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Identifikasi Bakteri Mirip Coliform pada Media Cromocoult Coliform Agar (CCA)
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Coliform-like bacteria can be found when examining coliforms in fresh water using the CCA media on membrane filter 
method. Therefore, it is necessary to characterize and identify coliform-like colonies that grow on CCA medium so that 
is easier to perform colony count analysis. One hundred ml of fresh water samples were filtered using filter membrane 
paper and then planted in CCA medium. Two different colonies growing on the media (red (A) and pink-purple (B)) were 
subjected to oxidase test, gram staining and re-cultured in various growth media such as blood agar, nutrient agar, Mac-
Conkey, and B. coli agar. Both colony types were also identified with Vitek MS to determine the species. The results of 
the examination showed that the red colonies (code A) were coliform-like bacteria, while the pink-purple colonies (code 
B) were coliform bacteria. The characteristics of coliform-like bacteria are that they produce hemolysis on blood agar 
and do not ferment lactose. Identification with Vitek MS showed that the isolated coliform-like bacteria was Aeromonas 
hydrophilla. Therefore, it can be concluded that Aeromonas sp. are coliform-like bacteria that grow on CCA, so further 
verification is needed when counting membrane filter colonies using CCA media.

Abstract

Bakteri mirip koliform dapat ditemukan saat melakukan pemeriksaan koliform pada air bersih dengan metode mem-
brane filter menggunakan media CCA. Oleh karena itu perlu dilakukan karakterisasi dan identifikasi pada koloni mirip 
koliform yang tumbuh pada medium CCA sehingga semakin memudahkan dalam melakukan analisis hitung koloni. 100 
ml sampel air bersih disaring menggunakan kertas membran filter lalu ditanam pada medium CCA. Dua koloni berbeda 
yang tumbuh pada media (warna merah (A) dan warna pink-keunguan (B)) dilakukan uji oksidase, pewarnaan gram dan 
direkultur diberbagai media pertumbuhan seperti agar darah, nutrient agar, macconkey, dan B.coli agar. Kedua jeis kolo-
ni juga dilakukan identifikasi dengan VitekMS untuk mengetahui spesiesnya. Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa 
koloni berwarna merah (kode A) adalah bakteri bakteri mirip koliform, sedangkan koloni berwarna pink-keunguan (kode 
B) adalah bakteri koliform. Karakteristik bakteri mirip koliform yaitu menghasilkan hemolisa pada agar darah dan tidak 
memfermentasi laktosa. Identifikasi dengan Vitek MS menunjukkan bahwa bakteri mirip koliform yang diisolasi adalah 
Aeromonas hydrophilla. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa Aeromonas sp. merupakan bakteri mirip koliform 
yang tumbuh pada CCA sehingga diperlukan verifikasi lebih lanjut ketika melakukan hitung koloni membrane filter 
menggunakan media CCA.
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PENDAHULUAN

Bakteri koliform merupakan. golongan bakteri 
basil Gram-negatif yang tidak membentuk spora, ber-
sifat fakultatif anaerobik, oksidase negatif, dan dapat 
mendegradasi laktosa menjadi asam dan gas dalam 
waktu 24 - 48 jam pada suhu 35 ± 2oC. Kelompok 
bakteri koliform bersifat oportunistik patogen(Car-
roll, Butel, & Morse, 2015; Halkman & Halkman, 
2014; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2020). Bakteri 
yang termasuk ke dalam bakteri koliform antara lain 
genus Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, dan 
Klebsiella(Halkman & Halkman, 2014; Tominaga 
& Ishii, 2020). Bakteri koliform biasanya digunakan 
sebagai salah satu indikator untuk menganalisis kual-
itas air, termasuk air bersih karena kehadiran mere-
ka dapat menunjukkan kemungkinan kondisi sanitasi 
yang tidak memadai serta adanya patogen yang ber-
bahaya(Halkman & Halkman, 2014; Talaro, Chess, 
Wiersema, & Sen, 2013).

Bakteri koliform pada air bersih dapat diiden-
tifikasi dengan berbagai metode pemeriksaan ter-
standar, salah satunya yaitu metode membran fil-
ter. Prinsip dari metode ini ialah menyaring sampel 
air pada kertas filter lalu menanamnya pada media 
yang mengandung kromogen dan laktosa(Carranzo, 
2012). Terdapat beberapa media yang dapat diguna-
kan pada metode membran filter salah satunya, Chro-
mocoult Coliform Agar (CCA)(SNI, 2015). Suatu 
studi yang dilakukan oleh Lange, et.al. menunjukkan 
CCA dapat digunakan sebagai metode untuk meng-
hitung keberadaan bakteri E. coli and coliform pada 
sampel(Lange, Strathmann, & Oßmer, 2013). Bak-
teri koliform akan menghasilkan warna merah muda 
hingga merah violet pada media ini sedangkan E. coli 
akan membentuk koloni berwarna biru tua hingga un-
gu(SNI, 2015).

Namun, pada manual prosedur SNI 3554:2015 
menyebutkan bahwa pada medium CCA dapat tum-
buh koloni lain yang menyerupai bakteri koliform, 
namun dengan hasil tes oksidase positif seperti Ae-
romonas sp(SNI, 2015). Oleh karena itu studi ini 
dilakukan untuk mengidentifikasi dan mengkarakteri-
sai koloni mirip koliform yang tumbuh pada medium 
CCA sehingga semakin memudahkan dalam melaku-
kan analisis hitung koloni.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian deskrip-
si observasional yang dilakukan dengan mengamati 
sampel penelitian lalu mendeskripsikan hasil yang 
diamati.
Isolasi Bakteri

Bakteri diisolasi dari sampel air bersih menggu-

nakan metode membran filter. Sebanyak 100 ml air 
bersih disaring menggunakan kertas filter berukuran 
0,45 Ԉm. Selanjutnya kertas filter ditanam dalam 
media Chromocoult Coliform Agar (CCA) dan di-
inkubasi selama 24 jam pada suhu 350C. Pilih kolo-
ni berwarna pink-kemerahan atau merah atau violet 
yang tumbuh pada media CCA untuk dilakukan uji 
oksidase.

Uji Oksidase
Uji oksidase dilakukan menggunakan kertas ok-

sidase. Satu cuplikan koloni iambil dengan tusuk gigi 
lalu diusapkan pada kertas oksidase. Perubahan kertas 
menjadi warna ungu menunjukkan hasil uji oksidase 
positif.

Subkultur pada Media Blood Agar, Nutrient Agar, 
MacConkey dan B.coli

Masing-masing koloni yang memiliki warna 
berbeda pada media CCA di rekultur pada media Agar 
Darah, Nutrient Agar, MacConkey dan B. coli untuk 
melihat perbedaan karakteristik antar koloni.

Pewarnaan Gram
Masing-masing koloni yang tumbuh pada media 

Nutrient agar dilakukan pewarnaan gram. Satu cupli-
kan koloni diberi NaCl 0,9 % lalu diratakan memben-
tuk suspensi pada preparat. Setelah mengering, difik-
sasi dengan melewatkan di atas api sebanyak tiga kali. 
Lalu, diberi larutan gentian violet selama satu menit, 
lugol selama 10-20 detik, dan safranin selama 20-30 
detik. 

Identifikasi Spesies dengan Vitek MS
Masing-masing koloni yang tumbuh pada me-

dia NA dilakukan identifikasi spesies menggunakan 
Vitek MS dari BioMérieux Clinical Diagnostics ses-
uai dengan instruksi kerja alat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pemeriksaan mikrobiologi pada air bersih 
menggunakan metode membran filter menunjuk-
kan adanya bakteri pada sampel air bersih setelah 
diinkubasi selama 24 jam (Gambar 1). Jenis koloni 
yang tumbuh pada membran memiliki warna pink ke-
unguan dan pink kemerahan.

Bakteri kelompok koliform akan menghasilkan 
warna tersebut bila ditanam pada medium CCA.(SNI, 
2015) Meski demikian, dilakukan verifikasi dengan 
tes oksidase untuk memastikan bahwa koloni yang 
tumbuh adalah bakteri koliform. Tes oksidase dilaku-
kan bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri yang 
memiliki sitokrom-c dan mampu menghasilkan en-
zim intraseluler yang disebut enzim oksidase. Bakteri 
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ini akan menunjukkan reaksi oksidase-positif dengan 
mengubah koloni menjadi berwarna biru/ungu saat 
diteteskan reagen oksidase. Sedangkan, bakteri den-
gan oksidase-negatif yang kekurangan sitokrom-c 
tidak mampu untuk mengoksidasi reagen oksidase 
sehingga koloni tidak akan menunjukkan perubahan 
saat ditetesi reagen(Chavan, Khatoon, Anokhe, & 
Kalia, 2022; Shields & Cathcart, 2010).

Bakteri koliform merupakan kelompok bakteri 
Enterobacteriaceae yang tidak mampu mengoksida-
si Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
(kandungan dalam reagen oksidase) sehingga menun-
jukkan hasil negatif pada tes oksidase(Aryal, 2022b; 
Shields & Cathcart, 2010). Pada studi ini, hasil uji ok-
sidase menunjukkan hasil negatif untuk koloni yang 
berwarna pink keunguan dan positif untuk koloni 
yang berwarna pink kemerahan (Tabel 1). Oleh ka-
rena itu, hal ini menunjukkan bahwa koloni berwar-
na pink keunguan adalah bakteri koliform sedangkan 
koloni berwarna pink kemerahan bukanlah koliform.

Tabel 1. Hasil Tes Oksidase
Koloni Hasil Tes Oksidase Pewarnaan Gram

Koloni A Oksidase positif Basil gram negatif
Koloni B Oksidase negatif Basil gram negatif
Selanjutnya, dilakukan pewarnaan gram untuk 

melihat morfologi bakteri secara mikroskopik. Has-
il pewarnaan menunjukkan bahwa kedua kelompok 
bakteri merupakan bakteri gran negative basil (Tabel 
1). Lalu, dilakukan subkultur untuk mengamati per-
bedaan karakteristik pertumbuhan dari kedua koloni 
pada berbagai media seperti media Nutrient Agar, 
Agar darah, dan B. coli agar (Gambar 1). Kedua 
koloni yang berbeda warna namun mirip ini nyatan-
ya memiliki karakteristik pertumbuhan yang berbe-
da, misalnya pada agar darah, bakteri koliform tidak 
membentuk hemolisa sedangkan bakteri yang mirip 
koliform membentuk hemolisa (Gambar 1a dan 1b).
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Gambar 1. Karakteristik Bakteri Koliform dan
Mirip Koliform pada berbagai media

Sumber : Dokumentasi Pribadi

Catatan : Koloni bakteri mirip koliform memiliki karak-
teristik koloni berwarna putih kekuningan dan membentuk 
zona hemolisa pada agar darah (a), sedangkan koloni bak-
teri koliform berwarna putih keabuan dan tidak memben-
tuk hemolisa (b). Sementara itu pada media nutrient agar, 
kedua koloni memiliki karakteristik yang sulit dibedakan 
(c dan d). Selanjutnya pada media B. coli, bakteri mirip 
koliform berwarna merah tua (e), sedangkan koloni bak-
teri koliform berwarna pink (f). Pada MacConkey, bakteri 
mirip coliform berwarna kuning (g) dan bakteri koliform 
berwarna pink (h).
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tidak berwarna pada media MacConcey, dan hasil tes 
oksidase postif. 

Aeromonas dapat ditemukan pada lingkungan 
seperti air permukaan, air bawah tanah/air sumur/
air bersih, air minum, botol, residu, air laut, dan air 
irigasi. Aeromonas dianggap sebagai oportunistik 
patogen karena dapat menyebabkan penyakit pada 
manusia, terutama gastroenteritis, dan bakteremia/
septikemia pada kondisi immunocompromised dan 
immunocompetent(Fernández-Bravo & Figueras, 
2020). Aeromonas juga telah dikaitkan dengan berb-
agai penyakit ekstraintestinal, seperti infeksi kulit 
dan jaringan lunak, infeksi luka traumatis, dan infek-
si saluran pernapasan bawah/saluran kemih(Batra, 
Mathur, & Misra, 2016). Meskipun telah diketahui 
bahwa Aeromonas memiliki potensi sebagai patogen, 
bakteri ini tidak ditetapkan sebagai salah satu indika-
tor kualitas air. 

PENUTUP

Aeromonas sp. merupakan salah satu bakteri pa-
togen oportunistik yang memiliki karakteristik koloni 
yang hampir mirip dengan bakteri koliform bila ditan-
am pada medium CCA. Namun memiliki karakteris-
tik yang berbeda bila ditanam pada media agar darah 
dan MacConkey, dan hasil uji oksidase positif. Oleh 
karena itu, diperlukan ketelitian dan verifikasi koloni 
saat melakukan hitung jumlah koloni yang tumbuh 
pada pemeriksaan air bersih menggunakan metode 
membran filter.
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Tabel 2. Hasil Identifikasi Koloni dengan Vitek MS

Koloni Jenis Koloni Identifikasi Vitek 
MS

Koloni A Non-Koliform Aeromonas hydro-
philla

Koloni B Koliform Enterobacter sp.
Enterobacter merupakan salah satu kelompok 

bakteri koliform yang mampu memfermentai lakto-
sa dan menghasilkan koloni berwarna pink keungu-
an pada media CCA.(SNI, 2015) Sedangkan Aero-
monas merupakan kelompok bakteri gram negatif, 
fakultatif anaerob yang mampu memfermentasi kar-
bohidrat, tidak mampu memfermentasi laktosa dan 
secara morfologis dapat menyerupai anggota famili 
Enterobacteriaceae(Carroll et al., 2015; Murray et al., 
2020; MuttalibAl-shalah, 2017). Namun, Aeromonas 
menunjukkan hasil positif pada tes oksidase. Selain 
itu, pada agar darah, Aeromonas dapat membentuk 
zona hemolisa(Fernández-Bravo & Figueras, 2020; 
Lamy & Horneman Amy, 2019; MuttalibAl-shalah, 
2017). Karakteristik tersebut sesuai dengan yang 
diperoleh pada studi ini bahwa Aeromonas hydrophil-
la memiliki karakteristik koloni berwarna merah pada 
CCA, membentuk zona hemolisa pada agar darah, 
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