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PENGUJIAN AKURASI BAKTERI E. coli
DENGAN METODA MPN DAN PETRIFILM

Sri Unon Purwati!, Efa Deswarni!", Oktaria Diah Pitalokasari!™

ABSTRACT

The analytical of accuracy is important for quality control process in the laboratory. The analyvtical data accuracy for
sampel Echerichia coli (E. coli) bacteria can be processed by confirmation of reference E. coli positive culture, Test
for accuracy covered morphology and physiological test, The morphology tests of £ coli bacteria resulted rod-
shape, negative (-) for gram and no spore. The physiclogy test of E. coli bacteria gave positive characteristic for
glucose fermentation (lactose, KIA), oxidize reaction (BGLB, EC, H,0,), H,S productivity reaction (SIM, K1A) and
metabolite metallic form reaction from Lactose fermentation (EMB).
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PENDAHULUAN

Pengujian kualitas lingkungan mikrobiologis air
yang utama ditujukan pada keberadaan bakter
koliform terutama Echerichia coli. Jenis bakteri
tersebut telah ditetapkan sebagai representatif
pencemaran biologis suatu lingkungan per-
airan ™,

Analisis jumlah bakteri £, coli dapat dilakukan
dengan metoda Jumlah Perkiraan Terbesar (JPT)
yang dikenal sebagai Most Probable Number
(MPN) atau menggunakan Petrifilm. Sebagai
jaminan mutu hasil analisis kedua metoda tersebut
butuh data akurat atau konfirmasi (+) vang cukup
tinggi terhadap material rujukan . Maksud uji
akurasi adalah untuk mengkonfirmasi ketepatan
identitas target analisis (konfirmasi positif) dari
bakteri £ coli dalam proses analisis baik MPN
maupun Petrifilm. Uji akurasi menggunakan
kontrol kultur positif E. coli sebagai kultur ru-
jukan @,

Uji akurasi sangat bermanfaat sebagai bukti

proses jaminan’ mutu terhadap data
laboratorium. Pelaksanaan uji akurasi secara

berkala penting bagi laboratorium penguji.

Wi aboratorium Biologi, Pusat Sarana Pengendalian Dampak
Lingkungan = Deputi V1[I — KLH, Eawasan PUSPIPTEK
Gedung 210, JIn, Raya PUSFIPTEK, Serpong - Tangerang
BAMTEM, 15310 — [NDOMNESIAPhone/Fax. : 021-7560043
E-mail : unon2Zi@yahoo.com

METODOLOGI

Uji akurasi dimaksudkan untuk mengkonfirmas
ketepatan identitas target analisis (konfirmasi
positil) bakten E coli dalam proses analisis, batk
MPN maupun Pe#rifilm. Uji akurasi meliputi
tahapan-tahapan seperti tercantum dalam dia-
gram Gambar 1. Uji akurasi menggunakan kontrol
kultur positif £. coli sebagai kultur rujukan .
Karaktenstik kontrol mutu positif vang dipunakan,
tertera pada Tabel 1.

Perlakuan berupa uji morfologi dan uji fisiologi

Tabel 1 : Karakteristik kontrol koltur positif £ coli
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adalah untuk konfirmasi dilakukan berdasarkan
Standar Method for The Examination of Wa-
ter and Wastewater edisi ke 21 tahun 20035,
meliputi : Upimorfologi dilakukan  dengan
melihat bentuk sel, pembentukan spora, reaksi
pengecatan gram; dan Uji fisiologi dilakukan
dengan melihat reaksi oksidasi (BGLB, EC,
H,0,), fermentasi gula (Laktosa, KIA), produksi

LS (SIM, KIA), reaksi pembentukan metabolit
metalik dari fermentasi laktosa (EMB).
Keterangan singkatan media lihat pada Tabel 4.

Data awal kontrol mutu dilakukan dengan cara
melakukan pencatatan terhadap kontrol kultur
dan contoh uji yang akan digunakan. Data meliputi
jenis, volume dan label (Tabel 2).
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Gambar 1 ; Tahapan kerja uji akurasi metode MPN dan Peteifiim
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Tabel 2 : Kode, jenis contoh, tanggal mulai uji, volume contaoh, pengenceran dan
kantrol mutu pada kegiatan tahap awal uji akurasi metode MPN dan Petrifilm

No | . fenis Tl Val, =
Kode contih Analisis | contoh Pengenceran QC
kontral 3 Feb Launiir
1. A | E coli : 100pL | 10° 107 | 107 | Duplo | BL | Steril | Flow/
2008
i+ asepnid
kontrol Laminar
T- 3 Feb, 8 N s . Flows
2 B Koliform | 2008 100 pl [ 107 ] 10 [{¥] Duple | BL | Steril eIt
(+) oy
Adr 3 Eeb . ¢ Laminar
3 C sumir ; | mL 10° (107 | 10° | Duplo | BL | Steril | Flows
2008 ;
| asepik
Catatan
Jenis Blanglko (BL) | = Kaontrol sampel (zir steril}, 2 = Kontrol pelarut (lar, Fisiologis)

Kodecontoh A B.C=1,23
Umur kontral {+) = 36 jam
Contoh uji diambil dari sumur gali di Perumahan Puri Husada Agung

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dua puluh empat jam setelah industri tahap (Tabel 2). Dari sejumlah koleni positif tersebut
selanjutnya dilakukan pengamatan jumlah E.cofi ~ kemudian dipilih delapan (8) koloni sebagai bahan
maupun total koliform. Target uji adalah  uji konfirmasi identitas. Tahapan praktek
konfirmasi jenis koliform atau E. coli dari pengunaan £, coli di laboratorium disajikan pada
sejumlah koloni yang tumbuh pada media uji Gambar 2.

Keterangan CGambar 2

4. Pengambilan kullur contral positl £
ool secira aseplis dalam nuangan famd-
Hir fTow,

b Inekolast koloni bakieri Eeadi dalam
media 51M

¢, Pengambilan koloni bakileri sccara
wseptis dalam faminar o

Gambar 2 Tahapan proses pengujian £ coff di laboratorium

#
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Tabel 3 : Penghitungan jumlah E.coli dan total koliform pada uji akurasi

E Jumish £, coli (24 jam) Jurrtal‘l"l Total Kol.iform
u (48 jam kecuali C)
MNo. Kode contoh c
o Jumah Al [Jurdah /100 Jurrlah Sl | Jumlah 100
E m. mL
1 IBL1 (Buffer) . a 0 0 a
BL2 {Buffer) £ 0 0 0 0
2 |BL1 (Media) - 0 0
BLZ (Media) - 0 0 0
3 |A (Kontrol Total Koliformj 10° = 300 30000 > 300 =30000
> 300 =30000 = 300 =30000
1-Oct = 300 =30000 36 3600
= 30 =30000 90 9000
2-0ct 164 16400 0 0
164 16400 5 500
4 |B {Kontrol £ coli) in*® = 300 >30000 = 300 =30000
= 300 >30000 = 300 =30000
1-Oct > 300 =30000 0 0
= 300 =30000 0 0
2-0ct 59 5500 0 0
.l 53 5300 4 400
5 |C (Air Sunur) 10° 114 11400 =300 30000
100 10000 =300 =30000
T 1-0ct 3 300 115 11500
200 113 11300
2-0ct 1 100 7 700
1 100 13 1300

Keterangan : BL ; Blangko

Contoh perhitungan . coli tersaji pada pada Ta- dilakukan berdasarkan Standard Method for
bel 3. Data hasil pengamatan uji konfirmasi The Examination of Water and Wastewater
metoda MPN dan Petrifilm disajikan pada Tabel edisi 21 tahun 2005 bagian 9000 dan Bergey's
4 dan 5, menunjukkan bahwa isolat koloni yang  Manual of Determinative Bacteriology edisi 9
diuji adalah koliform dan secara khusus tahun 1994 tabel 5.2 hal 203-222.
teridentifikasi sebagai E.coli. ldentifikasi
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Tabel 4 : Hasil uji konfirmasi metada Petrifilm 2

Kode LIl MORFOLOGI REAKSI LUI FISIOLOGI
Bentuk sel EMB | SIM | BGLB | EC | Katalase KIA | GRAM. |
Al Batang tidak berspora #: = + + + el aas) 3
Al Batang tidak berspora + - + + +glgas) | -
A3 Batang tidak berspora + - | # % + (gl gas)
A Batang tidak berspora - . + + + (gl gas)
A5 Batang tidak berspora - - * + + (3l gas)
A Batang tidak berspora ; - + * + (gl pas)
AT Batang tidak berspara + - + + + (gl gas) -
AR Batang tidak berspora I . ¢ + + (gl gas)
B1 {Batang tidak berspora . . +H + + (gl gas) -
B2 | Batang tidak berspora 4 ¢ £ + + (gl gas) z
B3  |Batang tidak berspora | o+ | - + + + {gl gas) 2
B Batang tidak berspora - - + + + (gl gas)
B5 Batang tidak berspora Mati . . + | +{glgas)
B6 Batana tidak berspora + - ’ + + (gl gas)
| B7  |Batang tidak berspora + - * + + (3l gas)
B8 Batang tidak berspora I - % + + (gl gas) = 1
1 Batang tidak berspora +rretalik |+ hitam + + + (ol gas) | =
2 Batang tidak berspora + metalik - + g + (5l gas) E
3 Batang tidak berspora + metalik . + - + (gl gas)
4 Batang tidak berspara . - 4 + + {al gas)
5 Batang tidak berspora + - - + + {-g;l gas)
Ch Batang tidak berspora Mati - + + + {ul gas)
i 7 iBamng tidak berspora + - + + + (2l gas)
ca | Batang tidak berspora + . ¥ + + (gl gas) -
M Batang tidak berspora | | =+ 4 +{glaas) | + (TOK MERAH) -
M2 |Batang ticiak_berspc:-ra ' + + +(glges) | + (TDK MERAH) ]
Ch3 Batang tidak berspora " + . +lglgas) | + (TDH MERAH)
| (M4 |Batang tidek berspora + + R gl gas) | + (TDK MERAH)
M5 Batang tidak berspora + - + | +fglgas) | + (TDK MERAH)
B Batang tidak berspora + rretatil R + (TDK MERAH) | -
Kelerangan

A = Kontral kultur Koliform - Blangko 1 = - (negatif) EC : Echerichia coli
B =Kontrol kultur £ coli Blangko 2= - (negatif)

= Adrsumur EMDB ¢ Eosin Metilen Bine
CM = Kalont merah SIM : Salmonella fron Media
(B =Kaloni biru BOGLEB : Briliant Green Bile Broth
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Tabel 5 : Hasil uji konfirmasi metoda MPH &

LI MORFOLOG! REAKS| LI FISIOLOGI |
|
leoe R Reafsidloidasi | | o S Y i|
BGLB | EC BGLB | EC |
| A1 |Batang tdk berspora . | = . : T | |
A1 |Batang tdk berspora - ' s i + + I
A2 |Batang tdk berspora + + * | + i
A3 Eatang tdk berspora 4 - + : + £ £ |
A4 |Batang tdk berspora + 1 + | * " =
A5 |Batang tdk berspora + * + . | * * z _' ]
&% |Batang tdk berspora + + a . : |
47 |Batang tdk berspora + " + i 5 ' l
A8 |Batana tdk berspora 4 + + + +
B1 |Batang tdk berspora + + + 4 i
B2 |Batang tdk berspora + i v + +
B3 |Batang tdk be;;pora + + " + 4 <
| B4 Batang tdk berspora 4 + 4 3 +
BS .Baiang Lk berspora + + - + + -
B&  |Batang tdk berspora + + + i i 3
B7 |Batana tdk berspora = £ * § 3 .
BE  |Batang tdk berspora + + * + | i | =
1.
W Batang btk berspora * + + rretalik . > + Y =
2 |Batang tdk berspora * + + metalik ¥ + -
C3 |Bateng tdk berspora + + + | + + -
C4 |Batang tdk berspora + + + 4 + Z
o5 Eatang bk berspara + + + rretalik 5 B P
6 |Batang tdk berspora + + =+ metalik + + .
7 |Batang tdk berspora . . + - : &
CR  |Batang tdk berspora + + + + 5 -
CM1 |Batang tdk berspora + + * " _
h_ﬂ_‘.'? Eang bk berspora + + + + g
443 |Batang tdk berspora " m i ”
| M4 |Batang tdk berspora + + + + .
CHW5 |Batane tdk berspora + + + "
| CE :Batang bk berspora + + + " +

Keterangan !
Sama seperti pada Tabel 4
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Warna koloni biru
(£ coll)

Warma koloni merah
i Koliform)

Keterangan gambar ¢

a: Kendisi Blangko (BL)
mem-perhihatkan tidak
ada kon-taminasi,

b Kadisi kultur kontrol
positil £ cedi(koloni
warna  biru)  dalam
petrifilm  dan  kolon:
warna  mersh adalah
bakteri koliform

¢ dan d @ Kondisi contal wii (air
stmurh dalim  peerifitin,
kolon:  warna  birg
merupakan E.coedi dan
; warng  merah adalah
S rry . e _ i kaliform

Gambar 4 Koloni £. coli {biru) dan koliform (merah} perbesaran 1000 kali dan hasil pengecatan gram (-) E.coli

Keterangan gambar :

i

bt

Koloni Bakiert £ Cali (Bing) yang diperbesar di bawah
mikroskop sterio,

Fologi Baktenn Kolitorm (merah) yang diperbesar
buwah mikroskop sterio,

» Bentuk sel £ colt yane diperbesar D000 kali, benok

batang, gram negatif, tidak berspora,
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KESIMPULAN

1. Pengujian akurasi £. coli yang mengacu
pada kultur kontrol positif sebagai rujukan
sangal penting dilakukan untuk
menghasilkan data vang validitasnya dapat
dipercaya. Pada pengujian bakteri £ coli
dengan menggunakan metoda MPN
maupun Perrifilm data presisi sebagai
kontrol mutu suatu laboratorium kurang
cukup, sehingga uji akurasi penting
dilakukan secara berkala.

2. Uji akurasi menghasilkan bakteri E. coli
dengan karakteristik morfologi bentuk
batang, gram (-) dan tidak berspora. Uji
fisiologi menghasilkan bakteri E. coli
dengan karakteristik positif terhadap reaksi
fermentasi gula (laktosa, KIA), reaksi
oksidasi (BGLB, EC, H,0,), reaksi
produksi H.S (SIM, KIA) dan reaksi
pembentukan metabolit metalik dari
fermentasi laktosa (EMB).
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