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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

A. Latar Belakang 

Tubuh manusia sangat membutuhkan air karena sebagian besar di dalam 

tubuh manusia mengandung air. Salah satu manfaat air bagi kehidupan 

manusia yaitu untuk minum, sebanyak ± 2 liter per hari adalah batas 

minimum air yang wajib di konsumsi tubuh manusia (Hilmarni dkk., 2018). 

Menurut Suriaman dan Apriliasari (2017) air minum yang dapat di konsumsi 

manusia harus memiliki syarat dan ketentuan. Pada Peraturan Menteri 

Kesehatan Republik Indonesia (PerMenKes RI) No: 

492/MENKES/PER/IV/2010, mengenai persyaratan air minum yang 

diperbolehkan secara mikrobiologi adalah tidak di temukannya bakteri jenis 

coliform dalam 100 ml air. Bakteri yang masuk ke dalam tubuh manusia 

melalui air (waterborne disease) dapat menyebabkan penyakit diare, penyakit 

ini dapat terjadi karena adanya coliform yang mengkontaminasi air minum 

kemudian air tersebut di konsumsi oleh manusia  

 

Menurut WHO (2017) sebanyak 1,7 juta dari total penduduk di dunia 

menderita penyakit diare. Jumlah penderita yang menjadi korban penyakit 

diare sebesar  88 % disebabkan oleh pasokan air, sanitasi dan kebersihan yang 

tidak aman. Menurut Kemenkes (2018) prevalensi penyakit diare di Indonesia 

mencapai 12,3 % dari jumlah seluruh penduduk, tetapi pada tahun 2019 

penyakit mengalami penurunan menjadi 4,5 %. Pada tahun 2017 kasus diare 

mencapai 1,94% atau berjumlah 933.122 orang dari seluruh penduduk di 

Jawa Barat. 

 

Bakteri coliform merupakan bakteri yang sangat menyukai air, untuk 

mengetahui adanya bakteri di dalam air dapat di lakukan menggunakan 

beberapa pemeriksaan yaitu Angka Lempeng Total (ALT) dan Most Probable 

Number (MPN). Uji ALT merupakan pemeriksaan metode kuantitatif untuk 
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mengetahui jumlah bakteri pada suatu sampel yang dilakukan dengan cara 

tuang, tetes dan sebar . Berdasarkan SNI 01-3553-2006 menetapkan jumlah 

bakteri yang diperbolehkan untuk pemeriksaan ALT adalah 1,0 x 10
2
 CFU/ml 

(Riza Linda, 2019). Uji Most Probable Number (MPN) merupakan metode 

untuk mengetahui ada tidaknya bakteri coliform pada air, akan tetapi metode 

ini memerlukaan banyak tabung reaksi, serta memakan banyak waktu dan 

biaya yang dikeluarkan. Metode yang tidak berbeda, akan tetapi dapat 

meminimalisir waktu, biaya dan caranya lebih praktis yaitu metode 

Miniaturized Most Proable Number (mMPN), metode ini merupakan metode 

yang telah di modifikasi dengan menggunakan microplate sebagai alatnya 

untuk menggantikan tabung reaksi (Colla dkk., 2014). 

 

Penelitian sebelumnya Colla dkk (2014) melakukan uji mMPN dengan 

menggunakan sampel bakteri Salmonella yang dengan sengaja di 

kontaminasikan pada daging ayam, di dapatkan jumlah bakteri pada 

pengenceran 10
-5 

berjumlah 57 MPN/ml dan pengenceran 10
-6

 sama dengan 

30 MPN/ml. Sehingga pada hasil terdapat adanya korelasi jumlah bakteri 

setalah dilakukan kontaminasi buatan sampel. 

 

Berdasarkan penelitian sebelumnya belum pernah ada data penelitian metode 

miniaturized Most Probable Number (mMPN) di Indonesia, oleh sebab itu 

peneliti tertarik untuk melakukan penelitian mengenai metode mMPN dengan 

menggunakan bakteri coliform. Penelitian ini diharapkan dapat 

mengembangkan kit portable sehingga dapat digunakan oleh siapapun dan 

dimanapun. Sebelum pengujian ini dilakukan oleh masyarakat luas, peneliti 

melakukan pengujian dengan pengaruh penyimpanan media fresh (media 

yang baru dibuat) dan penyimpanan media semalam 3 bulan. Penyimpanan 

dilakukan 3 bulan, dikarenakan pada saat metode mMPN digunakan  dapat 

meminimalisir waktu penuangan media sehingga media dapat disimpan di 

kulkas selama 3 bulan. 
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B. Rumusan Masalah 

Bagaimanakah pengaruh penyimpanan media terhadap pertumbuhan coliform 

dengan metode mMPN. 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Tujuan Umum 

Tujuan umum pada penelitian ini yaitu ingin mengetahui adanya pengaruh 

penyimpanan media terhadap pertumbuhan coliform dengan metode 

mMPN. 

2. Tujuan Khusus 

Penelitian ini bertujuan khusus guna : 

a. Mengetahui pengaruh penyimpanan media fresh terhadap 

pertumbuhan bakteri coliform. 

b. Mengetahui pengaruh penyimpanan media selama 3 bulan terhadap 

pertumbuhan bakteri coliform. 

 

D. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini dapat bermanfaat, meliputi : 

1. Bagi Peneliti 

Hasil penelitian ini dapat meningkatkan pengetahuan mengenai metode 

mMPN dalam mengetahui adanya bakteri coliform dengan menggunakan 

pengaruh waktu penyimpanan media yang berbeda. 

2. Bagi Institusi 

Hasil penelitian ini dapat memberikan literatur dan materi baru mengenai 

pertumbuhan bakteri coliform dengan menggunakan metode mMPN 

menggunakan pengaruh waktu penyimpanan media yang berbeda. 

3. Bagi Masyarakat 

Hasil penelitian yang peneliti lakukan dapat memberikan serta 

memperluas pengetahuan informasi mengenai produk pemeriksaan air 

minum dalam mendetekasi adanya bakteri coliform menggunakan metode 

mMPN. 
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BAB II 

TELAAH PUSTAKA 

 

 

A. Tinjauan Pustaka 

1. Air Minum 

Air merupakan sumber kehidupan manusia, hal ini yang sering menjadi 

masalah bagi banyak penduduk di dunia. Menurut Mentri Kesehatan 

Republik Indonesia (MenKes RI) mengenai masalah kuantitas air yang 

tidak mencukupi dan belum memenuhi syarat air baik untuk di konsumsi 

dari segi fisik, kimia, mikrobiologis dan radioaktif. (Sekarwati dan 

Wulandari, 2016).  

 

Jumlah penduduk yang semakin hari semakin bertambah mengakibatkan  

kebutuhan air bersih semakin meningkat. Air ini selain dapat diminum 

manusia juga dapat digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme 

seperti bakteri coliform. Bakteri yang terdapat pada air menandakan 

bahwa air tersebut sudah pernah tersemar oleh kotoran manusia (Rahayu 

dkk, 2013). 

 

2. Bakteri coliform 

Bakteri coliform merupakan jenis bakteri yang memiliki sifat 

membahayakan kesehatan manusia. Bakteri ini dapat digunakan sebagai 

indikator untuk menentukkan kualitas air minum yang layak untuk 

dikonsumsi manusia. Bakteri coliform adalah bakteri Gram negatif (-) 

yang berbentuk basil, tidak berspora, anaerob fakultatif dan dapat  

mengfermentasi laktosa dengan menjadikan media menjadi asam serta 

gas dalam jangka waktu 48 jam dengan suhu 35
o
C (Sunarti, 2015).  

 

Bakteri coliform terdapat 2 jenis yaitu bakteri coliform fekal dan non-

fekal. Bakteri yang tergolong coliform fekal yaitu Escherichia coli. 

Bakteri E. coli merupakan  bakteri coliform Gram negatif yang mampu 

memfermentasi laktosa, dengan ciri – ciri berbentuk batang, tidak 
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memiliki spora dan  dapat hidup secara normal didalam kotoran manusia 

ataupun hewan, oleh karena itu bakteri tersebut masuk kedalam jenis 

bakteri coliform fekal (Jawetz et al., 2008). Menurut Tarina dan Kusuma 

(2021) bakteri yang tergolong coliform non-fekal salah satunya 

Klebsiella pneumonia Bakteri ini dapat ditemukan pada makhluk hidup 

yang telah mati. Bakteri Klebsiella pneumonia merupakan bakteri gram 

negatif berbentuk batang, tidak membentuk spora, tidak memiliki flagel 

tetapi dapat memfermentasi karbohidrat serta membentuk asam dan gas.  

 

3. Pemeriksaan bakteri coliform 

a. Angka Lempeng Total (ALT) 

ALT merupakan salah satu metode yang digunakan untuk 

menghitung pertumbuhan koloni bakteri yang bersifat aerob mesofil. 

Bakteri aerob mesofil merupakan mikroba yang dapat tumbuh pada 

suhu 37°C. Pengujian metode ALT dilakukan dengan menghitung 

bakteri yang terdapat pada media agar. Prinsip pengujian ALT yaitu 

pertumbuhan bakteri aerob mesofil setelah diinokulasikan pada 

media cawan agar dengan cara tuang dan diinkubasi pada suhu yang 

sesuai (Styawan dan Al’Azzah, 2018). 

b. Most Probable Number (MPN) 

MPN adalah jenis uji yang digunakan untuk menentukan jumlah 

coliform dalam air. Miniaturized Most Probable Number (mMPN) 

merupakan metode yang telah di modifikasi dengan menggunakan 

microplate sebagai alat isolasinya untuk menggantikan tabung 

reaksi. Metode ini memiliki cara dan prinsip yang sama dengan 

metode MPN pada umumnya, yang membedakan hanyalah biaya, 

waktu dan proses pengerjaannya yang lebih praktis. Coliform yang 

terdapat dalam tabung mikroplate dapat diketahui dengan terjadinya 

perubahan warna pada media lactose broth. Hasil yang didapatkan 

kemudian dibandingkan dengan skala nilai MPN (Mion et al., 2016). 
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Keberadaan bakteri coliform dapat dilakukan dengan menggunakan 

3 macam uji yaitu uji penduga, uji penegas, dan uji pelengkap. Uji 

penduga dilakukan dengan menggunakan media lactose broth yang 

digunakan untuk mengetahui adanya bakteri coliform pada sampel 

air. Hasil positif di tandai dengan adanya kekeruhan dan gas pada 

tabung durham. Uji penegas, uji ini dilakukan dengan menggunakan 

media Brilliant Green yang digunakan untuk meyakinkan bakteri 

yang terkandung merupakan coliform. Selanjutnya yaitu uji 

pelengkap, uji ini dilakukan dengan menanam bakteri yang terdapat 

di tabung dan membentuk gas pada media Eosin Methylen blue. 

Media ini digunakan untuk mengkonfirmasi bakteri pada tabung, 

adanya bakteri coliform Klebsiella di tandai dengan terbentuknya 

koloni berbentuk bulat, tepi rata, dan berwarna merah atau merah 

muda (Utami dan Miranti, 2020). 

 

Nilai MPN merupakan nilai perkiraan jumlah koloni atau bakteri 

yang tumbuh di dalam sampel. Satuan yang biasanya digunakan 

pada metode ini yaitu per 100 ml atau gram. Perhitungan dilakukan 

dengan berdasarkan jumlah tabung yang positif, ditandai dengan 

perubahan warna yang terjadi pada media (Kuswiyanto, 2015). 
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B. Kerangka Teori 

Kerangka teori ini dilakukan dengan : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Terkontaminasi 

Non Fekal 

- Enterobacter aurogenes 

- Klebsiaella  pneumonia 

 

Fekal 

- Escherichia coli 

 

Pemeriksaan 

metode mMPN 

Air Minum 

Bakteri coliform 

Tabel 2. 1 Tabel MPN untuk 3 seri tabung dengan 

0,1;0,001; dan 0,0001 g. 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

 

A. Kerangka Konsep 

Bakteri coliform (Klebsiella pneumonia) yang berasal dari sampel PUS 

seorang pasien di rumah sakit swasta kota Bekasi dilakukan uji mMPN untuk 

mendapatkan hasil positif pada lubang plate yang di tandai dengan adanya 

kekeruhan, kemudian hasil di bandingkan dengan uji ALT yang dilakukan 

dengan menghitung jumlah bakteri dengan coloni counter. Apabila hasil yang 

perbandingan tidak terdapat jumlah secara signifikan maka di lanjutkan 

dengan uji mMPN menggunakan media yang di simpan selama 3 bulan dan 

media yang masih fresh. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisis Data 

Uji perbandingan hasil 

pemeriksaan 

 

Pemeriksaan metode 

mMPN media disimpan 

3 bulan  

Pemeriksaan metode 

mMPN media fresh  

Klebsiella pneumonia 

Melihat adanya kekeruhan 

pada tabung mikroplate 

Pemeriksaan 

metode mMPN 
Pemeriksaan  

ALT 

Hitung jumlah 
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B. Hipotesis Penelitian 

Hipotesis pada penelitian ini adalah : 

Ha  :  Terdapat perbedaan secara nyata rata – rata pengaruh penyimpanan  

mMPN media fresh dan disimpan 3 bulan terhadap pertumbuhan 

bakteri coliform dengan metode. 

Ho      : Tidak terdapat perbedaan secara nyata rata – rata pengaruh 

penyimpanan media fresh dan disimpan 3 bulan terhadap 

pertumbuhan bakteri coliform dengan metode mMPN. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

 

A. Desain Penelitian  

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekperimen 

dengan menggunakan 2 variabel yaitu bebas dan terikat. Intervensi atau 

perlakuan yang digunakan yaitu pengaruh lamanya penyimpanan media. 

Penelitian ini melakukan pemeriksaan coliform dengan  metode mMPN untuk 

mengetahui adanya pengaruh terhadap jumlah coliform pada media yang 

disimpan dan fresh. 

 

B. Lokasi dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium 305 STIKes Mitra Keluarga, pada 

bulan Februari - Juni 2023. 

 

C. Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu bakteri coliform (Klebsiella 

pneumonia) yang berasal dari pus pasien di salah satu rumah sakit swasta di 

kota Bekasi.  

 

D. Variabel Penelitian 

Variabel bebas yang digunakan yaitu pengaruh penyimpanan media dan 

variabel terikat yaitu  jumlah bakteri coliform. 
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E. Definisi Operasional 

Variabel 
Definisi 

Operasional 

Alat 

Ukur 
Cara Ukur Hasil Ukur 

Skala 

Ukur 

Penyimpa

nan Media 

Penyimpanan 

media dilakukan 

dilakukan selama 

3 bulan untuk 

mengetahui 

pengaruh 

terhadap 

pertumbuhan 

coliform 

Waktu Pemberian 

waktu 3 bulan 

Hari Interval 

Jumlah 

bakteri 

Coliform 

Mengetahui 

Jumlah bakteri 

coliform yang di 

hitung dengan 

membandingkan 

hasil dengan table 

MPN dalam 

satuan CFU/ ml.  

Tabel 

MPN 

Miniaturized 

Most 

Probable 

Number 

Jumlah 

bakteri dalam 

CFU/ mL 

Rasio 

 

F. Alat dan Bahan Penelitian 

1. Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah erlenmayer, gelas ukur, 

mikroplate, mikropipet, spirtus, inkubator, Autoclave Hirayama Hicvlave 

HG-50, neraca analitik, hotplate, alumunium foil, kapas, kulkas, 

Spektrofotometer thermo scientific genesys 940-208100 UV VIS, tabung 

reaksi, ose, mikrotube, cotton bud. 

 

 

 



12 
 

 
 

2. Bahan  

 Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah media Brain Heart 

Infusion Broth, media lactose broth, media Tryptic Soy Agar, media 

Endo Agar NaCl 0,9 %, aquadest. 

 

G. Prosedur Kerja 

1. Pembuatan Media 

a. Media Lactose Broth Single Strength (LBSS) 

Media Lactose Broth di timbang 13 gram dengan menggunakan 

neraca analitik, lalu dimasukkan ke dalam erlenmayer. Kemudian, 

tambahkan dengan menggunakan 1 liter aquadest dan dihomogenkan 

diatas hotplate sampai mendidih lalu media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121
o
C selama 15 menit. Media 

di inkubasi pada suhu ruang selama 24 jam untuk membuktikan 

bahwa media dalam keadaan steril dan tidak terkontaminasi sebelum 

di inokulasi (Kamaliah, 2017). 

b. Media Lactose Broth Double Strength (LBDS) 

Media Lactose Broth di timbang 26 gram dengan menggunakan 

neraca analitik, lalu dimasukkan ke dalam erlenmayer. Kemudian, 

tambahkan dengan menggunakan 1 liter akuades dan dihomogenkan 

diatas hotplate sampai mendidih lalu media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121
o
C selama 15 menit. Media 

di inkubasi pada suhu ruang selama 24 jam untuk membuktikan 

bahwa media dalam keadaan steril dan tidak terkontaminasi sebelum 

di inokulasi (Kamaliah, 2017). 

c. Media Brain Heart Infusion Broth (BHIB) 

Media BHIB di timbang 37 gram dengan menggunakan neraca 

analitik, lalu dimasukkan ke dalam erlenmayer. Kemudian, 

tambahkan dengan menggunakan 1 liter akuades dan dihomogenkan 

diatas hotplate sampai mendidih lalu media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121
o
C selama 15 menit. Media 
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di inkubasi pada suhu ruang selama 24 jam untuk membuktikan 

bahwa media dalam keadaan steril dan tidak terkontaminasi sebelum 

di inokulasi (Beheshti M dkk., 2014). 

d. Media Tryptic Soy Agar (TSA) 

Media TSA di timbang 40 gram dengan menggunakan neraca 

analitik, lalu dimasukkan ke dalam erlenmayer. Kemudian, 

tambahkan dengan menggunakan 1 liter akuades dan dihomogenkan 

diatas hotplate sampai mendidih lalu media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121
o
C selama 15 menit. Media 

yang telah disterilisasi di tuangkan pada cawan petri dan di inkubasi 

pada suhu ruang selama 24 jam untuk membuktikan bahwa media 

dalam keadaan steril dan tidak terkontaminasi sebelum digunakan 

(Nurjanna dan Fajrihanif, 2016). 

e. Media Endo Agar (EA)  

Media EA di timbang 41,5 gram dengan menggunakan neraca 

analitik, lalu dimasukkan ke dalam erlenmayer. Kemudian, 

tambahkan dengan menggunakan 1 liter aquadest dan dihomogenkan 

diatas hotplate sampai mendidih lalu media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121
o
C selama 15 menit. Media 

yang telah disterilisasi di tuangkan pada cawan petri dan di inkubasi 

pada suhu ruang selama 24 jam untuk membuktikan bahwa media 

dalam keadaan steril dan tidak terkontaminasi sebelum digunakan 

(Indrayati dkk., 2018). 

 

2. Pembuatan Suspensi bakteri Klebsiella sp. 

Bakteri yang terdapat pada media EA dicangkul dengan ose steril, 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril yang berisi media 

BHIB 5 mL. Tabung dihomogenkan di atas rotator selama 1 x 24 jam. 

Setelah itu, media di pindahkan ke dalam mikrotube sebanyak 1 ml dan 

disenstrifus kecepatan 2.500 rpm selama 5 menit pada suhu 37
o
C, 

kemudian supernatan dibuang dan endapan diencerkan dengan NaCl 
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0,9%. Ukur absorban dengan menggunakan spektro untuk mendapatkan 

OD 1 (1 x 10
9
 CFU/ml) dengan panjang gelombang 600 nm. Kemudian, 

suspensi tersebut diencerkan dengan NaCl 0,9% sampai dengan 

konsentrasi 10
1
 CFU/ml (Magesh dkk., 2013; Horváth dkk., 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

3. Uji coba perbandingan ALT dan mMPN 

a. Angka Lempeng Total 

Setelah melakukan pengenceran bertingkat sampai 10
1
 kemudian 

dilakukan penanaman koloni pada media NA dengan cara pipet 1000 

µl pada pengenceran 10
-1

, 100 µl pada pengenceran 10
1
 dan 10

-1
 , 

kemudian diinkubasi pada alat inkubator dengan suhu 37
0
C selama 

24 jam. Setelah bakteri tumbuh pada media NA, hitung jumlah 

bakteri yang terdapat pada media dengan alat coloni counter. Media 

yang terdapat bakteri diletakkan diatas nyala terang atau LED. 

Syarat koloni yang di hitung ialah: 

1) Satu koloni dihitung 1 koloni.  

2) Dua koloni yang bertumpuk dihitung 1 koloni.  

3) Beberapa koloni yang berhubungan dihitung 1 koloni.  

4) Koloni yang tumbuh setengah cawan petri dihitung 1 koloni.  

5) Koloni yang tumbuh lebih dari setengah cawan petri tidak 

dihitung.  

Gambar 4. 1 Pembuatan suspensi bakteri Klebsialla sp. 
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6) Dua koloni yang berhimpitan dan masih dapat dibedakan dihitung 

(Irianto, 2013).   

b. Miniaturized Most Probable Number (mMPN) 

Mikroplate disiapkan untuk suspensi bakteri. Kemudian, media 

LBDS dimasukkan kedalam 3 lubang mikroplate dan media LBSS di 

masukkan ke dalam 6 lubang mikroplate sebanyak 90 ul. Masing 

masing lubang diurutkan dan diberi label nama. Lalu, suspensi 

bakteri di masukkan sebanyak 100 ul ke dalam 3 lubang mikroplate 

LBDS, 10 ul ke dalam 3 lubang mikroplate LBSS dan 1 ul ke dalam 3 

lubang mikroplate LBSS. Masing – masing tabung dihomogenkan 

dan inkubasi di dalam inkubator selama 1 x 24 jam. Setelah itu dilihat 

ada tidaknya perubahan warna yang terjadi pada  media. Hasil yang 

terlihat dibandingkan dengan skala MPN (Sunarti, 2015). 

*lakukan pengulangan pengerjaan sebanyak 3 kali 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

4. Pengujian mMPN dengan perlakuan penyimpanan media 

Media yang telah disimpan selama 3 bulan dan media yang fresh 

disiapkan. Mikroplate disiapkan sebanyak 2 untuk media yang telah 

disimpan dan fresh. Kemudian, masukkan kedalam 3 lubang mikroplate 

media LBDS dan 6 lubang mikroplate media LBSS sebanyak 90 ul untuk 

Gambar 4. 2 Uji coba perbandingan jumlah bakteri coliform dengan 

metode ALT dan mMPN 
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ke 2 mikroplate. Masing masing lubang diurutkan. Lalu, sampel diambil 

dengan mikropipet dan dimasukkan sebanyak 100 ul ke dalam 3 lubang 

mikroplate LBDS, 10 ul ke dalam 3 lubang mikroplate LBSS dan 1 ul ke 

dalam 3 tabung mikroplate LBSS. Masing – masing mikroplate 

dihomogenkan dan inkubasi mikroplate di dalam incubator selama 1 x 24 

jam. Setelah itu dilihat ada tidaknya perubahan warna yang terjadi pada 

media. Hasil yang terlihat dibandingkan dengan skala MPN (Sunarti, 

2015). 

*lakukan pengulangan pengerjaan sebanyak 3 kali 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Uji konfirmasi bakteri yang tumbuh pada mikroplate mMPN 

Lubang mikroplate positif  yang ditandai dengan adanya kekeruhan 

diambil dengan menggunakan cotton bud steril, kemudian ujung cotton 

bud yang terdapat bakteri di inokulasikan pada media EA dengan teknik 

kuadran. Media EA di inkubasi selama 1 x 24 jam. 

 

 

 

 

 

Gambar 4. 3 Uji mMPN dengan perlakuan penyimpanan media 

dengan menggunakan coliform (Klebsiella pneumonia) 
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H. Alur Penelitian 

Alur penelitian dilakukan dengan melakukan : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. Pengolahan dan Analisa Data 

Pengolahan data pada penelitian ini adalah dengan menggunakan uji statistik 

dengan uji normalitas dan dilanjutkan dengan uji paired  t test independent 

apabila data berdistribusi normal. Jika data tidak berdistribusi normal, maka 

dapat menggunakan uji Mann-Whitney u. Uji normalitas yang dilakukan 

menggunakan Uji Shapiro-Wilk karena data yang digunakan kurang dari 50. 

Paired sample t-test merupakan salah satu metode pengujian yang digunakan 

untuk mengkaji keefektifan perlakuan yang ditandai adanya perbedaan rata 

rata sebelum dan sesudah diberikan perlakuan (Fatmawati dan Afgani, 2017). 

Pembuatan media LBDS, 

LBSS, EA, BHIB, NA 

Pengujian mMPN dengan 

perlakuan penyimpanan 

media 

 

Hasil di baca dengan table 

MPN terhadap 3 seri 

lubang mikroplate 

 

Perbandingan metode ALT 

dan mMPN 

Pembuatan suspense 

bakterii Klebsiella 

Pengujian konfirmasi hasil positif 

mMPN pada media EA 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN 

 

 

Penelitian ini dilakukan di laboratorium 305 STIKes Mitra Keluarga Kota Bekasi 

pada bulan Februari – Maret dan Mei – Juni 2023. Sampel pada penelitian ini 

menggunakan Klebsiella pneumonia dari pus seorang pasien di salah satu rumah 

sakit swasta di kota bekasi. Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahap yaitu 

pembuatan isolat bakteri pada media Endo Agar (EA), kultur bakteri untuk 

menentukan OD 1, pengenceran isolat sampai konsentrasi 10
1
, membandingkan 

metode mMPN dengan ALT dan melakukan uji pengaruh penyimpanan media 

selama 3 bulan dan fresh dengan metode mMPN. 

 

Penelitian awal dilakukan konfirmasi terhadap bakteri yang diambil merupakan 

bakteri Klebsiella sp. yang berasal dari laboratorium STIKes Mitra Keluarga. 

Bakteri yang terdapat pada media agar dicangkul, kemudian diinokulasikan pada 

media EA dan di masukkan ke dalam inkubator selama 1 x 24 jam. Penelitian ini 

dilakukan sebanyak 2 kali dengan menggunakan konsentrasi 10
1
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A

Q 
B

Q 

Gambar 5. 1 koloni Klebsiella pneumonia yang digunakan untuk (A) 

pengujian dengan membandingkan metode ALT dan mMPN, dan (B) 

pengujian dengan membandingkan metode mMPN terhadap pengaruh 

penyimpanan media menggunakan pengenceran 10
1
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Gambar 5.1 menunjukkan 2 bakteri Klebsiella pneumonia yang tumbuh pada 

media Endo Agar. Bakteri yang tumbuh pada media EA dicangkul dengan ose 

steril dan dimasukkan ke dalam cuvet yang berisi nacl 0,9% untuk diukur nilai 

OD 1 (10
9
 CFU/ ml). Nilai OD 1 (10

9
 CFU/ ml) yang didapatkan, kemudian 

diencerkan sampai dengan 10
1
 untuk digunakan uji perbandingan metode mMPN 

dan ALT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 5. 1 Jumlah bakteri pada metode ALT 

 Jumlah koloni (CFU/ml) 

Konsentrasi Pengulangan I Pengulangan II Pengulangan III 

10 17 43 38 

Rata - rata 33 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 2 Uji ALT pada media TSA dengan 3 kali pengulangan 

menggunakan konsentrasi 10
1
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Tabel 5.2 Jumlah bakteri pada metode mMPN 

Tabel 5. 2 Jumlah bakteri pada metode mMPN 

Konsentrasi 10 

Tabung positif CFU/ml 

3 1 0 43 

3 1 0 43 

3 2 0 93 

Rata - rata 60 

 

 

Tabel 5.1 dan 5.2 menunjukkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada metode 

ALT 33 CFU/ml dan metode mMPN 60 CFU/ml. Hasil ini kemudian akan 

dilakukan uji statistik dengan menggunakan uji paired t test independent dengan 

melakukan uji normalitas dan homogenitas. Jika hasil data tidak terdistribusi 

normal dan homogeny maka uji statistik yang digunakan adalah non parametrik 

yaitu Mann Whitney u. 

 

 

 

 

 

Tabung positif 

3 1 0 

3 1 0 

3 2 0 

A B C 

Gambar 5. 3 Uji mMPN dengan 3 kali pengulangan yang berisi pada lubang 

plate (A) 100 µl sampel + 90 µl media LBDS, (B) 10 µl sampel + 90 µl media 

LBSS, (C) 1 µl + 90 µl media LBSS. 
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Tabel 5. 3 Uji Mann whitney u perbandingan metode ALT dan mMPN 

 
 

 

 

 

Tabel 5.3 menunjukkan nilai sig. perbandingan metode ALT dan mMPN, 

didapatkan nilai sig. 0,105. Nilai sig. ini menandakan H0 diterima karena nilai sig. 

0,105 > 0,05, yang artinya tidak terdapat perbedaan  rata – rata  yang signifikan 

secara nyata jumlah bakteri pada metode ALT dan mMPN. 

 

Jumlah bakteri yang tidak terdapat perbedaan ini membuat peneliti melakukan 

penelitian kembali dengan membandingkan jumlah bakteri pada metode ALT dan 

mMPN dengan menggunakan koloni bakteri K. pneumonia yang telah diencerkan 

sampai 10
1
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.4  

 

Tabel 5. 4 Jumlah bakteri pada metode ALT  

 Jumlah koloni (CFU/mL)  

Konsentrasi Pengulangan I 
Pengulangan 

II 

Pengulangan 

III 

Rata – rata 

10
1
 13 16 19 16 

Faktor yang mempengaruhi Sig. (p<0,050) 

Jumlah bakteri 0.105 

Gambar 5.  1 Koloni bakteri pada konsentrasi 10
1 
 metode ALT 



22 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 5. 5  Jumlah bakteri pada metode mMPN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 5.4 dan 5.5 menunjukkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada metode 

ALT = 16 CFU/ml dan metode mMPN = 7,3 CFU/ml. Hasil ini kemudian akan 

dilakukan uji statistik dengan menggunakan uji paired t test independent dengan 

melakukan uji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu. Jika data tidak normal 

dan homogen, maka dilakukan uji non parametric yaitu Mann Whitney u. 

 

Tabel 5. 6 Uji Mann-Whitney u perbandingan metode ALT dan mMPN  

 

 

 

 

Konsentrasi 10
1
 

Tabung positif CFU/ml 

1 0 0 3,6 

2 0 0 9,2 

2 0 0 9,2 

Rata - rata 7,3 

Faktor yang mempengaruhi Sig. (p<0,050) 

Jumlah bakteri 0.056 

A B C 

Gambar 5.  2 Bakteri coliform pada konsentrasi 10
1
 metode mMPN 

yang berisi (A) 100 µl sampel + 90 µl media LBDS, (B) 10 µl sampel + 

90 µl media LBSS, (C) 1 µl + 90 µl media LBSS. 
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Tabel 5.6 menunjukkan nilai sig. 0,056 perbandingan metode ALT dan mMPN, 

didapatkan nilai sig. 0,056. Nilai sig. ini menandakan H0 diterima karena nilai sig. 

0,056 > 0,05, yang artinya tidak terdapat perbedaan  rata – rata  yang signifikan 

secara nyata jumlah bakteri pada metode ALT dan mMPN. 

 

Tidak terdapatnya perbedaan rata rata jumlah bakteri pada metode ALT dan 

mMPN secara nyata membuat peneliti dapat melakukan ke tahap berikutnya yaitu 

membandingan pengaruh penyimpanan media yang di simpan selama 3 bulan 

dengan yang masih fresh menggunakan metode mMPN konsentrasi 10
1
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 5.  3 Hasil mMPN pada media (1) Fresh dan (2) Disimpan selama 3 

bulan yang berisi (A) 100 µl sampel + 90 µl media LBDS, (B) 10 µl sampel + 90 

µl media LBSS, (C) 1 µl + 90 µl media LBSS. 

Tabel 5. 7 perbandingan jumlah bakteri pada media yang fresh dan disimpan 

selama 3 bulan  dengan menggunakan konsentrasi 10
1
 

 

 

Disimpan 

Tabung positif CFU/ml 

2 0 0 9,2 

3 0 0 23 

1 0 0 3,6 

Rata - rata 11,9 

Fresh 

Tabung positif CFU/ml 

1 0 0 3,6 

2 0 0 9,2 

2 0 0 9,2 

Rata - rata 7,3 

1 2
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Gambar 5.  4 Grafik jumlah bakteri mMPN dengan pengaruh penyimpanan 

 

Tabel 5.7 dan Gambar 5.6 menunjukkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada 

metode mMPN yang menggunakan media fresh konsentrasi 10
1
 = 7,3 CFU/ml, 

kemudian pada media yang telah di simpan selama 3 bulan di dapatkan jumlah = 

11,9 CFU/ml. Gambar 5.7 menunjukkan jumlah bakteri pada media yang 

disimpan memiliki rata – rata lebih tinggi di bandingkan media yang masih fresh 

(baru dibuat).  Kedua  metode mMPN didapatkan jumlah bakteri pada media yang 

disimpan terdapat jumlah bakteri dengan rata – rata lebih tinggi dibandingkan 

dengan media yang fresh. Hasil ini kemudian akan dilakukan uji statistik dengan 

menggunakan dengan uji Mann-Whitney u. 

 

Tabel 5. 8 Uji Mann whitney u perbandingan uji mMPN dengan media yang 

fresh dan disimpan 3 bulan
 

 

 

 

Berdasarkan tabel 5.8 dilakukan uji Mann-Whitney u karena data tidak 

terdistribusi normal dan homogen. Nilai yang di dapatkan pada uji statistik ini 

yaitu sig. 0,637. Nilai yang di dapatkan ini menandakan H0 diterima yang artinya 

tidak terdapat pengaruh perbedaan secara nyata rata – rata jumlah bakteri pada 

metode mMPN dengan pengaruh penyimpanan media fresh dan disimpan selama 

3 bulan. 

Faktor yang mempengaruhi Sig. (p<0,050) 

Jumlah bakteri 0.637 

P=0,637 
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Setelah didapatkan hasil pada mikroplate, siapkan cotton bud steril untuk 

dicelupkan pada lubang plate yang mengalami kekeruhan. Cotton bud di 

inokulasikan pada media EA dengan teknik kuadran untuk mengkonfirmasi 

bakteri yang tumbuh pada mMPN adalah bakteri coliform (Klebsiella 

pneumonia), kemudian di inkubasi pada inkubator selama 1 x 24 jam. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 5.  5 Uji konfirmasi bakteri pada mMPN dengan media EA 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

 
Diare adalah penyakit yang dapat disebabkan akibat seseorang mengkonsumsi 

minuman yang terkontaminasi salat satunya oleh bakteri coliform. Bakteri 

coliform  merupakan bakteri yang digunakan untuk mengetahui apakah air yang 

dikonsumsi baik untuk kesehatan atau tidak. Menurut Sunarti (2015)  menyatakan 

bahwa bakteri coliform merupakan bakteri Gram negatif (-) yang berbentuk basil, 

tidak berspora, anaerob fakultatif dan dapat mengfermentasi laktosa dengan 

menjadikan media menjadi asam serta gas dalam jangka waktu 48 jam dengan 

suhu 35
o
C. Bakteri coliform terdapat 2 jenis yaitu bakteri coliform fekal dan non-

fekal. Contoh bakteri fekal yaitu Escherichia coli berasal dari tinja manusia 

sedangkan bakterti non fekal yaitu Enterobacteria sp. dan Klebsiella pneumonia  

yang berasal dari heman atau tumbuhan yang telah mati. 

 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu bakteri coliform non-fekal 

(Klebsiella pneumonia) yang berasal dari pus seorang pasien di salah satu rumah 

sakit swasta di kota bekasi. Menurut Ekawati dkk (2018), luka infeksi yang 

terdapat pada permukaan kulit sangat mudah untuk dikontaminasi oleh berbagai 

macam organisme. Bakteri Klebsiella pneumonia merupakan salah satu bakteri 

yang dapat menyebabkan adanya pus (nanah) pada luka yang terinfeksi di 

permukaan kulit. Menurut Oktaviani (2018) bakteri Klebsiella pneumonia paling 

banyak ditemukan dan berkembang biak di air yang mempunyai nutrisi tinggi 

untuk tempat bakteri ini hidup, seperti pada limbah batik. Bakteri Klebsiella 

pneumonia juga terdeteksi didalam air yang tercemar limbah. 

 

Koloni bakteri Klebsiella pneumonia kemudian dilakukan inokulasi pada media 

Endo Agar (EA). Media EA digunakan karena media ini mengandung eosin dan 

metilen biru yang dapat menghambat tumbuhnya bakteri Gram positif yang 

membuat bakteri gram negatif lebih banyak  dan mengetahui kemampuan bakteri 

dalam memfermentasi laktosa. Setelah diinkubasi, media EA mengalami 



27 
 

 
 

pertumbuhan koloni bakteri dengan ciri – ciri bakteri berbetuk bulat, cair, dan 

berwarna merah muda sampai merah tua metalik. Menurut Cappucino (2013), 

koloni bakteri Klebsiella sp. pada media EA tebal, berbentuk bulat, dan berwarna 

merah muda sampai merah metalik.  

 

Koloni yang tumbuh pada media EA, selanjutnya dilakukan proses kultur bakteri 

dengan menggunakan media Brain Heart Infusion Broth (BHIB) yang merupakan 

media penyubur untuk menumbuhkan mikroorganisme. Adanya mikroorganisme 

tersebut di tandai dengan media yang mengalami kekeruhan setelah di inkubasi 

selama 24 jam, hal ini terjadi karena media BHIB kaya akan protein dan 

karbohidrat yang di perlukan oleh bakteri untuk tumbuh dan berkembang biak 

seperti dekstrosa, sodium klorida, sodium sulfit dan casein pepton (Indrayati dkk., 

2018). Menurut Napitupulu dkk (2019), kultur bakteri ini dilakukan dengan tujuan 

untuk mendapatkan isolat – isolat bakteri yang terdapat pada media BHIB. 

sebelum dilakukan pengujian isolat bakteri tersebut dilakukan pengenceran untuk 

mendapatkan isolat yang murni. 

 

Isolat bakteri yang telah diencerkan kemudian dilakukan pengujian dengan 

menggunakan konsentrasi 10
1
 untuk membandingkan jumlah bakteri pada metode 

Angka Lempeng Total (ALT) dan miniaturized Most Probable Number (mMPN). 

Pada perbandingan metode ini didapatkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada 

metode ALT 33 CFU/ml dan metode mMPN 60 CFU/ml. Setelah dilakukan uji 

statistic Mann Whitney u didapatkan sig. 0,105> 0,05, yang artinya tidak terdapat 

perbedaan  rata – rata  yang signifikan secara nyata jumlah bakteri pada metode 

ALT dan mMPN. Menurut Styawan dan Al’Azzah (2018), metode ALT dan MPN 

merupakan metode penelitian untuk menentukan  jumlah bakteri, yang 

membedakan ialah pada metode ALT koloni bakteri dihitung dengan 

ditumbuhkan dahulu pada media agar sedangkan MPN jumlah bakteri dapat 

diketahui dengan adanya keruhan yang terdapat pada media cair yang jika terdapat 

bakteri.  
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Media yang digunakan pada metode ALT yaitu media Tryptic Soy Agar (TSA), 

media ini merupakan salah satu media yang dapat digunakan untuk menumbuhkan 

bakteri dengan cara inokulasi menggunakan sampel air. Komposisi media ini yaitu 

casein peptone, soya pepton, natrium klorida, dan agar (Nurjanna dan Fajrihanif, 

2016). Pada metode mMPN peneliti menggunakan media Lactose Broth (LB). 

Menurut Jiwintarum, Y dkk (2017), media LB kaya akan karbohidrat yang 

membuat coliform dapat cepat berkembang biak dan menghasilkan gas, media ini 

memiliki 2 jenis yaitu double strength dan single strength. Kedua jenis tersebut 

memiliki perbedaan pada komposisinya. Media Lactose Broth Double Strength 

(LBDS) memiliki komposisi ekstrak daging sapi (3 g), pepton (5 g), laktosa (10 

g), dan bromotimol biru (0,2%/ liter), sedangkan media Lactose Broth Single 

Strength (LBSS) memiliki komposisi yang sama tetapi jumlah laktosanya yang 

berbeda yaitu 5 g. 

 

Setelah dilakukan pengujian jumlah bakteri yang tidak terdapat perbedaan 

sehingga peneliti ingin melakukan penelitian kembali dengan membandingkan 

jumlah bakteri pada metode ALT dan mMPN, serta 2 metode mMPN dengan 

perbedaan lamanya penyimpanan media fresh dan 3 bulan pada hari yang berbeda 

dengan menggunakan bakteri K. pneumonia yang telah diencerkan sampai 10
1
. 

Hasil yang didapatkan menunjukkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada 

metode ALT = 16 CFU/ml dan metode mMPN = 7,3 CFU/ml. Kemudian 

dilakukan statistik uji non parametrik yaitu Mann Whitney u, didapatkan nilai sig. 

0,056 > 0,05, yang artinya tidak terdapat perbedaan  rata – rata  yang signifikan 

secara nyata jumlah bakteri pada metode ALT dan mMPN. Menurut Sriwidadi 

(2011), Mann Whitney u termasuk dalam uji statistika non parametrik, uji statistik 

ini merupakan statistika bebas sebaran (tidak terdapat persyaratan khusus seperti 

normalitas dan homogenitas) yang dilakukan dengan menggunakan data berjenis 

nominal dan ordinal. Menurut penelitian yang sejalan Wulandari (2023), dengan 

identifikasi bakteri coliform pada susu sapi. Hasil penelitian menyatakan bahwa 

dari 30 sampel susu sapi di dapatkan hasil 7 (23,3%) sampel memenuhi 
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persyaratan angka lempeng total SNI, dan 10 (33,3%) sampel memenuhi syarat 

MPN maksimum SNI. 

 

Dalam pengujian kedua perbandingan jumlah bakteri metode ALT dan mMPN 

didapatkan hasil tidak terdapat perbedaan  rata – rata  yang signifikan secara nyata 

jumlah bakteri pada metode ALT dan mMPN, hasil ini membuat peneliti dapat 

melakukan ke tahap berikutnya yaitu membandingkan pengaruh penyimpanan 

media yang di simpan selama 3 bulan dengan yang masih fresh menggunakan 

metode mMPN konsentrasi 10
1
. Menurut Rahayu dkk (2022), mengatakan 

semakin lama suatu media diletakkan pada suhu ruang maka akan semakin 

meningkat aktivitas mikroorganismenya, hal ini membuktikan apabila media 

disimpan pada kulkas maka mikroorganisme yang terdapat pada media akan 

terhambat. 

 

Berdasarkan gambar 5.7 menunjukkan jumlah bakteri dengan rata – rata pada 

metode mMPN konsentrasi 10
1
 yang menggunakan media fresh = 7,3 CFU/ml, 

kemudian pada media yang telah di simpan selama 3 bulan di dapatkan jumlah = 

11,9 CFU/ml. Setelah dilakukan uji statistic Mann Whitney u didapatkan nilai sig. 

0,637 > 0,05. Nilai yang di dapatkan ini menandakan H0 diterima yang artinya 

tidak terdapat perbedaan secara nyata rata – rata jumlah bakteri pada metode 

mMPN dengan pengaruh penyimpanan media fresh dan disimpan selama 3 bulan. 

Menurut Oxoid (1991) yang merupakan salah satu perusahaan pembuat media 

baik padat atau cair menyatakan bahwa media non selektif yang sudah dilarutkan 

dan disterilkan, dapat disimpan pada lingkungan bersuhu dingin (non freezer) 

selama 6 bulan. Menurut Edita dkk (2015) menyatakan bahwa media non selektif 

adalah media pengaya yang mendukung pertumbuhan mikroorganisme. Media LB 

pada metode mMPN digunakan untuk mengetahui adanya bakteri coliform yang 

terdapatpada sampel yang ditandai dengan adanya kekeruhan dan gas, kemudian 

dibandingkan dengan tabel 2.1.   

 

Setelah didapatkan hasil pada metode mMPN, peneliti melakukan inokulasi dari 

hasil kekeruhan yang terdapat pada lubang mikroplate. Pengujian ini di lakukan 
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dengan cara menyisiapkan cotton bud steril untuk dicelupkan pada lubang plate 

yang mengalami kekeruhan, kemudian cotton bud di inokulasikan pada media EA 

dengan teknik kuadran untuk mengkonfirmasi bakteri yang tumbuh pada mMPN 

adalah bakteri coliform (Klebsiella pneumonia), kemudian di inkubasi pada 

inkubator selama 1 x 24 jam. Hasil yang didapatkan setelah 24 jam yaitu koloni 

bakteri yang berwarna merah muda, tepi rata dan berbentuk mukoid yang 

merupakan ciri – ciri bakteri Klebsiella pneumonia pada media EA (Bolla dkk., 

2021). Bakteri yang tumbuh pada media EA ini merupakan bakteri yang berasal 

dari koloni awal pengujian yang memiliki ciri yang sama jika ditanam pada media 

Endo Agar. 

 

 



 
 

31 
 

BAB VII 

KESIMPULAN 

 

 
A. Kesimpulan 

Penelitian ini dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat pengaruh perbedaan 

secara nyata rata – rata jumlah bakteri pada metode mMPN dengan pengaruh 

penyimpanan media fresh dan disimpan selama 3 bulan, dikarenakan nilai sig. 

yang didapatkan 0,637 > 0,05. Jumlah bakteri yang didapatkan dengan rata-

rata pada media yang fresh = 7,3 CFU/ml dan pada media yang telah di 

simpan selama 3 bulan = 11,9 CFU/ml.  

 

B. Saran 

Penelitian dapat dilanjutkan dengan melakukan pemeriksaan mMPN dengan 

menggunakan sampel seperti air minum. 
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