,5 diambil 100 µl dengan mikropipet dan dipulaskan ke 

dalam seluruh permukaan media agar Muller Hinton secara merata 

dengan hockey stick L dan didiamkan selama 5 menit agar bakteri 

meresap ke dalam media. 

 b). Disk / Cakram yang terdiri dari 8 jenis antibiotik diletakkan pada 

media petri yang bergaris tengah 150mm yang berisi media agar 

Muller Hinton yang sudah diolesi bakteri isolat luka post operasi 

dengan menggunakan pinset.  Jarak antara disc yang satu dengan disc 

yang lain ± 3cm dan 2cm dari pinggir sehingga didapatkan kontak 

yang baik antara disc obat dengan bakteri, kemudian diinkubasi 37
0 

C 

dalam inkubator selama 24 jam.  Dianjurkan pemakaian 9 cakram 

dalam tiap lempeng (Bonang dkk, 2002) 

c). Setelah diinkubasi pada suhu 37
0 

C selama 24 jam, dilakukan 

pengukuran diameter daerah hambatan yang meliputi daerah bening di 

sekitar disc antibiotika menggunakan jangka atau penggaris dengan 

memakai satuan mm lalu dibandingkan dengan diameter zona hambat 

berdasarkan Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). 

d).  Percobaan yang sama diulangi untuk bakteri dari isolat bakteri luka 

post operasi yang lain. 

 

Alur metode penelitian mengenai tahap isolasi dan identifikasi bakteri aerob 

disajikan pada gambar 2. 
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3. 8. Alur Metode Penelitian : Isolasi & Identifikasi Bakteri Aerob 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Alur Metode Penelitian: Isolasi & identifikasi bakteri (Bonang dkk, 

2002) 

 

Inkubasi 37
o 
C, 

24 jam (LAD) 

- Tes Katalase 

- Tes DNAse 

 

Inkubasi 37
o 
C, 24 

jam (Nutrient Agar) 

- Tes Katalase 

- Uji gula-gula 

- Uji SIM 

- Cat spora 

- Cat Granula 

Inkubasi 37
o 
C, 24 jam 

(Nutrient Agar) 

- Uji gula-gula 

Inkubasi 37
o 
C, 24 jam 

(Lempeng agar Mac 

Conkey/Endo/SS) 

- Uji KIA 

- Uji SIM 

- Uji Sitrat 

- Uji Gula-gula 

Luka 72 Jam Post Operasi yang terdapat pus 

Hasil Swab Luka Dalam Tabung Steril 

Masukkan ke Tabung Cottonbud steril 

Ambil swab luka 

Inkubasi pada suhu 37
0
 C, 24 jam 

 

Tanam Pada Nutrient Agar Miring 

Kultur Positif Pada 

Nutrient Agar Miring 

Lakukan Pewarnaan Gram 

Tanam Pada LAD ; 

Inkubasi 37
0
 C, 24 jam 

 

Tanam Pada Agar Mc konkey ; 

Inkubasi 37
0
 C, 24 jam 

 

Bakteri Gram Negatif Bakteri Gram Positif 

Pertumbuhan Koloni (+) Pertumbuhan koloni (+) 

Gram + Kokus 

Gram + Basil Gram - Basil 

Gram + Kokus 
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Alur metode penelitian mengenai tahap uji kepekaan antibiotik terhadap isolat 

bakteri aerob disajikan pada gambar 3. 

 

Alur Metode Penelitian : Uji Kepekaan Antibiotik terhadap Isolat Bakteri 

Aerob 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Alur Metode Penelitian : Uji Kepekaan Antibiotik terhadap Isolat 

Bakteri Aerob 

 

(Bonang dkk, 2002) 

Agar Muller Hinton berisi 

bakteri Gram + & Gram - 

Inokulasi bakteri Gram + & - ke dalam 

Agar Muller Hinton (100µl) 

 

Inkubasi 35-37 C selama 18-24 jam 

Ukur zona hambat dengan jangka sorong 

Analisis RIS (Resisten, Intermediat, 

Sensitif) 

Koloni bakteri Gram + & Gram – umur 18-24 jam 

Buat suspensi ke dalam air garam (NaCl) 

fisiologis (standard McFarland 0,5) 

Letakkan cakram antibiotik 8 cakram per 

plat agar (jarak 3cm & 2cm dari pinggir) 

Pola Resistensi Antibiotik 


