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ABSTRACT 
 

Laboratory diagnosis in identifying infections, such as those in the urinary tract, is based on urine culture as the 
gold standard, requiring a bacterial colony count of more than 10⁵ CFU/mL. Bacterial counts can be calculated 
using the pour plate method, which requires high precision but carries a higher risk of contamination; or the 
spread plate method, which carries a lower risk of contamination but is easier to calculate. The purpose of this 
study was to compare the results of observations of the number of bacteria in urine stored at room temperature 
and in a refrigerator using the pour plate and spread plate methods. This research method was a comparative 
laboratory study in order to compare the results of observations of total bacteria in urine stored at room 
temperature and in a refrigerator using the pour plate and spread plate techniques. The results were analyzed 
descriptively and then compared using the Friedman test and the Mann Whitney U test. The results showed a 
significant difference in the results of bacterial counts between immediate examination and with a two-hour 
waiting time at both refrigerator and room temperature using two culture techniques, namely the total plate count 
method, namely the spread plate and pour plate. Both techniques met accuracy requirements, but the spread plate 
method had a higher accuracy for bacterial counts than the pour plate method, based on the d value obtained. It 
was further concluded that pour plate and spread plate are accurate methods for examining the bacterial count 
in urine at room temperature and refrigerator temperature. 
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ABSTRAK 
 

Penegakan diagnosis laboratorium dalam mengidentifikasi adanya infeksi, seperti pada saluran kemih adalah 
kultur urine sebagai gold standar yang memerlukan colony counting bakteri lebih dari sama dengan 10⁵ CFU/mL. 
Penghitungan jumlah bakteri bisa dilakukan dengan metode pour plate yang membutuhkan ketelitian cukup tinggi 
namun memiliki risiko kontaminasi lebih tinggi; atau dengan metode spread plate yang memiliki risiko 
kontaminasi lebih rendah namun lebih mudah dihitung. Tujuan penelitian ini adalah membandingkan hasil 
pengamatan jumlah bakteri urin yang disimpan pada suhu ruang dan di kulkas dengan metode pour plate dan 
spread plate. Metode penelitian ini adalah studi komparatif laboratoris dalam rangka membandingkan hasil 
pengamatan total bakteri dalam urin yang diletakkan pada suhu ruang dan kulkas dengan teknik pour plate dan 
spread plate. Hasil pemeriksaan dianalisis secara deskriptif lalu dibandingkan dengan uji Friedman dan uji Mann 
Whitney U. Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan dari hasil perhitungan jumlah bakteri 
antara pemeriksaan segera dan dengan waktu tunggu selama dua jam pada suhu kulkas maupun suhu ruang 
menggunakan dua teknik kultur metode total plate count, yaitu spread plate maupun pour plate. Kedua teknik 
tersebut memenuhi syarat akurasi, namun metode spread plate memiliki akurasi yang lebih tinggi untuk 
perhitungan jumlah bakteri daripada metode pour plate, berdasarkan nilai d yang didapatkan. Selanjutnya 
disimpulkan bahwa pour plate dan spread plate merupakan metode yang akurat dalam pemeriksaan jumlah bakteri 
dalam urin pada suhu ruang dan suhu kulkas. 
Kata kunci: Urin; suhu ruang; suhu kulkas; spread plate; pour plate 
 

PENDAHULUAN 
 

Laboratorium berperan penting dalam penegakan diagnosis untuk mengidentifikasi suatu penyakit atau 
infeksi, misalnya infeksi yang disebabkan oleh bakteri pada kondisi infeksi saluran kemih. Hal ini memerlukan 
pemeriksaan dengan menggunakan sampel urin dengan sensitivitas tinggi sebagai media pertumbuhan bagi bakteri 
karena zat-zat organik dan anorganik yang terkandung di dalamnya dapat menjadi sumber nutrisi bagi bakteri.(1,2) 

Proses pemeriksaan dalam memastikan adanya infeksi pada saluran kemih adalah kultur urin sebagai gold 
standar yang memerlukan colony counting bakteri lebih dari sama dengan 10⁵ CFU/mL.(3) Perhitungan jumlah 
bakteri dapat dilakukan menggunakan metode Total Plate Count (TPC), yang kemudian dibedakan atas dua cara 
yakni metode tuang (pour plate) dan metode permukaan atau tabur (spread plate). Metode pour plate 
membutuhkan ketelitian yang cukup tinggi dalam hal mengamati jumlah bakteri dikarenakan metode ini memiliki 
resiko kontaminasi lebih tinggi dan penyebaran bakteri yang cukup banyak.(4) Metode spread plate memiliki 
resiko kontaminasi lebih rendah dan lebih mudah dihitung, tetapi membutuhkan teknik khusus pada saat 
penyebaran sampel di media agar.(5) Hal ini dimungkinkan dapat terjadi perbedaan perhitungan jumlah bakteri 
yang signifikan. 

Keterbatasan pelayanan di laboratorium antara lain sumber daya manusia yang kurang, pergantian shift 
petugas yang membutuhkan cukup waktu dan layanan pemeriksaan on-site yang menyebabkan terjadi penundaan 
pemeriksaan dan sampel urin sebagian akan disimpan pada kulkas untuk menjaga kualitas urin. Berdasarkan 
Standard Operating Procedure (SOP) pemeriksaan laboratorium klinik menurut Peraturan Menteri Kesehatan RI 
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No. 43 tahun 2013, spesimen urine harus sudah sampai di laboratorium dan diproses dalam waktu maksimal 1 
sampai 2 jam setelah pengambilan pada suhu ruang, namun jika hal ini tidak mungkin, spesimen harus disimpan 
pada suhu (2-8ºC) setelah pengambilan.(6)  

Berdasarkan uraian masalah di atas, maka diperlukan penelitian yang bertujuan untuk membandingkan 
hasil pengamatan jumlah bakteri urin yang disimpan pada suhu ruang dan di kulkas dengan metode pour plate 
dan spread plate. 
 

METODE 
 

Jenis penelitian ini adalah observasional analitik menggunakan pendekatan cross-sectional dengan 
mengumpulkan data penelitian yang diamati dalam satu waktu.(7) Memberikan waktu penundaan pemeriksaan 
sampel urine selama 2 jam pada suhu yang berbeda di suhu ruang dan di kulkas serta menggunakan teknik kultur 
pour plate dan spread plate kemudian membandingkan hasil tersebut dengan pemeriksaan segera 0 jam sebagai 
Gold Standard. Pengambilan sampel dilakukan dengan pengecekan data dan pengambilan langsung pada populasi 
dengan cara purposive sampling dengan kriteria inklusi pada sampel adalah pengambilan urin berasal dari 
populasi yang ditentukan dan pengambilan urine porsi tengah (midstream) oleh penderita yang sebelumnya telah 
diberikan penjelasan dan disarankan untuk pengambilan pada pagi hari (tidak buang air kecil atau besar pada jam 
22.00 hingga bangun tidur).  

Pada penelitian ini, sampel yang digunakan adalah 25 urin dengan indikasi bacteriuria sesuai populasi dan 
iklusi yang telah ditentukan. Peneliti memosisikan sampel urin berada di dalam container steril dan tertutup rapat 
untuk menghindari terjadinya kebocoran, lalu meletakkan container dalam kotak stearofoam (coolbox) untuk 
mencegah kontaminasi pada sampel selama di perjalanan. 

Pengujian sampel urin dilakukan berdasarkan uji Total Plate Count (TPC) dengan menggunakan dua 
teknik kultur yaitu teknik spread plate dan pour plate. Teknik spread plate dilakukan dengan menginokulasi hasil 
pengenceran sampel sebanyak 100 µl sampel pada ±20 ml media Nutrient Agar Plate yang telah dituangkan pada 
cawan petri. Setelah itu diratakan dengan menggunakan hockey stick dan diinkubasi selama 24 jam. Teknik pour 
plate dilakukan dengan mengambil hasil pengenceran sampel sebanyak 1 ml sampel dan dituangkan ke dalam 
cawan petri steril, kemudian dituangkan ±20 ml media Nutrient Agar Plate pada cawan petri tersebut. Lalu media 
diratakan dengan menggoyangkan petri membentuk seperti angka delapan dan diinkubasi selama 24 jam. 

Langkah kerja perhitungan koloni bakteri sebagai berikut: 
1) Jumlah koloni bakteri dari sampel dihitung dengan menggunakan rumus: (jumlah koloni percawan) x (1 per 

faktor pengenceran). 
2) Cawan yang dipilih dan dihitung adalah yang masing-masing memiliki adalah 30-300 CFU (Colony Forming 

Unit), apabila lebih dari itu dikategorikan TUBD (terlalu banyak untuk dihitung) atau too numeous to count 
(TNTC). 

3) Koloni besar, kecil, menjalar yang terikat sebagai satu garis dianggap berasal dari 1 bakteri. 
4) Koloni yang tumbuh menutup lebih besar dari setengah luas cawan petri, tidak disebut sebagai koloni 

melainkan spreader 
5) Perhitungan dapat dilakukan dengan menggunakan colony counter. 

Perhitungan jumlah koloni bakteri yang tumbuh dilakukan menggunakan hitungan metode uji TPC, 
dilakukan pada pengenceran dengan jumlah koloni yang bisa diamati yaitu 30-300. Hal ini dilakukan untuk 
mengurangi kemungkinan kesalahan pada perhitungan. 

Hasil pemeriksaan selanjutnya ditabulasi sesuai dengan Standard Plate Count (SPC) untuk mempermudah 
pembacaan hasil. Data kemudian dianalisis menggunakan uji Friedman dan uji Mann Whitney U untuk 
mengetahui adanya pengaruh perbedaan metode. 
 

HASIL 
 

Pengamatan hasil perhitungan koloni bakteri dari sampel yang dilakukan pengamatan segera (0 jam) 
kemudian dibagi menjadi 2 perlakuan penundaan selama 2 jam pada suhu kulkas (9ºC) dan suhu ruang (30ºC) 
dengan teknik kultur spread plate dan pour plate. Data jumlah hasil perhitungan koloni bakteri sampel segera 
diperiksa digunakan sebagai Gold standart dengan analisis rerata dari 25 sampel sebesar 5,84 x 104 CFU/mL 
menggunakan teknik spread plate dan 1,87 x 105 CFU/mL dengan teknik pour plate. Pada penundaan selama 2 
jam di suhu kulkas (9ºC) dan suhu ruang (30ºC) terlihat bahwa pertumbuhan jumlah koloni bakteri mengalami 
peningkatan spesifik yang bervariasi baik pada metode spread plate dan pour plate (Tabel 1). 

Hasil analisis data menggunakan uji Friedman diperoleh hasil p = 0,000 yang artinya pada kelompok 
perlakuan segera, penundaan 2 jam pada suhu kulkas dan suhu ruang terdapat perbedaan. Data dilanjutkan ke uji 
Mann-Whitney U untuk melihat perbedaan dari penggunaan metode Spread Plate dan metode Pour Plate, dengan 
p = 0,000 yang artinya pada kedua metode tersebut, jumlah bakteri pada kedua metode terdapat perbedaan. Data 
hasil penelitian kemudian dilanjutkan untuk melihat akurasi dari masing-masing metode yang digunakan. Akurasi 
dapat ditentukan melalui selisih bagi dari pengukuran standart deviasi dengan pengukuran rerata masing-masing 
metode. 

Hasil pengukuran akurasi data penelitian kedua metode memenuhi syarat akurasi (d < α = 2), maka dari 
kedua metode teknik kultur tersebut masing-masing dapat digunakan dalam perhitungan jumlah koloni, dengan 
perbedaan tidak terlalu signifikan yang terlihat bahwa metode pour plate memiliki akurasi lebih tinggi daripada 
metode spread plate, hal itu karena semakin kecil nilai d maka semakin tinggi akurasi (Tabel 2). 
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Tabel 1. Hasil perhitungan jumlah koloni sampel penelitian berdasarkan rumus perhitungan dengan perlakuan 
pada media Nutrient Agar 

 
No Kode 

sampel 
Segera (0 jam) Suhu kulkas (2 jam) Suhu ruang (2 jam) 

Spread Plate Pour Plate Spread Plate Pour Plate Spread Plate Pour Plate 
1. K1 4 x104 2,5 x105 7,5 x104 2,9 x105 9,7x104 2,9x105 
2. K2 3,5 x104 2,5 x105 3,8 x104 2,6 x105 5 x104 2,9x105 
3. K3 5 x104 2,5 x105 7,4 x104 2,7 x105 1x105 2,8x105 
4. K4 3 x104 1,4 x105 3,7 x104 2,7 x105 7,1x104 2,9x105 
5. K5 3,5 x104 1,7 x105 4 x104 2,3 x105 4,9x104 2,8x105 
6. K6 3,8 x104 2,2 x105 6,6 x104 2,5 x105 1,3x105 TUBD 
7. K7 5 x104 2,3 x105 6,4 x104 3 x105 7 x104 TUBD 
8. K8 4,9 x104 2,7 x105 5,5 x104 2,8 x105 6,7x104 2,9x105 
9. K9 6,6 x104 2,6 x105 7,8 x104 2,9 x105 8,7x104 3x105 
10. K10 4,9 x104 2,1 x105 6,4 x104 2,9 x105 5,2x104 2,9x105 
11. K11 7,9 x104 1,5 x105 8,1 x104 2,8 x105 2,2x105 TUBD 
12. K12 9,3 x104 1,8 x105 1 x105 2,2 x105 2,2x105 TUBD 
13. K13 7,8 x104 1,3 x105 9,4 x104 2,8 x105 2,6x105 TUBD 
14. K14 6,1 x104 1,6 x105 8,9 x104 2,9 x105 2,2x105 TUBD 
15. K15 7,4 x104 1,6 x105 8,3 x104 2,5 x105 1,9x105 TUBD 
16. K16 6,6 x104 1,7 x105 7,2 x104 2,6 x105 1 x105 TUBD 
17. K17 3,7 x104 1,4 x105 5,9 x104 1,8 x105 7,2x104 2,5x105 
18. K18 7,2 x104 1,2 x105 1,1 x105 2,7 x105 7,2x104 TUBD 
19, K19 3,7 x104 1,1 x105 5,3 x104 1,3 x105 6,1x104 1,4x105 
20. K20 3,8 x104 1,8 x105 7,3 x104 2,6 x105 9,4x104 2,8x105 
21. K21 6,8 x104 2,1 x105 8,5 x104 2,8 x105 9,5x104 TUBD 
22. K22 9 x104 1,9 x105 9,8 x104 2,9 x105 1,9x105 2,9x105 
23. K23 5,7 x104 1,8 x105 9,5 x104 2,1 x105 2,4x105 2,9x105 
24. K24 9,8 x104 1,6 x105 1,9 x105 2,8 x105 1,5x105 TUBD 
25. K25 7 x104 1,9 x105 9,1 x104 2,4 x105 1,3x105 2,7x105 

 

Tabel 2. Hasil perhitungan akurasi metode pour plate dan spread plate 
 

Variabel Hasil perhitungan metode 
Rerata Simpangan baku d 

Spread Pour Spread Pour Spread Pour 
Segera diperiksa 58,40 187,9 20,060 46,452 0,343 0,247 

Penundaan 2 jam pada suhu kulkas 78,52 257,1 30,607 39,521 0,389 0,153 
Penundaan 2 jam pada suhu ruang 123,52 299,1 66,826 41,412 0,541 0,138 

 

PEMBAHASAN 
 

Penundaan pemeriksaan urin pada pengamatan jumlah bakteri dapat menyebabkan hasil yang tidak 
sebenarnya atau meningkat palsu.(8-11) Ini dilihat dari interval waktu regenerasi bakteri yaitu 15 menit sampai 
dengan 20 menit ditambah dengan suhu optimum pertumbuhan bakteri pada urin adalah 25-37ºC bila urin yang 
terindikasi bakteriuria dibiarkan saja pada suhu ruang. Metabolisme bakteri yang terjadi pada suhu ruang berada 
di fase logaritmik atau fase eksponensial yang merupakan fase bakteri untuk tumbuh dan membelah diri secara 
maksimal dengan menghasilkan metabolit sekunder yang disimpan secara ekstraseluler. Ini membuat membran 
bakteri lebih fluid dan fleksibel serta mempertahankan permeabilitas selektifnya didukung dengan terjadinya 
peningkatan enzim metabolik yang dapat mengoptimalkan replikasi bakteri di urin, sehingga metabolisme akan 
berjalan lebih cepat dan terjadi pertumbuhan bakteri lebih banyak daripada pemeriksaan segera.(12-15) 

Ketika urin dengan indikasi bakteriuria disimpan pada suhu kulkas, metabolisme pertumbuhan bakteri akan 
bekerja secara minimum karena pada suhu rendah laju reaksi metabolik menurun energi kinetik molekul juga akan 
berkurang yang menyebabkan reaksi enzimatik sebagai penggerak metabolisme bakteri menjadi terhambat.(16) 
Struktur membran bakteri menjadi lebih kaku dan kurang permeabel, produksi enzim metabolik lebih sedikit yang 
menyebabkan pertumbuhan bakteri lebih melambat.(17) Namun hal itu tidak terlepas dari faktor lainnya yang dapat 
memicu metabolisme bakteri berjalan dengan cepat, seperti ketersediaan nutrisi di dalam media pembiakan yaitu 
urin sebagai produk sisa metabolisme tubuh yang berisi zat organik, anorganik maupun yang bersifat toksik. Ini 
akan semakin memicu pertumbuhan bakteri di dalamnya. Kondisi fisik lainnya yang dibutuh bakteri adalah 
peningkatan karbondioksida yang lebih tinggi di kulkas untuk metabolisme anabolik, regulasi pH, stimulasi 
enzim, sumber karbon utama dalam bentuk senyawa organik karbohidrat, glukosa, protein dan asam amino pada 
pertumbuhan bakteri, adanya oksigen yang tercukupi untuk respirasi, reaksi oksidasi dan pembentukan ATP 
terutamanya bakteri aerob, dan konsentrasi air di kulkas lebih tinggi dalam bentuk uap air atau embun. Bakteri 
memerlukannya sebagai media pengantar semua nutrisi yang dibutuhkan sel dan membuang zat yang tidak 
diperlukan keluar sel. 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dengan analisis data menggunakan uji non-parametrik 
Mann Whitney U, tampak adanya perbedaan yang signifikan pada hasil perhitungan total kepadatan koloni di 
setiap teknik yang digunakan, namun dengan efektivitas akurasi kedua metode dapat digunakan dalam 
perhitungan jumlah koloni bakteri sesuai syarat rentang nilai d. Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian Azizah 
& Soesetyaningsih (2020) pada pengamatan metode spread plate, drop plate dan pour plate pada sampel daging 
sapi dengan pelarut BPW dan garam fisiologis dengan interpretasi bahwa ada perbedaan yang tidak terlalu 
signifikan. Hasil berbeda secara signifikan hanya terjadi jika dilarutkan dengan aquades.(18) 

Penggunaan metode teknik kultur yang menunjukkan perbedaan dipertimbangkan dengan adanya 
kelemahan dan kelebihan yang dimiliki setiap metode sesuai dengan konsep bahwa metode spread plate memiliki 
kelebihan lebih sedikit resiko kontaminasi karena hanya permukaan agar yang terbuka dan koloni bakteri akan 
tumbuh pada permukaan agar saja sesuai dengan zona sebar tanam hockey stick dan menjadi lebih mudah untuk 
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menghitung koloni.(19,20) Namun, pada metode ini koloni yang terbentuk berukuran lebih besar dan lebih banyak 
tumbuh koloni berantai dan bergerombol, sehingga hasil perhitungan koloni yang didapatkan jumlahnya akan 
lebih sedikit. Metode pour plate memiliki pertumbuhan bakteri kecil dan tunggal individu yang akan terdistribusi 
merata terpisah dengan baik di seluruh media dengan koloni yang terbentuk berasal dari satu sel yang 
memungkinkan perhitungan menjadi lebih rumit dan susah, memiliki resiko kontaminasi lebih tinggi karena 
diperlukan penuangan media cair secara langsung pada cawan agar dan akan lebih sulit untuk menghitung koloni 
individu karena bakteri akan tumbuh di dalam media agar.(21) 
 

KESIMPULAN 
 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa disimpulkan bahwa pour plate dan spread plate 
merupakan metode yang akurat dalam pemeriksaan jumlah bakteri dalam urin pada suhu ruang dan suhu kulkas. 
Kedua metode dapat digunakan dalam pemeriksaan kultur urine dengan nilai akurasi metode pour plate lebih 
tinggi dari pada metode spread plate. 
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