BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis pendlitian

Jenis penelitian ini menggunakan rancangan peaelittksperimental
laboratorium dengan tujuan untuk mengetahui suejalay atau pengaruh yang
timbul sebagai akibat dari adanya perlakuan tart@dotoatmodjo, 2005), dalam
hal ini untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh rantar rebusan daun
Binahong@nredera cordifolia (Ten.)Steenis)terhadap pertumbuhan
bakter&aphylococcus aureus.

Desain penelitian sebagai berikut:

P()—>  O()
Pl —— o1
R P2 — 02
P3—> O3
P4 —» 04

Gambar 3.1: Rancangan Pendlitian (Zainuddin, 2003)

R : Random

P(-) : Perlakuan yang tidak diberi air redno daun binahong
P1 . Perlakuan konsentrasi air rebusan téenahong 100%
P2 : Perlakuan konsentrasi air rebusan deéhahong 75%
P3 : Perlakuan konsentrasi air rebusan &hahong 50%
P4 : Perlakuan konsentrasi air rebusan téenahong 25%
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: Observasi setelah perlakuan kontrol

: Observasi setelah perlakuan konssrnt0%
: Observasi setelah perlakuan konseni#a%
: Observasi setelah perlakuan kons&rit®o

: Observasi setelah perlakuan konsaftf#o

3.2 Populasi dan Sampel

3.2.1 Populasi

Dalam penelitian ini populasi yang diambil adaladum binahong yang

berwarna hijau tua dalam keadaan segar (yang lyaetik), dan dipilih langsung

dari pohonnya di jalan Mojo pada bulan Mei 2012.

3.2.2 Sampel

Dalam penelitian ini sampel yang diambil adalalr@iiusan daun binahong,

sedangkan jumlah pengulangan sampelnya diperokehudaus sebagai berikut :

(n-1) (k-1)< 15

(n-1) (4-1)< 15

(n-1) (3)< 15

3n- 3<15
3n< 15+3

3n< 18

n<18/3=6

(Zainudin,2003)
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Keterangan:
n: Jumlah sampel

k : Perlakuan

3.3 Lokas dan Waktu Penelitian
3.3.1 Lokas Pendlitian

Lokasi penelitian di lakukan di Laboratorium Mikrologi Prodi D3 Analis
Kesehatan Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas Muhasyah Surabaya JL.
Sutorejo 59 surabaya.
3.3.2 Waktu Penelitian

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Februampai Juli 2012,

sedangkan waktu pemeriksaan dilaksanakan pada kiga2012.

3.4Variabd dan Definis Operasional

3.4.1 Variabel Penelitian

Variabel bebas : Air rebusan daun binahdngédera cordifolia (Ten.) Steenis)

Varabel terikat : Pertumbuhan bakt&gphylococcus aureus

3.4.2 Definisi Operasional

1. Air rebusan daun binahong didapatkan dari 1d@gn binahong dengan 100mi
air, Kemudian direbus selama 15 menit dan air r@balsun binahong tersebut
dikategorikan menjadi berbagai macam konsentrati,yal00%, 75%, 50%,
25%, dan 0% (kontrol).

2. Pertumbuha®aphylococcus aureus adalah ditetapkan berdasarkan kekeruhan

atau kejernihan air rebusan daun binahong yangpeatdrada masing-masing
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konsentrasi setelah di inkubasi pada inkubatorns®l24 jam, suhu37° C,
pertumbuhan dikategorikan menjadi tumbuh dan titakbuh. Karena air
rebusan daun binahong merupakan larutan yang bemywamaka kekeruhan
dalam tabung yang seharusnya menunjukkan adanyangmrhan kuman
agaknya sulit unuk di lihat secara visual. Untukyakinkan ada tidaknya
pertumbuhan kuman perlu dilakukan pemeriksaarhl&mjut yaitu dengan

cara menanam pada medlanitol Salt Agar (MSA).

3.5 Metode Pengumpulan Data

Data pertumbuhan bakte8taphylococcus aureus diperoleh dengan cara
observasi tidak langsung, yaitu dengan melaluiLajporatorium. Pemeriksaan
daya hambat bakteri Saphylococcus aureusini menggunakan metode
Pengenceran. Langkah-langkah pemeriksaannya ciagtasebagai berikut :
3.5.1 Prinsip Pemeriksaan

Senyawa antibakteri diencerkan hingga diperoleh etzgda macam
konsentrasi, kemudian masing-masing konsentrasmibhhkan suspensi bakteri
uji dalam media cair. Perlakuan tersebut akan kiubasi pada inkubator dan
diamati ada atau tidaknya pertumbuhan bakteri yditepdai dengan terjadinya
kekeruhan. Larutan uji senyawa antibakteri padaksetkecil yang terlihat jernih
tanpa adanya pertumbuhan bakteri uji, ditetapkabags Kadar Hambat

Minimum (KHM) atauMinimum Inhibition Concentration (MIC) (Pratiwi, 2008).

3.5.2 Alat- Alat

1. Timbangan 9. Gelas arloji



2. Tabung Reaksi 10. Gelas ukur

3. Pengaduk 11. Rak tabung

4. Pipet Pasteur 12. Api spirtus

5. Blender 13. Filler

6. Erlenmeyer 14. Ose

7. Autoclave 15. Plate

8. Pipet ukur 16. Tabung sentrifuge
353 Bahan Pemeriksaan

1. Air rebusan daun binahong
2. Suspensi kumagaphyl ococcus aureus
3. Aguades steril
4. MediaNutrient Agar (NA)
5. Pz steril
6. MediaManitol Salt Agar (MSA)
3.5.4 Reagen Pemeriksaan
1. NaOH 0.1 N
2.HCIO0.1 N
3. BaCl 1%

4. H2S04 1%

3.5.5 Prosedur Pembuatan Suspens Kuman

Pembuatan suspensi kuman sesuai dengan metoderldic.Fa
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1. Menyiapkan 2 tabung steril, 1 untuk suspensi dargyh untuk standart
Mc Farlan .
2. Prosedur membuat standart Mc Farlan |, yaitu:
1) Membuat perbandingan antara BaCl 1%S@, 1 % sebesar 1 : 9
2) Memipet 0,1 ml BaCl 1% + 9,9 ml;80, 1 %
3) Menghomogenkan dengan cara kocok pelan tabung.
Standart Mc Farlan | ini sama dengan tiap 1 mimgagandung 300 juta
kuman.
3. Prosedur membuat
suspensi kuman, yaitu:
1) Mengisi tabung steril dengan Pz £ 5 ml.
2) Mengambil kuman dari biaka®aphylococcus aureus murni yang
sudah ditanam di media NAS dengan lidi kapas steril
3) Menyelupkan lidi kapas steril yang sudah ada kumpanpada
tabung yang berisi Pz.
4) Membandingkan warna suspensi kuman dengan Mc Harlan
5) Apabila warna kurang keruh, maka tambahkan kumagate lidi
kapas dan apabila terlalu keruh tambahkan Pz hinggaanya
sama dengan standart Mc Farlan I.
Untuk mendapatkan kuman tiap ml nya 1 juta, maké&kdkan
pengenceran dengan cara:
1) Menyiapkan tabung steril.
2) Memipet 9,97 ml Pz steril dan 0,033 ml suspensi&uiic Farlan | tadi

3) Menghomogenkan tabung dengan cara dikocok per|kzinzm.
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Suspensi kuman dengan jumlah kuman tiap ml nya tha giap

digunakan(Soemarno, 2000).

3.5.6 Prosedur Pembuatan Media Nutrient Agar Plate (NAP)

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Melakukan perhitungan mediutrient Agar (NA)

Menyiapkan alat dan bahan yang digunakan.

Menimbang bahan (media NA) sesuai dengan perhitunganggunakan
timbangan.

Mengukur volume aquadest 80 ml menggunakan gelas uk

Melarutkan bahan yang sudah ditimbang dengan aquadeg sudah
diukur volumenya dalam erlenmeyer.

Memanaskan larutan diatas api spirtus sampai lsempurna, jangan
sampai mendidih.

Mengangkat larutan yang sudah dipanaskan dan nginkannya dengan
air yang sudah disiapkan dibaskom sampai suamm kulu.

Mengukur pH nya sampai 7.4, jika terlalu asam mdrarkannya dengan
NaOH 0.1 N, sedangkan jika terlalu basa menambatykadengan HCI
0.1 N sampai pH nya 7.4.

Menutup erlenmeyer dengan kapas berlemak dan nezity@nnya

dengan autoclave, pada suhu 121°C selama 15 menit.

10) Setelah turun dari autoclave, menuangkannya kerdplate yang steril

sampai rata.

11) Mendiamkannya sampai terlihat padat dan menyimpakayalmari es.

3.5.7 Prosedur Pembuatan Konsentrasi Air Rebusan Daun Binahong
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1. Memetik daun binahong yang berwarna hijau taa gbhonnya.

2. Mencuci daun sampai bersih dan yang terakhuratlidengan aquadest steril.

3. Menimbang daun sesuai dengan kebutuhan.

4. Rebus daun binahong selama 15 menit setelaheaididih.

5. Menyaring air rebusan daun binahong dengan mevad@n kertas saring steril.
Menyaring sampai benar-benar jernih.

6. Menyentrifuge kembali air rebusan tadi ditabaagtrifuge yang steril sehingga
didapatkan perasan yang benar- benar jernih.

7. Mengambil 1 mata ose air rebusan yang sudakhjeetara steril, kemudian
menanamnya ke media NAP, dengan cara menggoreskaipgrmukaan
media.

8. Inkubasi di inkubator selama 24 jam, suhu 37° C.

9. Mengamati hasilnya, jika tidak terjadi pertumantkuman berarti air rebusan
daun binahong tadi sudah benar — benar steril. Ngrka pada media NAP
terdapat pertumbuhan kuman berarti perlu dilakykases tindalisasi, yaitu:

1) Memanaskan air rebusan daun binahong dengan wiitgrdda suhu 90°

C selama 15 menit.

2) Kemudian meletakkannya di inkubator selama 24 jadesuhu 37° C.

3) Mengulangi perlakuan tersebut sampai 3 kali.

10. Menanam kembali air rebusan daun binahong yam@ah melalui proses

tindalisasi di media NAP dan menginkubasinya selamgam pada suhu 37°
C.

11. Membuat konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, dé&h R® steril, yaitu
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Konsentrasi 100%  :Pada tabung 1 di isi 1 mlrabusan daun binahong
awal, itu sebagai konsentrasi 100% .
Konsentrasi 75% :Pada tabung 2 di isi 0,25 mlsteril ditambahkan air
rebusan daun binahong konsentrasi 100% sebanyak 0,7
ml, dihomogenkan.
Konsentrasi 50% :Pada tabung 3 diisi 0,50 ml Pzl sgambahkan air
rebusan daun binahong konsentrasi 100% sebany@k 0,5
ml, dihomogenkan.
Konsentrasi 25% :Pada tabung 4 diisi 0,75Ral steril ditambahkan air
rebusan daun binahong konsentrasi 100% sebany&k 0,2
ml, dihomogenkan.
3.5.8 Prosedur pembuatan media Manitol Salt Agar (M SA)
1. Menyiapkan alat dan bahan yang dibutuhkan.
2. Melakukan perhitungan terhadap jumlah bahan atadian®SA yang
dibutuhkan.
3. Melakukan penimbangan bahan sesuai dengan yanguitime menggunakan
timbangan.
4. Mengukur volume aquadest yang di butuhkan yaitasgdk 300 ml dengan
gelas ukur.
5. Melarutkan bahan yang sudah ditimbang tadi dengaadest yang sudah
diukur volumenya ke dalam erlenmeyer.
6. Memanaskannya diatas api spirtus sampai larut serapyangan sampai

mendidih.
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7. Mengangkat media yang sudah larut sempurna daninggnkinnya dengan
air yang sudah disiapkan dibaskom sampai suhunygaha

8. Mengukur pH nya dengan cara menambahkan NaOH (ikaNerlalu asam
dan menambahkan HCI 0,1 N jika terlalu basa sapigaiya 7,4.

9. Menutup media yang ada di erlenmeyer dengan kapdsentak dan koran
serta mengikatnya. Menyeterilisasi larutan terséleunsama dengan plate yang
dibutuhkan di autoclave pada suhu 121°C selamaekbtm

10.Setelah turun dari Autoclave, tuang media kardaplate + 15ml (Laporan
praktikum media, 2009)

3.5.9 Prosedur Pemeriksaan Sampel

Hari pertama pemeriksaan :

1. Menyiapkan alat dan bahan yang dibutuhkan

2. Menyalakan api spirtus dengan korek api.

3.Melabeli masing-masing tabung sesuai dengan ktnasiya, yaitu konsentrasi

100%, 75%, 50%, 25% dan 0% atau C (Control).

4. Memanaskan ose bulat diatas nyala api spirtesgambil suspensi kuman
Saphylococcus aureus sebanyak 1 mata ose dan membiakkannya di tabung
berlabel 100% dengan cara menggesekkan (Streakosg) di dinding
permukaan media cair sebanyak 3 kali. Kemudian arabg lagi 1 mata ose
kumanSaphylococcus aureus pada suspensi kuman dan membiakkannya pada
tabung berlabel 75%, begitu seterusnya sampai pgadang C. Semua
perlakuan dilakukan secara steril dekat dengan api.

7. Menutup kembali tabung dengan kapas berlemak.

8. Inkubasi di inkubator pada suhu 37°C selamm2y
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Hari kedua:

1. Mengamati masing-masing tabung, apakah tergkrkihan atau tidak.

2. Mengambil Konsentrasi terkecil yang mulai teatihkeruh, dan menguiji
kembali ke media padManitol Salt Agar (MSA), dengan tujuan memastikan
apakah kuman tersebut adaf&aphylococcus aureus.

3. Memanaskan ose bulat diatas nyala api spirtesgambil 1 mata ose kuman
yang ada pada konsentrasi terkecil tadi.

4. Menanamnya di media padat dengan cara menggomgk dipermukaan
media.

5. Inkubasi kembali di inkubator pada suhu 37°@rsal 24 jam.

Hari ketiga :

1.Mengamati hasilnya pada media padat apakah te#beRoloni yang
mengidentifikasikan kuman tersebut ada®sdphyl ococcus aureus.

2. Mencatat konsentarasi terkecil tadi sebagai tdayabat pertumbuhan kuman.

3. Mencatat hasil yang di amati sebagai data (AnpthbB96).

3.6Metode Analisis Data
Data yang diperoleh ditabulasikan sebagai berikut:

Tabel 3.1. Contoh tabulasi data

NO | KODE KONSENTRASI
SAMPEL | 100% | 75% |50% | 25% | C

Ul

U2

U3

U4

us

| O | W N|

U6
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Dengan keterangan :
Posistif (+) : Mampu menghambat pertumbuhan kurfenif)
Negatif (-)  : Tidak mampu menghambat pertumbuhandn (keruh)
Data yang diperoleh diuji menggunakan uji chi —asgqudengan tingkat

kesalahan 5% (0,05).



