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Hasil Pengumpulan Data 
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Peta Lokasi RSUD Jend. A. Yani Metro 

Gambar 1 Peta RSUD Jend. A. Yani Metro 

Gambar 2 Lokasi RSUD Jend. A.Yani Metro 
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Prosedur Pemeriksaan Kultur Sputum 

1. Pengambilan Sampel Sputum 

A. Alat: 

a) Alat Pelindung Diri 

b) Pot sampel sputum 

B. Prosedur: 

a) Siapkan alat yang akan digunakan 

b) Beri instruksi pasien mengenai cara batuk yang benar untuk mendapat 

sputum yang kental dan purulen 

c) Cuci tangan dan pakai Alat Pelindung Diri (Masker, Sarung Tangan) 

d) Pasang perlak pengalas dibawah dagu pasien 

e) Minta pasien membatukkan sputumnya ke tempat yang sudah 

disiapkan (pot sputum) 

f) Bersihkan mulut pasien 

g) Rapihkan alat yang telah digunakan 

h) Lepas sarung tangan lalu cuci tangan. 

2. Pembuatan Media BHI, THIO, BAP, dan MC 

A. Alat: 

a) Neraca analitik  

b) Kertas 

c) Erlenmeyer 

d) Gelas ukur 

e) Hot plate 

f) Batang pengaduk 

g) Cawan petri 

h) Tabung reaksi 

i) Rak tabung reaksi 

j) Corong 

k) Autoclave 

B. Bahan:  

a) Media BHI (Brain Heart Infusion) 



b) Media THIO (Thioglycollate) 

c) Media BAP (Blood Agar Plate) 

d) Media MC (MacConkey)  

e) Aquades  

C. Prosedur: 

a. Siapkan media BHI (Brain Heart Infusion), THIO (Thioglycollate), 

BAP (Blood Agar Plate), dan MC (MacConkey). 

b. Timbang masing-masing media  menggunakan neraca analitik. 

c. Timbang media Blood Agar sebanyak 8 gram/200mL aquades. 

d. Timbang media MacConkey sebanyak 10,3 gram/200mL aquades. 

e. Timbang media BHI (Brain Heart Infusion) sebanyak 7,5 gram/200mL 

aquades. 

f. Timbang media THIO (Thioglycollate) sebanyak 7,2 gram/200 mL 

aquades. 

g. Pindahkan masing-masing media ke dalam erlenmeyer. 

h. Masukkan 200 mL aquades ke dalam erlenmeyer yang sudah terisi 

media. 

i. Panaskan media menggunakan hot plate lalu aduk hingga mendidih, 

kemudian diamkan hingga media hangat. 

j. Masukkan media BHI (Brain Heart Infusion) dan THIO 

(Thioglycollate) ke dalam tabung reaksi kemudian letakkan tabung di 

beaker glass. 

k. Masukkan masing-masing media ke dalam autoclave dengan suhu 

121ºC dengan tekanan 1 ATM selama 15 menit. 

l. Keluarkan media dari autoclave, kemudian tuangkan erlenmeyer yang 

berisi media MacConkey ke dalam cawan petri dengan ketebalan ±3 

mL. 

m. Untuk media Blood Agar tambahkan 10 mL darah, homogenkan lalu 

tuang ke dalam cawan petri dengan ketebalan ±3 mL. 

n. Letakkan media BHI (Brain Heart Infusion) dan THIO 

(Thioglycollate) pada rak tabung dan diamkan di suhu ruang, 

kemudian untuk media Blood Agar dan MacConkey diamkan hingga 



mencapai suhu ruang dan membeku lalu simpan media didalam kulkas 

dengan suhu 2ºC-8ºC. 

3. Inokulasi Spesimen Sputum Ke Media BHI dan THIO 

A. Alat: 

a) Ose 

b) Lampu bunsen 

c) Inkubator 

B. Bahan: 

a) Spesimen sputum 

b) Media BHI (Brain Heart Infusion) 

c) Media THIO (Thioglycollate) 

C. Prosedur: 

a) Siapkan spesimen sputum yang akan digunakan. 

b) Ambil spesimen sebanyak 1 mata ose dan masukkan ke dalam media 

BHI (Brain Heart Infusion). 

c) Ambil spesimen sebanyak 1 mata ose dan masukkan ke dalam media 

THIO (Thioglycollate). 

d) Setelah spesimen diinokulasikan ke dalam media BHI (Brain Heart 

Infusion) dan THIO (Thioglycollate), selanjutnya inkubasi media 

selama 24 jam dengan suhu 35ºC. 

4. Inokulasi Suspensi Pada Media BAP (Blood Agar Plate) dan MC 

(MacConkey). 

A. Alat:  

a) Ose 

b) Lampu bunsen 

c) Inkubator  

B. Bahan:  

a) Suspensi bakteri dari media BHI (Brain Heart Infusion) 

b) Media BAP (Blood Agar Plate) 

c) Media MC (MacConkey) 

C. Prosedur: 

a) Siapkan media Blood Agar dan MacConkey. 



b) Ambil 1 mata ose suspensi bakteri dari media BHI (Brain Heart 

Infusion). 

c) Lakukan pulasan ke media Blood Agar dan MacConkey dengan 

membentuk kuadran T lalu inkubasi media selama 24 jam dengan suhu 

35ºC. 

5. Pewarnaan dan Pembacaan Gram 

A. Alat:  

a) Objek Glass 

b) Ose 

c) Lampu Bunsen  

d) Rak pengecatan 

e) Pipet tetes 

f) Kran air mengalir 

g) Mikroskop  

h) Tissue  

B. Bahan: 

a) Gram A (Crystal Violet, Alkohol 95%, Amonium Oksalat, Aquadest) 

b) Gram B (Iodium, Kalium Iodide, Aquadest) 

c) Gram C (Aceton, Alkohol 95%) 

d) Gram D (Safranin, Alkohol 95%, Aaquadest) 

e) Minyak imersi 

C. Prosedur: 

a) Ambil 1 mata ose koloni bakteri dari media MacConkey dan letakkan 

diatas objek glass, ratakan agar koloni tidak terlalu tebal ataupun 

terlalu tipis. 

b) Fiksasi preparat diatas lampu bunsen. 

c) Genangi preparat dengan cat Gram A hingga menutupi seluruh 

permukaan preparat, kemudian diamkan selama 1 menit. 

d) Jika sudah 1 menit bilas dengan air mengalir dan genangi dengan cat 

Gram B, diamkan selama 1 menit. 



e) Setelah 1 menit, bilas dengan air mengalir kemudian genangi dengan 

Gram C untuk melarutkan pewarnaan, diamkan ±30 detik sampai tidak 

terlihat adanya warna merah yang luntur. 

f) Bilas dengan air mengalir. 

g) Genangi dengan Gram D lalu diamkan selama 30 detik. 

h) Bilas dengan air mengalir hingga bersih, lalu tunggu preparat hingga 

kering. 

i) Identifikasi bentuk dan warna bakteri menggunakan mikroskop dengan 

perbesaran 100x (gunakan minyak imersi untuk perbesaran ini) 

6. Uji katalase dan Uji Oxidase 

A. Alat: 

a) Objek glass 

b) Kertas oksidase 

c) Ose  

B. Bahan: 

a) Koloni dari media Blood Agar & MacConkey 

b) Larutan H202 

C. Prosedur: 

1) Uji Katalase 

Dilakukan pada bakteri Gram positif, untuk mengetahui kemampuan 

bakteri menghasilkan enzim katalase atau tidak. 

a) Ambil 1 mata ose koloni bakteri dari media Blood Agar lalu letakkan 

diatas objek glass. 

b) Teteskan larutan H2O2 pada preparat kemudian homogenkan. 

c) Amati adanya gelembung pada preparat. Jika terdapat gelembung pada 

preparat maka uji katalase dinyatakan positif, dan jika tidak terdapat 

gelembung pada preparat maka uji katalase dinyatakan negatif. 

2) Uji Oksidase 

Dilakukan pada bakteri Gram negatif, untuk mengetahui kemampuan 

bakteri dalam menghasilkan enzim oksidase 

a) Ambil 1 mata ose koloni bakteri dari media MacConkey dan letakkan 

diatas kertas oksidase. 



b) Amati perubahan warna pada kertas oksidase. Jika terdapat perubahan 

warna menjadi biru maka uji oksidase dinyatakan positif dan jika tidak 

terdapat perubahan warna maka uji oksidase dinyatakan negatif. 

7. Penanaman panel dan Pembacaan panel 

A. Alat: 

a) Panel Negatif Combo/Positif Combo 

b) Renok (Penjepit Panel) 

c) Laminar Air Flow 

d) Lampu Bunsen 

e) Inoculation System Wand 

f) Microscan  

g) Inkubator 

h) Komputer  

B. Bahan: 

a) Mineral oil 

b) Panel Negatif Combo (reagen VP 1, VP 2, NIT 1, NIT 2, TDA, 

INDOL) 

c) Panel Positif Combo (reagen VP 1, VP 2, NIT 1, NIT 2, PEPT) 

C. Prosedur: 

1) Penanaman Panel 

a) Buka kotak Prompt Innoculation System 

b) Tusuk koloni sebanyak 3-5 kali pada media padat menggunakan jarum 

Prompt, lalu lepaskan bagian tengah jarum inoculator. 

c) Masukkan jarum inoculator ke dalam tabung prompt, homogenkan 

hingga koloni pada jarum keluar dan diamkan selama 5 menit. 

d) Siapkan penjepit panel, dan panel Negatif Combo/Positif Combo. 

e) Tuangkan Inoculum Water menggunakan penjepit panel lalu 

dipindahkan kedalam panel Negatif Combo/Positif Combo. 

f) Teteskan minimal 3 tetes mineral oil pada sumuran GLU, URE, LYS, 

H2S, ARG, ORN, DCB jika menggunakan panel Negatif Combo. 

g) Teteskan minimal 3 tetes mineral oil pada sumuran URE dan ARG jika 

menggunakan panel Positif Combo. 



h) Inkubasi selama 24 jam dengan suhu 35ºC. 

2) Pembacaan Panel 

a. Keluarkan panel dari inkubator dan teteskan reagen VP1, VP2, NIT 1, 

NIT 2, TDA, INDOL jika menggunakan panel Negatif Combo. 

b. Keluarkan panel dari inkubator dan teteskan reagen VP1, VP2, NIT 1, 

NIT 2, PEPT jika menggunakan panel Positif Combo. 

c. Lakukan input data pasien pada komputer berupa nama dan nomor RM 

pasien. 

d. Masukkan panel ke dalam alat microscan. 

e. Tunggu alat hingga keluar hasil spesies bakteri yang diidentifikasi 

 

Sumber Prosedur: Laboratorium RSUD Jendral Ahmad Yani Metro 
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MicroScan Beckman Coulter 

 

 
Gambar 5 Hasil Identifikasi Bakteri 



 
Gambar 6 Panel untuk bakteri Gram Negatif 

 
Gambar 7 Panel untuk bakteri Gram Positif 

 
Gambar 8 Skala Warna Panel 
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