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Abstract. Nutrient agar media is a universal medium that can be used in bacterial sensitivity tests. Sensitivity
testing is used to test the sensitivity of bacteria to a type of antibiotic. This test is instrumental in determining
appropriate therapy for patients who experience recurrent or persistent infectious diseases. Nutrient Agar media
is usually made in large quantities for time and energy efficiency. The media is used as needed, and the rest is
stored 2-8°C in the refrigerator before being used again. This research aims to determine the effect of repeated
heating of Nutrient Agar media on the sensitivity test results for Staphylococcus aureus and Escherichia coli
bacteria. Tests were carried out on the first, second, third and fourth heating times. The results of statistical tests
with Kruskal Wallis showed a sig value of <0.05, meaning there was a difference in sensitivity test results between
media heated once, twice, three times, or four times for the two types of bacteria tested.
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Abstrak. Media Nutrient Agar merupakan media universal yang dapat digunakan sebagai media dalam uji
sensitivitas bakteri. Uji sensitivitas merupakan tes yang digunakan untuk menguji kepekaan bakteri terhadap suatu
jenis antibiotik. Uji ini yang sangat bermanfaat dalam menentukan terapi yang tepat untuk pasien yang mengalami
penyakit infeksi berulang atau yang tak kunjung sembuh. Dalam praktiknya, media Nutrient Agar biasanya dibuat
dalam jumlah banyak, dengan alasan efisiensi waktu dan energi. Media tersebut digunakan seperlunya, dan
sisanya disimpan pada suhu 2-8°C di lemari pendingin sebelum digunakan kembali. Penelitian ini bertujuan
mengetahui efek pemanasan berulang media Nutrient Agar terhadap hasil uji sensitivitas bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Pengujian dilakukan pada pemanasan pertama, kedua, ketiga, dan keempat Kali.
Hasil uji statistik dengan Kruskal Wallis menunjukkan nilai sig <0,05 yang artinya terdapat perbedaan hasil uji
sensitivitas antara media yang dipanaskan satu kali, dua Kali, tiga kali, maupun empat kali, untuk kedua jenis
bakteri yang diuji.

Kata kunci: Nutrient Agar, pemanasan berulang, uji sensitivitas, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
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LATAR BELAKANG

Media Nutrient Agar merupakan media semi alami yang digunakan sebagai media
universal pertumbuhan sebagian besar jenis bakteri (Rossita dkk , 2017). Media NA juga dapat
digunakan sebagai media uji sensitivitas bakteri (Yuliana, 2012). Komposisi yang terpenting
dalam media NA adalah karbohidrat dan pepton yang berasal dari ekstrak daging sebagai
sumber glukosa dan asam amino serta paling umum digunakan untuk menumbuhkan bakteri
(Thohari dkk, 2019).

Pembuatan media NA umumnya disesuaikan dengan kebutuhan pemeriksaan. Namun
dalam praktek di lapangan pembuatan media NA sengaja dibuat berlebih untuk efisiensi waktu
dan energi. Kelebihan media yang tidak digunakan tersebut, akan disimpan pada lemari
pendingin suhu 2-8°C untuk digunakan kembali (Angraeni, 2021). Saat akan digunakan, media
NA umumnya dipanaskan di atas hot plate atau di waterbath hingga mencair kembali
(Angraeni, 2021). Pemanasan berulang tersebut menyebabkan berkurangnya nutrisi pada
media. Berkurangnya nutrisi disebabkan oleh pemanasan yang mengakibatkan media
kehilangan zat gizi seperti mineral, vitamin, gula, dan protein. Beberapa vitamin, mineral dan
komponen-komponen lain yang larut dalam air akan hilang selama pemanasan. Vitamin B peka
terhadap panas sehingga menyebabkan kerusakan. Hal lain yang dapat terjadi adalah kerusakan
protein oleh interaksi komponen - komponen lain dalam media yang berakibat jumlah protein
berkurang. Pemanasan berulang juga dapat menyebabkan perubahan pada media (Angraeni,
2021; Hafsan, 2014; Wati, 2018).

Pemanasan sebaiknya cukup dilakukan satu kali dan dilakukan menggunakan otoklaf
pada suhu 116°C-118°C untuk mencegah dampak negatif seperti penguraian karbohidrat dan
pembentukan senyawa yang menghambat pertumbuhan bakteri (Hafsan, 2014). Kerusakan
media NA dan berkurangnya nutrisi akan mengganggu pertumbuhan bakteri pada media
tersebut. Hal ini juga dapat mempengaruhi hasil uji sensitivitas bakteri. Berdasarkan uraian di
atas penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemanasan berulang terhadap
pembentukan zona hambat pada uji sensitivitas pada bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.

KAJIAN TEORITIS

Staphylococcus aureus menyebabkan infeksi kulit dan jaringan lunak hingga penyakit
invasif yang mengancam jiwa. Bakteri ini merupakan bakteri komensal sekaligus bakteri
patogen pada manusia. Sekitar 30% dari populasi manusia dapat dijadikan sarana untuk

perkembangan bakteri Staphylococcus aureus. Oleh karena itu Staphylococcus aureus menjadi
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penyebab tersering pada bakteremia dan infeksi endokarditis serta osteoartikular, infeksi kulit
dan jaringan lunak, pleuropulmonari, dan infeksi yang terkait penggunaan implan pada
peralatan kesehatan. Patogenesis strain Staphylococcus aureus disebabkan oleh efek gabungan
dari faktor ekstraselular dan toksin, bersama dengan sifat invasif strain seperti perlekatan,
pembentukan biofilm, dan ketahanan terhadap fagositosis. Beberapa dekade terakhir muncul
strain dari Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotik jenis tertentu yaitu
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Purbowati dkk, 2017).

Escherichia coli merupakan bakteri berbentuk batang, gram negatif, fakultatif anaerob,
dan merupakan anggota Enterobacteriaceae. Escherichia coli merupakan flora normal yang
berada pada usus. Bakteri ini dapat menjadi patogen pada kondisi tertentu. Escherichia coli
sering ditemukan sebagai bakteri penyebab penyakit ISK (Infeksi Saluran Kemih), infeksi
saluran pencernaan, dan terlibat dalam infeksi luka setelah operasi (Hamida dkk, 2019; Kumala
dkk, 2009). Bakteri ini memiliki ukuran 2.4 x 0.4-0.7 um, koloni khas berwarna hijau metalik
karena memfermentasi laktosa kuat. Pada pewarnaan Gram menunjukan ciri-ciri berbentuk
batang pendek, berwarna merah muda, dan soliter (Brooks et al, 2007;Trisno dkk, 2019).

Media Nutrient Agar (NA) merupakan media yang berbentuk serbuk berwarna putih
kekuningan dan terdapat agar sebagai pemadatnya ketika digunakan karbohidrat dan protein
merupakan kandungan terpenting dalam media ini. Kedua kandungan tersebut terdapat pada
ekstrak daging dan pepton yang diperlukan untuk kebutuhan sebagian besar bakteri (Thohari
dkk, 2019). Media NA sering digunakan dalam pemeriksaan mikrobiologi karena media ini
adalah media universal untuk pertumbuhan bakteri. NA merupakan suatu medium yang
berbentuk padat, yang dibuat dari campuran ekstrak daging dan pepton dengan menggunakan
agar sebagai pemadat. Komposisi NA untuk per liter media adalah pepton 5g, sodium chlorida
5¢, agar-agar 12-15g, lab-lemco powder 1g, yeast extract 2-3g (Rossita dkk, 2017; Febrianty
dkk, 2021).

Uji sensitivitas antibiotik merupakan tes yang digunakan untuk menguji kepekaan suatu
bakteri terhadap suatu antibiotik. Uji sensitivitas bertujuan untuk mengetahui efektifitas dari
suatu antibiotik yang akan digunakan dalam terapi bagi pasien. Uji sensitivitas bakteri terhadap
suatu antibiotik dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu: difusi cakram (diffusion test),
pengenceran atau dilusi (dilution test), antimicrobial gradient dan short automated instrument
system. Metode uji sensitivitas yang paling umum dilakukan adalah metode difusi cakram dan
pengenceran atau dilusi (Khusuma dkk, 2019).

Pemanasan dapat mempengaruhi komposisi media, seperti terjadinya penguraian
vitamin, pH, asam amino, dan asam lemak. Hal tersebut dapat dicegah dengan sterilisasi media
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satu kali. Sterilisasi dilakukan pada suhu 116-118°C untuk menghindari penguraian glukosa
dan senyawa toksis yang terbentuk (Hafsan, 2014). Menurut Angraeni (2021), pemanasan
berulang dapat mempengaruhi pH dan jumlah koloni bakteri pada media PCA. Nilai rata-rata
pH pada media steril adalah 6,94. Setelah pemanasan satu kali nilai rata-rata pH menjadi 6,82.
Setelah pemanasan dua kali nilai rata-rata pH menjadi 6,70. Setelah pemanasan tiga kali nilai
rata-rata pH menjadi 6,54. Setelah pemanasan satu kali nilai rata-rata pH menjadi 6,36. Pada
jumlah koloni bakteri pada pH 6,82, bakteri yang tumbuh adalah 5,28 x 102 CFU/ml. sementara
pada pH 6,54, koloni yang tumbuh hanya 3,9 x 10> CFU/ml.

Menurut Wati (2018), pemanasan berulang akan menurunkan pH media. Semakin
sering media dipanaskan maka pH media akan semakin turun. Rata-rata pH blanko media 7,06
setelah dipanaskan sebanyak 4 kali rata-rata pH media turun menjadi 6,33. Pemanasan berulang
juga berpengaruh pada jumlah koloni bakteri. Rata-rata jumlah kuman yang tumbuh 123
koloni, setelah dipanaskan sebanyak 4 kali rata-rata jumlah kuman turun menjadi 84 koloni.
Pemanasan berulang dapat merusak kandungan nutrisi dalam media, terutama menyebabkan
denaturasi protein yang menyebabkan bentuk koloni mengecil. Pemanasan juga mempengaruhi
nilai pH yang merupakan faktor penentu aktivitas enzim, dimana aktivitas enzim akan optimum
pada pH optimum. Pemanasan berulang akan merusak media ditandai dengan perubahan warna
media (Wati, 2018).

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental menggunakan media
Nutrient Agar (NA) yang dipanaskan berulang kemudian diamati apakah pemanasan berulang
mempengaruhi hasil uji sensitivitas bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Medis Prodi Analis Kesehatan Politeknik Katolik
Mangunwijaya.

Alat yang digunakan adalah otoklaf, hotplate, waterbath, inkubator, ose, pinset, cawan
petri, lidi kapas steril, lampu spiritus, penggaris. Bahan dan reagen yang digunakan adalah
media Nutrient Agar, kultur bakteri Staphylococcus aureus bionumber 050402063763231 dan
Esherichia coli bionumber 0405610570426210, larutan NaCl fisiologis steril, standar
kekeruhan Mc Farland 0,5, cakram antibiotik levofloxacin untuk bakteri Staphylococcus
aureus dan ciprofloxacin untuk bakteri Esherichia coli.

Prosedur diawali dengan pembuatan media Nutrient Agar steril. Media NA yang telah
steril langsung digunakan untuk uji sensitivitas, sebagai kontrol tanpa pemanasan berulang.

Media kelebihannya disimpan dalam lemari pendingin selama 1x24 jam, kemudian dipanaskan
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kembali pada waterbath sebelum digunakan untuk uji sensitivitas sebagai media dengan
pemanasan pertama. Media NA disimpan kembali dalam lemari pendingin setelah digunakan,
untuk dipanaskan lagi sebagai pemanasan kedua. Proses dilanjutkan hingga pemanasan
keempat.

Uji sensitivitas dilakukan pada media tanpa pemanasan, dan media yang telah melalui
pemanasan pertama, kedua, ketiga, dan keempat. Lidi kapas steril dicelupkan ke dalam
suspensi bakteri yang telah disetarakan dengan standar Mac Farland 0,5. Suspensi bakteri
tersebut diusapkan secara merata pada permukaan Nutrient Agar, kemudian didiamkan selama
3-5 menit. Cakram antibiotik levofloxacin 5ug untuk bakteri Staphylococcus aureus dan
ciprofloxacin 5ug untuk bakteri Escherichia coli diletakkan pada permukaan NA dan sedikit
ditekan dengan pinset steril agar melekat sempurna, jarak antara pusat ke pusat cakram tidak
boleh kurang dari 24 mm, jarak dari tepi cawan petri minimal 5 mm. Cawan petri diinkubasi
pada suhu 35°C selama 18-24 jam. Setiap perlakuan dilakukan replikasi sebanyak 5 kali. Zona
hambatan yang terbentuk diamati dengan mengukur lebar/diameter zona hambatan.
Pengukuran dilakukan dengan menggunakan penggaris pada bagian bawah cawan petri, dari
tepi zona ke tepi zona hambatan melewati tengah cakram (Kemenkes R1, 2014).

Cara pembacaan dan interpretasi hasil adalah dengan membandingkan diameter zona
hambatan dengan tabel CLSI yang terbaru. Cara pelaporan hasil adalah sensitif, intermediet,
dan resisten (Kemenkes RI, 2014).

Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini berupa data numerik berupa diameter zona
hambatan (mm). Data yang diperoleh dilakukan analisis statistik, untuk mengetahui ada
tidaknya perbedaan pada penggunaan media antar berbagai pengulangan pemanasan. Uji yang
dipilih adalah uji beda antar kelompok, yaitu one way anova (jika data terdistribusi normal)
atau Kruskall Wallis jika data terdistribusi tidak normal.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan hasil uji sensitivitas
antara media yang dilakukan pemanasan berulang. Media tanpa pemanasan digunakan sebagai
kontrol pembanding. Hasil penelitian dapat dilihat pada tabel-tabel berikut ini.

Tabel 1. Hasil uji sensitivitas bakteri Staphylococcus aureus pada variasi pemanasan
media

0 1 2 3 4
Rerata diameter (mm) 30,8 30 30 32 32
Interpretasi sensitif ~ sensitif ~ sensitif  sensitif = sensitif
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Tabel 2. Hasil uji sensitivitas bakteri Escherichia coli pada variasi pemanasan media

0 1 2 3 4
Rerata diameter (mm) 40 44,8 46 46,4 47
Interpretasi sensitif ~ sensitif ~ sensitif  sensitif = sensitif

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil uji sensitivitas menggunakan berbagai
media dengan variasi pemanasan berulang memberikan hasil dengan interpretasi sensitif
menurut  standar CLSI. Bakteri Staphylococcus aureus sensitif terhadap antibiotik
levofloxacin, sedangkan bakteri Escherichia coli sensitif terhadap antibiotik ciprofloxacin,
meskipun menggunakan berbagai media dengan variasi pengulangan pemanasan. Secara
umum semakin banyak pemasanan, semakin besar diameter zona hambatan yang terbentuk di
sekitar kertas cakram antibiotik. Tren hasil yang sama dijumpai pada kedua jenis bakteri yang
diuji.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemanasan berulang mempengaruhi hasil uji
sensitivitas pada kelompok bakteri Staphylococcus aureus maupun Escherichia coli. Hal ini
dibuktikan terbentuknya zona hambat yang semakin besar pada pemanasan 1 kali, pemanasan
2 kali, pemanasan 3 kali, dan pemanasan 4 kali. Dari hasil penelitian diketahui bahwa
pemanasan berulang mempengaruhi besarnya diameter zona hambat, artinya hasil uji
sensitivitas dipengaruhi oleh pemanasan berulang media.

Media NA mengandung pepton, sodium chlorida, agar, lab-lemco’ powder, yeast
extract. Senyawa pepton merupakan salah satu jenis protein yang mengandung karbon,
nitrogen, dan beberapa asam amino. Protein akan rusak pada suhu tinggi, pemanasan protein
akan menyebabkan denaturasi. Pemanasan akan merusak struktur protein sehingga
menyebabkan kadar protein menurun (Nguju dkk, 2018). Asam amino akan rusak dengan
panas karena daya tahan asam amino sangat berikatan dengan asam amino penyusun protein
sehingga adanya pemanasan akan menyebabkan kadarnya menurun (Fitrawan dkk, 2023).
Suhu 60-90°C akan menyebabkan terjadinya kerusakan protein (Suryani dkk, 2018).
Pemanasan berulang yang dilakukan ini menggunakan suhu waterbath di atas 60 °C, sehingga
kerusakan protein kemungkinan besar akan terjadi seperti hasil penelitian Suryani dkk.

Hasil ini juga sesuai dengan penelitian Wati (2018) yang menyebutkan bahwa
pemanasan berulang akan merusak komposisi nutrisi seperti vitamin dan protein. Kerusakan
komponen nutrisi tersebut akan mempengaruhi jumlah mikroba yang tumbuh. Pada penelitian
ini media yang dilakukan pemanasan berulang akan kehilangan sebagian nutrisinya. Hal ini

menyebabkan bakteri kurang optimal pertumbuhannya, sehingga antibiotik dapat bekerja
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secara lebih efektif, yang ditunjukkan dengan semakin besarnya diameter zona hambatan.
Komposisi media yang hilang mengakibatkan zona hambat membesar karena jumlah mikroba
yang tumbuh pada media NA akan berkurang karena kekurangan nutrisi untuk berkembang.
Jumlah nutrisi yang rendah akan mempengaruhi jumlah dan laju pertumbuhan bakteri, karena
ketersediaan nutrisi yang diperlukan bakteri tidak terpenuhi. Nutrisi pada media yang
berkurang akibat pemanasan dapat mengakibatkan hasil sensitif palsu pada uji sensitivitas.

Hasil yang diperoleh ini perlu dikonfirmasi dengan uji statistik, untuk mengetahui
apakah terdapat perbedaan hasil antar perlakuan secara signifikan. Data terdistribusi tidak
normal, sehingga dilakukan uji Kruskal Wallis untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antar
kelompok untuk masing-masing jenis bakteri. Apabila terdapat perbedaan yang signifikan dari
uji Kruskal Wallis, maka uji dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui letak
perbedaan antar kelompok perlakuan. Hasil uji statistik terlihat pada tabel berikut ini.

Tabel 3. Hasil uji statistik

Staphylococcus 0,002 AvsB 1,000
aureus (terdapat perbedaan yang AvsC 0,008 *
bermakna antar kelompok AvsD 0,008 *
perlakuan) BvsC 0,005 *

BvsD 0,005*

CvsD 1,000

Escherichia coli 0,000 AvsB 0,004*
(terdapat perbedaan yang AvsC 0,006*

bermakna antar kelompok AvsD 0,005*

perlakuan) BvsC 0,134

BvsD 0,014*

CvsD 0,221

Keterangan:

A: pemanasan 1x
B: pemanasan 2x
C: pemanasan 3x
D: pemanasan 4x
* terdapat perbedaan yang bermakna
Hasil uji statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan hasil uji sensitivitas yang
signifikan antar kelompok perlakukan pemanasan media berulang. Hasil ini dijumpai baik
untuk bakteri Staphylococcus aureus maupun Escherichia coli. Uji Mann Whitney untuk hasil
uji sensitivitas bakteri Staphylococcus aureus menunjukkan tidak terdapat perbedaan antara
kelompok pemanasan media satu kali dengan dua kali; dan antara pemanasan media tiga kali
dengan empat kali. Hasil ini menunjukkan bahwa pemanasan media berulang dua kali masih
dapat dilakukan, karena menghasilkan diameter zona hambatan yang tidak berbeda signifikan
dengan media yang dipanaskan hanya satu kali. Uji Mann Whitney untuk hasil uji sensitivitas

bakteri Escherichia coli menunjukkan tidak terdapat perbedaan antara kelompok pemanasan
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media tiga kali dengan empat kali. Hasil ini menunjukkan bahwa pemanasan berulang media
hanya dapat dilakukan satu kali agar tidak diperoleh hasil sensitif palsu, akibat pertumbuhan

bakteri yang kurang optimal karena kurangnya nutrisi pada media yang digunakan.

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemanasan berulang media mempengaruhi
hasil uji sensitivitas. Semakin banyak pemanasan berulang, semakin besar diameter zona
hambatan yang terbentuk. Pemanasan berulang yang disarankan tidak boleh lebih dari dua kali,
agar hasil yang didapatkan dari uji sensitivitas yang dilakukan tidak menyebabkan adanya
interpretasi sensitif palsu.
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