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Abstrak

Latar Belakang: Uji aktivitas antibakteri merupakan prosedur fundamental dalam farmakologi untuk menentukan potensi
suatu agen antimikroba. Terdapat dua teknik utama dalam metode difusi agar yang umum digunakan, yaitu metode difusi
cakram (disc diffusion) dan difusi sumuran (well diffusion). Pemilihan metode yang tepat sangat krusial karena variasi
teknik dapat memengaruhi akurasi pengukuran zona hambat, terutama pada bakteri patogen seperti Escherichia coli.
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan efektivitas dan sensitivitas antara metode Kirby-Bauer (cakram)
dan metode sumuran dalam mengukur diameter zona hambat antibiotik Ciprofloxacin terhadap bakteri Escherichia coli
ATCC 35218. Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental laboratoris. Pengujian dilakukan dengan
memaparkan biakan Escherichia coli ATCC 35218 terhadap antibiotik Ciprofloxacin menggunakan dua metode difusi
yang berbeda. Analisis data dilakukan untuk membandingkan diameter zona hambat yang terbentuk menggunakan uji
statistik T berpasangan (Paired T-test) untuk menentukan signifikansi perbedaan antar kelompok. Hasil: Hasil pengukuran
menunjukkan bahwa metode difusi sumuran menghasilkan diameter zona hambat yang lebih besar dan konsisten
dibandingkan metode difusi cakram. Analisis statistik mengonfirmasi bahwa metode sumuran memiliki sensitivitas yang
lebih optimal dalam mendeteksi aktivitas antibakteri Ciprofloxacin pada kondisi eksperimental ini. Kesimpulan: Terdapat
perbedaan yang signifikan antara metode difusi sumuran dan difusi cakram. Metode difusi sumuran terbukti lebih efektif
dibandingkan metode cakram dalam pengujian aktivitas antibakteri Ciprofloxacin terhadap Escherichia coli, sehingga
pemilihan teknik difusi harus disesuaikan dengan kebutuhan sensitivitas pengujian.

Kata kunci: uji aktivitas antibakteri; Ciprofloxacin; Escherichia coli; difusi sumuran; difusi cakram; zona hambat.

Abstract

Background: Antibacterial activity testing is a fundamental pharmacological procedure used to determine the potency
of antimicrobial agents. There are two primary techniques within the agar diffusion method: the disc diffusion method
and the well diffusion method. Selecting the appropriate method is crucial, as technical variations can significantly
influence the accuracy of zone of inhibition measurements, particularly for pathogenic bacteria such as Escherichia coli.
Objective: This study aims to compare the effectiveness and sensitivity of the Kirby-Bauer (disc diffusion) method versus
the well diffusion method in measuring the diameter of the inhibition zone of the antibiotic Ciprofloxacin against
Escherichia coli ATCC 35218. Methods: This research is a laboratory experimental study. The testing was conducted by
exposing cultures of Escherichia coli ATCC 35218 to Ciprofloxacin using two distinct diffusion methods. Data analysis
was performed to compare the resulting inhibition zone diameters using a Paired T-test to determine the statistical
significance of the differences between the groups. Results: The measurements demonstrated that the well diffusion method
produced larger and more consistent inhibition zone diameters compared to the disc diffusion method. Statistical analysis
confirmed that the well diffusion method possesses more optimal sensitivity in detecting the antibacterial activity of
Ciprofloxacin under these experimental conditions. Conclusion: There is a significant difference between the well
diffusion and disc diffusion methods. The well diffusion method proved to be more effective than the disc method in testing
the antibacterial activity of Ciprofloxacin against Escherichia coli; therefore, the selection of a diffusion technique should
be tailored to the required sensitivity of the assay.
Keywords: antibacterial activity test; Ciprofloxacin; Escherichia coli; well diffusion; disc diffusion; zone of inhibition.
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LATAR BELAKANG
Di laboratorium sering sekali pengujian aktivitas antibakteri dengan menggunakan bahan alam

maupun dengan obat antibiotik . Untuk pengujian aktivitas antibakteri ini ada beberapa metode antara
lain metode yaitu metode dilusi dan metode difusi, sedangkan untuk metode difusi ini ada beberapa
teknik perlakuannya diantaranya metode sumuran dan metode disk cakram.

Pada kedua metode ini mempunyai kelebihan dan kekurangan masing-masing, untuk metode
disk cakram ini kelebihannya yaitu paling sering digunakan dalam penelitian, dalam pengujiannya
dapat dilakukan lebih banyak dalam satu kali percobaan, untuk tenaga dan biaya juga lebih ringan.
Untuk kekurangan metode disk cakram ini adalah dalam penghambatan bakterisid atau
bakteriostatiknya tidak dapat diketahui secara pasti. Sedangkan untuk kelebihan dari metode sumuran
yaitu dalam pengamatan hasil zona hambat yang terbentuk lebih jelas dikarenakan isolat bakteri akan
terbentuk sampai bawah. Tetapi untuk kekurangan metode sumuran ini yaitu jarang digunakan dalam
penelitian dikarenakan lebih rumit dalam pengerjaannya.! Sebenarnya untuk kedua metode ini
mempunyai tujuan yang sama yaitu untuk mengamati diameter zona hambat yang terbentuk dalam
pengujian anktivitas antibakteri, tetapi ada perbedaan dalam langkah kerjanya.?

Berdasarkan penelitian-penelitian yang sudah dilakukan sebelumnya mengenai perbandingan
metode sumuran dan metode disk cakram ini memperoleh hasil yang berbeda-beda. Penelitian yang
dilakukan oleh Sri dewi Haryati pada tahun 2017 dengan judul “Perbandingan Efek Ekstrak Buah
Alpukat Terhadap Pertumbuhan Bakteri Pseudomonas aeroginosa Dengan Metode Disk dan
Sumuran” ini diperoleh hasil yaitu zona hambat terbentuk lebih besar pada metode sumuran.
Sedangkan penelitian yang dikerjakan oleh Sivri, et, al pada tahun 2018 yang juga membandingkan
metode sumuran dan disk cakram dalam penelitianya tentang minyak esensial berbagai tanaman yang
diyjikan terhadap Rhizobium sp, diperoleh hasil zona hambatnya lebih besar pada metode disk

cakram.?

Pada tahun 2020 juga dilakukan penelitian kembali oleh Yuhanida dkk yang
membandingkan metode sumuran dan disk cakram tersebut yaitu tentang aktivitas antibakteri ekstrak
daun sirih merah terhadap Staphylococcus aurues, dalam penelitian ini hasil yang diperoleh yaitu
tidak ada perbedaan zona hambat yang terbentuk.*

Ciprofloxacin adalah agen antibiotik dalam kelas fluoroquinolone yang digunakan untuk
mengobati infeksi bakteri seperti infeksi saluran kemih dan pneumonia. Ciprofloxacin memiliki
persetujuan FDA untuk mengobati infeksi saluran kemih, infeksi menular seksual (gonore dan
chancroid), infeksi kulit, tulang, sendi, prostatitis, demam tifoid, infeksi saluran cerna, infeksi saluran
pernapasan bagian bawah, antraks, pes, dan salmonellosis. Selain itu, ciprofloxacin merupakan

pilihan pengobatan yang tepat pada pasien dengan infeksi campuran atau pasien dengan faktor

predisposisi untuk infeksi Gram negatif. Kegiatan ini mencakup ciprofloksasin, antibiotik kuinolon
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spektrum luas yang perlu ditinjau ulang oleh anggota tim interprofesional untuk meninjau indikasi,
cakupan, kontraindikasi, dan profil efek sampingnya untuk mengelola penyakit infeksi pasien secara

optimal.’

METODE
Penelitian ini merupakan studi eksperimental laboratoris yang bertujuan untuk mengevaluasi

perbedaan efektivitas antara metode Kirby-Bauer (difusi cakram) dan metode sumuran (well
diffusion) dalam mengukur diameter zona hambat terhadap bakteri Escherichia coli. Prosedur
penelitian dimulai dengan standarisasi suspensi bakteri E. coli menggunakan standar McFarland 0,5.
Pengujian dilakukan pada media Mueller-Hinton Agar (MHA) dengan membandingkan empat
konsentrasi antibiotik ciprofloksasin, yaitu 2%, 1%, 0,5%, dan 0,25%. Akuades steril digunakan
sebagai kontrol negatif. Setelah perlakuan, media diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Pengukuran diameter zona hambat dilakukan menggunakan instrumen Scan Auto 500 untuk

memastikan akurasi data dalam satuan milimeter (mm).

HASIL PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi perbedaan efektivitas antara metode Kirby-Bauer
berbasis cakram (disk diffusion) dan metode sumuran (well diffusion) dalam mengukur diameter zona
hambat (dalam satuan mm) terhadap Escherichia coli dengan menggunakan antibiotik ciprofloksasin.
Berdasarkan hasil yang diperoleh, pada konsentrasi 2%, rerata diameter zona hambat yang dihasilkan
oleh metode disk adalah 40,2 mm, sedangkan metode well menghasilkan diameter sebesar 43,04 mm.
Pada konsentrasi 1%, metode disk menunjukkan zona hambat sebesar 38,6 mm, sementara metode
well menunjukkan 42,54 mm. Untuk konsentrasi 0,5%, zona hambat yang terbentuk melalui metode
disk adalah 37,92 mm, sedangkan melalui metode well adalah 40,68 mm. Adapun pada konsentrasi
0,25%, rerata diameter zona hambat pada metode disk tercatat sebesar 36,44 mm, dan pada metode
well sebesar 38,96 mm. Temuan ini mengindikasikan adanya perbedaan ukuran zona hambat antara
kedua metode, yang dapat mencerminkan perbedaan difusi dan efektivitas antibiotik dalam masing-
masing metode.

Tabel 1. Perbandingan Rata-rata Diameter Zona Hambat Antibiotik Ciprofloksasin terhadap
Escherichia coli Metode Kirby-Bauer dan Metode Sumuran)

Konsentrasi Diameter Zona Hambat Diameter Zona Hambat
Ciprofloksasin (%) (mm) Metode Disk (mm) Metode Sumuran

0,25 36,44 38,96

0,5 37,92 40,68

1 38,60 42,54

2 40,20 43,04
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Penelitian ini bertujuan untuk mengukur zona hambat yang dihasilkan oleh antibiotik
ciprofloksasin terhadap bakteri Escherichia coli pada metode metode Kirby-Bauer berbasis cakram
(disk diffusion) dan metode sumuran (well diffusion). Hasil pengujian menunjukkan bahwa terdapat
variasi diameter zona hambat pada setiap konsentrasi antibiotik yang digunakan, baik pada metode
disk maupun metode sumuran. Pada konsentrasi 2%, rata-rata diameter zona hambat yang dihasilkan
oleh metode disk adalah 40,2 mm, sementara metode sumuran menghasilkan diameter sebesar 43,04
mm. Pada konsentrasi 1%, diameter zona hambat yang diukur dengan metode disk adalah 38,6 mm,
sedangkan metode sumuran menunjukkan diameter sebesar 42,54 mm. Selanjutnya, pada konsentrasi
0,5%, zona hambat yang dihasilkan oleh metode disk tercatat sebesar 37,92 mm, sedangkan metode
sumuran menghasilkan 40,68 mm. Adapun pada konsentrasi 0,25%, rerata diameter zona hambat
pada metode disk sebesar 36,44 mm, dan pada metode sumuran sebesar 38,96 mm. Perbedaan hasil
tersebut mengindikasikan adanya variasi dalam kemampuan difusi antibiotik melalui media padat
yang digunakan oleh masing-masing metode. Hal ini menunjukkan bahwa metode sumuran
cenderung menghasilkan zona hambat yang lebih besar dibandingkan metode cakram, yang dapat

mencerminkan perbedaan efektivitas dan penetrasi antibiotik dalam kedua metode uji tersebut.

Aquades steril sebagai Antibiotik Siprofloksasin
Kontrol Negatif

'

Eschericia coli yang ?iu&kiﬁl Pa}‘;?;t
sudah disamakan dengan fledia burer ot Inkubasi 1x 24 jam
dengan metode disk

Standar Mac Farland dan well 37°C

A4

Dibaca dengan Scan
Auto 500

l

Didapatkan hasil
diameter zona hambat

Gambar 1. Alur Prosedur Pemeriksaan
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Gambar 1. Perbandingan Rata-rata Diameter Zona Hambat Antibiotik Ciprofloksasin terhadap
Escherichia coli (Metode Kirby-Bauer dan Metode Sumuran)

PEMBAHASAN

Secara umum metode sumuran cenderung menghasilkan zona hambat yang lebih besar
dibandingkan metode disk, terutama pada konsentrasi tinggi yaitu ciprofloksasin 2 % dan 1%. Pada
konsentrasi 0.5% dan 0.25% perbedaan antara metode sumuran dan disk tidak terlalu signifikan
sehingga menunjukkan bahwa pada pada konsentrasi ini tidak terlalu berpengaruh dengan perbedaan
metode yang dibandingkan.

Berdasarkan penelitian tersebut efektivitas antibakteri yang dihasilkan semakin tinggi
konsentrasi antibiotiknya semakin besar pula zona hambat yang dihasilkan, hal ini menunjukkan
bahwa penggunaan cairan dalam metode sumuran lebih efektif pada konsentrasi tinggi. Pada
konsentrasi yang lebih rendah zona hambat yang dihasilkan pada kedua metode tersebut masih
terbentuk dengan baik, tetapi perbedaanya lebih kecil. Perbandingan efektivitas metode Kirby-Bauer
menggunakan disk (cakram) dan well (sumuran) dalam mengukur zona hambat antibiotik
ciprofloksasin terhadap Escherichia coli pada berbagai konsentrasi.

Berdasarkan data, diameter zona hambat pada metode well (sumuran) konsisten lebih tinggi
dibandingkan metode disk (cakram) pada seluruh konsentrasi yang diuji. Hal ini menunjukkan bahwa
metode well lebih sensitif dalam menghasilkan zona hambat yang lebih besar untuk semua
konsentrasi ciprofloksasin yang digunakan.. Pada konsentrasi 2%, metode disk menghasilkan rata-
rata zona hambat sebesar 40.2 mm, sedangkan metode well mencapai 43.04 mm. Seiring penurunan
konsentrasi menjadi 1%, 0.5%, dan 0.25%, diameter zona hambat menurun untuk kedua metode,

tetapi metode well tetap menunjukkan zona hambat yang lebih besar di setiap konsentrasi. Ini
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menunjukkan bahwa metode well lebih efektif dalam mendeteksi pengaruh antibiotik meskipun pada
konsentrasi rendah.

Penurunan konsentrasi ciprofloksasin dari 2% ke 0.25% menunjukkan penurunan signifikan
dalam ukuran zona hambat pada kedua metode, yang konsisten dengan sifat antibiotik yang
efektivitasnya meningkat pada konsentrasi yang lebih tinggi. Namun, metode well menunjukkan zona
hambat yang lebih besar dibandingkan metode disk pada semua konsentrasi, yang mungkin
menunjukkan penyerapan antibiotik yang lebih baik pada metode sumuran sehingga bakteri lebih
terpapar dengan antibiotik.

Perbedaan ini dapat dijelaskan berdasarkan prinsip difusi yang terjadi pada masing-masing
metode. Pada metode cakram, antibiotik yang teradsorpsi pada cakram akan berdifusi keluar secara
perlahan ke dalam media agar, sehingga proses difusi sangat bergantung pada volume dan kapasitas
pelepasan antibiotik dari cakram yang terbatas. Sebaliknya, pada metode sumuran, volume larutan
antibiotik yang dimasukkan ke dalam sumur umumnya lebih besar sehingga konsentrasi antibiotik
yang terdistribusi ke dalam media agar juga relatif lebih tinggi. Hal ini memungkinkan terjadinya
gradien konsentrasi yang lebih luas di sekitar sumuran, menghasilkan diameter zona hambat yang
lebih besar.®1?

Selain itu, ukuran molekul ciprofloxacin yang relatif kecil memungkinkan difusi yang baik pada
kedua metode, namun efek konsentrasi dan volume pada metode sumuran tetap memberi kontribusi
signifikan terhadap ukuran zona hambat. Faktor lain seperti ketebalan media agar, suhu inkubasi, dan
kepadatan inokulum juga dapat mempengaruhi pembentukan zona hambat, namun dalam penelitian
ini variabel-variabel tersebut dikontrol agar tidak mempengaruhi perbandingan antara kedua metode.
Perbedaan hasil antara kedua metode ini penting untuk diperhatikan dalam interpretasi hasil uji
aktivitas antibakteri, terutama pada penelitian skrining bahan alam atau formulasi antibiotik baru,
agar pemilihan metode sesuai dengan tujuan penelitian. Metode sumuran dapat digunakan untuk
memperoleh indikasi awal potensi antibakteri dengan sensitivitas zona hambat yang lebih besar,
sementara metode cakram tetap relevan untuk uji sensitivitas klinis yang memerlukan standarisasi
tinggi. 751115

Penelitian ini juga selaras dengan penelitian yang dilakukan Agatha pada tahun 2021 tentang
Perbedaan Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Metode Well Diffusion dan Kirby bauer Terhadap
Pertumbuhan Bakteri. Hasilnya disebutkan bahwa uji aktivitas antibakteri yang dilakukan dengan
metode well diffusion atau sumuran memiliki zona hambat lebih besar dibandingkan dengan ujia

aktivitas antibakteri yang dilakukan dengan metode kirby bauer atau disk.® Menurut penelitian yang
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dilakukan olek Eka Prayogo juga menyebutkan bahwa hasil penelitiannya pada metode well zona
hambatnya lebih besar dibandingkan dengan metode cakram.”!6-2°

Secara umum, metode Kirby-Bauer menggunakan well dapat dianggap lebih efektif dan
sensitif dibandingkan metode disk dalam menentukan zona hambat antibiotik terhadap bakteri,
terutama pada kasus ini dengan antibiotik ciprofloksasin terhadap E. coli. Adanya perbedaan hasil
zona hambat antara kedua metode dapat disebabkan oleh perbedaan bentuk dan mekanisme distribusi
antibiotik dari disk dan sumuran, di mana sumuran mungkin memberikan penetrasi antibiotik yang

lebih merata dan luas.!%?%-?7

KESIMPULAN

Terdapat perbedaan yang signifikan dari hasil pengukuran zona hambat uji aktivitas antibakteri
ciprofloksasin terhadap bakteri Escherichia coli dengan metode cakram dan sumuran. Metode
sumuran secara konsisten menunjukan hasil zona hambat yang lebih besar dibandingkan dengan

metode cakram.

Deklarasi Konflik Kepentingan
Kami menyatakan bahwa tidak ada konflik kepentingan baik yang bersifat finansial ataupun
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