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ABSTRAK: Air sumur gali merupakan salah satu sumber air yang masih banyak digunakan
masyarakat untuk memenuhi kebutuhan schari-hari. Namun, kualitas air sumur gali dapat
dipengaruhi oleh kondisi sanitasi lingkungan, sehingga berpotensi mengalami kontaminasi bakteri
indikator pencemaran fekal, seperti Escherichia coli. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
keberadaan bakteri Escherichia coli pada air sumur gali warga Dusun Penemung, Desa Simu,
Kabupaten Sumbawa, serta menyusun dan memvalidasi buku petunjuk praktikum mikrobiologi
berbasis hasil penelitian. Penelitian menggunakan metode deskriptif eksploratif dengan
pengambilan sampel pada 10 sumur gali. Isolasi bakteri dilakukan menggunakan media Eosin
Methylene Blue Agar (EMBA), kemudian dilanjutkan dengan identifikasi morfologi koloni,
pewarnaan Gram, dan uji biokimia IMViC. Buku petunjuk praktikum dikembangkan menggunakan
model 4D hingga tahap develop dan divalidasi oleh ahli media, ahli bahasa, dan ahli materi
menggunakan indeks Aiken's V. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Escherichia coli tidak
terdeteksi pada seluruh sampel menggunakan metode yang digunakan. Berdasarkan karakteristik
morfologi, pewarnaan Gram, dan pola reaksi uji IMViC, isolat secara presumtif diduga merupakan
Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, dan Citrobacter freundii. 1dentifikasi tersebut masih
bersifat presumptive identification, karena belum dikonfirmasi menggunakan metode molekuler
maupun sistem identifikasi bakteri otomatis. Hasil validasi buku petunjuk praktikum menunjukkan
nilai Aiken's V sebesar 0,86 pada aspek media (sangat valid), 0,86 pada aspek bahasa (sangat valid),
dan 0,56 pada aspek materi (valid). Dengan demikian, buku petunjuk praktikum yang dikembangkan
dinyatakan layak digunakan sebagai penunjang pembelajaran praktikum mikrobiologi.

Kata Kunci: Air Sumur Gali, Buku Petunjuk Praktikum, Escherichia coli, IMViC, Presumptive
Identification.

ABSTRACT: Dug well water remains a primary source for meeting the daily water needs of many
communities. However, the quality of dug well water can be influenced by environmental sanitation
conditions, creating a potential risk of contamination by fecal indicator bacteria such as Escherichia
coli. This study aimed to identify the presence of Escherichia coli in dug well water used by residents
of Penemung Hamlet, Simu Village, Sumbawa Regency, and to develop and validate a research-
based microbiology laboratory manual. An exploratory descriptive method was employed, involving
sampling from ten dug wells. Bacterial isolation was performed using Eosin Methylene Blue Agar
(EMBA) medium, followed by colony morphology identification, Gram staining, and IMViC
biochemical testing. The laboratory manual was developed using the 4D model (up to the "develop"
stage) and validated by media, language, and subject matter experts using Aiken's V index. The
results showed that Escherichia coli was not detected in any of the samples using the employed
methods. Based on morphological characteristics, Gram staining, and IMViC reaction patterns, the
isolates were presumptively identified as Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, and Citrobacter
freundii. These identifications remain presumptive, as they have not yet been confirmed via
molecular methods or automated bacterial identification systems. Validation results for the
laboratory manual yielded Aiken's V scores of 0.86 for the media aspect (highly valid), 0.86 for the
language aspect (highly valid), and 0.56 for the content aspect (valid). Consequently, the developed
laboratory manual is deemed suitable for use as a supplementary resource for microbiology
practical learning.
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PENDAHULUAN

Air memiliki peranan penting dalam kelangsungan semua makhluk hidup
untuk memenuhi kebutuhan pokok hidupnya, khususnya manusia (Sulistyani &
Millania, 2022). Tetapi perlu diperhatikan kualitas air bersih yang digunakan. Air
bersih yang memadai dapat meningkatkan kualitas hidup, menekan penyebaran
penyakit menular, seperti diare, kolera, dan infeksi saluran pernapasan (Azhari et
al., 2025). Air sering tercemar disebabkan oleh aktivitas manusia. Limbah
domestik, industri, pertanian, serta aktivitas pertambangan yang tidak dikelola
dengan baik dapat menimbulkan adanya zat-zat kimia dan mikroorganisme patogen
yang dapat menurunkan kualitas air (Anwar, 2025).

Sumur gali masih digunakan oleh masyarakat Indonesia di perkotaan
maupun di pedesaan sebagai salah satu sumber air bersih (Iswanto et al., 2023),
termasuk di Dusun Panemung, Desa Simu, Kabupaten Sumbawa. Di Dusun
Panemung, hingga saat ini masih menggunakan sumur gali sebagai salah satu
sumber utama air bersih untuk kebutuhan sehari-hari. Namun, kondisi pemanfaatan
sumur tersebut belum sepenuhnya memenuhi standar sanitasi lingkungan,
dikarenakan dibangun dekat dengan sumber pencemar. Menurut Aida (2024), jarak
sumur gali dengan septic tank yang berjarak kurang dari 10 meter dapat berisiko
meningkatkan kontaminasi bakteri. Selain itu, jarak sumur gali dengan sumber
pencemar lainnya seperti kandang ternak, tempat pembuangan akhir sampah, dan
saluran pembuangan air sisa domestik juga dapat beresiko terkontaminasi bakteri
(Dappa et al., 2023).

Salah satu bakteri yang dapat menyebabkan kontaminasi air adalah bakteri
Escherichia coli (Ratumbanua et al., 2021). Escherichia coli adalah bakteri yang
umumnya ditemukan di usus manusia dan hewan (Pobas et al., 2025). Bakteri
Escherichia coli merupakan jenis bakteri gram negatif yang apabila
mengontaminasi makanan dan minuman dapat menyebabkan penyakit (Amalia &
Anggara, 2024). Bakteri ini termasuk bakteri patogen yang bersifat oportunistik,
yaitu bakteri yang biasanya tidak berbahaya atau tidak menyebabkan penyakit pada
orang sehat, tetapi bisa menjadi patogen pada orang yang imunnya lemah (Haiga et
al., 2025).

Masalah kesehatan serius yang dapat disebabkan oleh beberapa strain
Escherichia coli, yaitu Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) penyebab diare
akut, Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC) penyebab sindrom
hemolytic-uremic, Diffuse Adherent Escherichia coli (DAEC) penyebab infeksi
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saluran kemih, dan Diarrheagenic Escherichia coli (DEC) penyebab
gastrointestinal (Wibawa et al., 2023).

Berdasarkan hasil observasi dan wawancara yang dilakukan di Dusun
Penemung pada tanggal 10-12 Februari 2026, beberapa warga menyampaikan
pernah mengalami keluhan sakit perut dan diare setelah mengonsumsi air sumur
tanpa melalui proses perebusan. Kondisi tersebut menunjukkan adanya dugaan
pencemaran mikrobiologis, sehingga dilakukan pengujian mikrobiologi. Selain itu,
terdapat sumur masyarakat dibangun di sekitar aliran sungai, berjarak kurang dari
10 meter dengan sumber pencemaran seperti kandang hewan ternak, dekat dengan
pembuangan air limbah domestik, serta memiliki jarak yang dekat dengan septic
tank (2 Meter). Kondisi tersebut belum memenuhi persyaratan sanitasi sumur gali.
Berdasarkan peraturan Menteri Kesehatan Republik Indonesia Nomor 32 Tahun
2017, air bersih adalah air yang terbebas dari segala jenis kontaminasi fisika,
kimiawi, dan mikrobiologis agar tidak membahayakan kesehatan. Selain itu, SNI
03-2916-1992 tentang spesifikasi sumur gali untuk sumber air bersih
merekomendasikan agar sumur gali dibangun dengan jarak minimal 10 meter dari
sumber pencemar, seperti kandang hewan ternak, dekat dengan pembuangan air
limbah domestik, serta memiliki jarak yang dekat dengan septic tank.

Kondisi  tersebut meningkatkan risiko terjadinya pencemaran
mikrobiologis, khususnya oleh bakteri Escherichia coli sebagai indikator
pencemaran feses. Informasi mengenai keberadaan Escherichia coli diperlukan
sebagai dasar dalam menilai kualitas mikrobiologis air sumur, serta menjadi bahan
pertimbangan bagi masyarakat dan pemerintah desa dalam upaya pencegahan
penyakit yang ditularkan melalui air. Berbagai penelitian mengenai identifikasi
Escherichia coli pada air sumur gali telah dilakukan di berbagai wilayah Indonesia.
Namun, hasil penelitian tersebut menunjukkan tingkat kontaminasi yang berbeda-
beda, karena dipengaruhi oleh kondisi sanitasi lingkungan, konstruksi sumur, serta
jarak sumur terhadap sumber pencemar. Hingga saat ini, belum terdapat data
mengenai keberadaan Escherichia coli pada air sumur gali di Dusun Penemung,
Desa Simu, Kabupaten Sumbawa, sehingga kondisi kualitas mikrobiologis air
sumur di wilayah tersebut belum diketahui. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian yang bertujuan untuk mengidentifikasi keberadaan bakteri Escherichia
coli pada air sumur gali di Dusun Penemung, Desa Simu.

Hasil identifikasi bakteri Escherichia coli pada air sumur gali dimanfaatkan
sebagai sumber belajar dalam pembelajaran mikrobiologi. Salah satu bentuk
pemanfaatan hasil penelitian tersebut adalah melalui penyusunan buku petunjuk
praktikum mikrobiologi. Buku petunjuk praktikum mikrobiologi telah tersedia di
Universitas Pendidikan Mandalika dan digunakan sebagai acuan dalam berbagai
kegiatan praktikum dasar, seperti teknik aseptik, dan isolasi mikroorganisme.
Namun, hingga saat ini materi praktikum yang secara khusus membahas identifikasi
bakteri masih belum dilakukan.

METODE

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi bakteri yang terdapat pada
air sumur gali. Metode yang digunakan dalam penelitian ini meliputi jenis
penelitian, waktu dan tempat penelitian, populasi, sampel, instrumen penelitian,
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teknik pengambilan data, dan teknik analisis data. Pemaparan metode penelitian ini
bertujuan untuk memberikan gambaran yang jelas mengenai tahapan penelitian
sehingga hasil yang diperoleh dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah.
Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian deskriptif eksploratif.
Penelitian deskriptif eksploratif merupakan jenis penelitian yang digunakan untuk
mengeksplorasi suatu objek yang belum diketahui, kemudian mendeskripsikan
hasil temuan secara sistematis berdasarkan data yang diperoleh (Iswanto & Adi,
2018).
Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2026 di Laboratorium Biologi,
Fakultas Sains, Teknik, dan Terapan, Universitas Pendidikan Mandalika.
Populasi dan Sampel Penelitian
Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah seluruh sumur gali yang berada di
Dusun Penemung.
Sampel Penelitian

Sampel dalam penelitian ini terdiri atas 10 titik sumur gali yang tersebar di
wilayah Dusun Panemung yang dipilih berdasarkan kriteria tertentu.

TITIK PENGAMBILAN SAMPEL

Gambar 1. Titik Pengambilan Sampel.

Instrumen Penelitian
Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri, tabung
reaksi, erlenmeyer, botol sampel kaca, cooler box, pipet tetes, mikropipet, jarum
ose, lampu bunsen, autoklaf, inkubator, tabung durham, aluminium foil, gelas
beaker, pipet ukur, gelas ukur, vortex, neraca analitik, hot plate, dan magnetic
stirrer, lup, alas kaki tiga, kapas, kertas label, dan spatula.
Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel air sumur gali,
aquades, medium EMBA, media SIM, media MR, Media sitrat, kristal violet,
yodium, safranin, alkohol 96%, reagen kovacs, methyl red, KOH, dan alpha-
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napthol. Seluruh bahan tersebut digunakan untuk proses isolasi, pewarnaan Gram,
serta identifikasi biokimia bakteri yang terdapat pada sampel air sumur gali.
Teknik Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel air sumur menggunakan Purposive Sampling, yaitu
teknik penentuan sampel berdasarkan pertimbangan tertentu sesuai dengan tujuan
penelitian. Kriteria sumur yang dipilih meliputi sumur gali yang berjarak kurang
dari 10 meter dengan, septic tank, kandang ternak, tempat pembuangan sampah,
tempat pembuangan air limbah domestik. Kriteria lainnya yaitu meliputi konstruksi
sumur gali seperti, penutup sumur dan tinggi bibir sumur (Mariani & Sumada,
2017). Berdasarkan kriteria tersebut, diperoleh 10 sumur gali yang dijadikan sampel
penelitian. Seluruh sumur berada di Dusun Penemung, Desa Simu, Kabupaten
Sumbawa dan digunakan oleh masyarakat sebagai sumber air bersih untuk
kebutuhan sehari-hari.

Sampel air diambil langsung dari keran sebanyak 50 ml, kemudian
dimasukkan ke dalam botol kaca berwarna gelap yang sudah disterilkan terlebih
dahulu. Mulut botol ditutup menggunakan kapas dan dibungkus menggunakan
aluminium foil kemudian disimpan ke dalam coller box yang diisi dengan es batu
(Pratama, 2020). Selanjutnya sampel air dibawah ke Laboratorium Biologi,
Fakultas Sains, Teknik, dan Terapan Universitas Pendidikan Mandalika dan
dianalisis dalam waktu 8 jam setelah pengambilan sampel.

Teknik Pengambilan Data
Pembuatan Media
1) Media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA)

Pada tabung erlenmeyer, campurkan sebanyak 30 gram media EMBA
dengan 800 ml aquades, kemudian diaduk menggunakan magnetic stirer di atas hot
plate (Fatiqin et al., 2019). Lubang erlenmeyer ditutup dengan kapas dan dibungkus
menggunakan aluminium foil, kemudian disterilisasikan menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Selanjutnya, tuang media EMBA ke dalam
cawan petri dan disimpan pada suhu 37°C dan dibiarkan hingga memadat (Bria et
al., 2022).

2) Media SIM

Pada tabung erlenmeyer, campurkan sebanyak 6 gram media SIM dengan
400 ml aquades, kemudian diaduk menggunakan magnetic stirrer di atas hot plate
(Resti et al., 2025). Lubang erlenmeyer ditutup dengan kapas dan dibungkus
menggunakan aluminium foil, kemudian disterilisasikan menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Selanjutnya, tuang media SIM ke dalam tabung
reaksi dan disimpan pada suhu 37°C (Bria et al., 2022).

3) Media MR/VP

Pada tabung erlenmeyer, campurkan sebanyak 12 gram media MR/VP
dengan 400 ml aquades, kemudian diaduk menggunakan magnetic stirer di atas hot
plate (Resti et al., 2025). Lubang erlenmeyer ditutup dengan kapas dan dibungkus
menggunakan aluminium foil, kemudian disterilisasikan menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Selanjutnya, tuang media MR/VP ke dalam
tabung reaksi dan disimpan pada suhu 37°C (Bria et al., 2022). Sebelum digunakan,
media didiamkan hingga mencapai suhu ruang untuk memastikan kondisi media
stabil dan siap digunakan sebagai media pertumbuhan bakteri.
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4) Media Sitrat

Pada tabung erlenmeyer, campurkan sebanyak 16 gram media sitrat dengan
800 ml aquades, kemudian diaduk menggunakan magnetic stirer di atas hot plate
(Fatigin et al., 2019). Lubang erlenmeyer ditutup dengan kapas dan dibungkus
menggunakan aluminium foil, kemudian disterilisasikan menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit. Selanjutnya, tuang media sitrat ke dalam tabung
reaksi dan disimpan pada suhu 37°C dan ditunggu hingga memadat (Bria et al.,
2022).

Penumbuhan Bakteri

Sebelum menumbuhkan bakteri, terlebih dahulu dilakukannya pengenceran
bertingkat pada sampel air dengan tujuan untuk mempersempit atau mengurangi
jumlah mikroorganisme yang terkandung dalam cairan (Rosmania & Yuniar, 2021).
Dalam tabung reaksi, campurkan sebanyak 1 ml sampel air sumur ke dalam 9 ml
aquades (Artanti & Mustakim, 2025), kemudian dihomogenkan menggunakan
vortex yang akan disebut sebagai pengenceran 10°!. Langkah tersebut diulangi
hingga mendapatkan pengenceran 10 (Sabila & Setyaningrum, 2023).

Setelah dilakukan pengenceran, selanjutnya dilakukan proses isolasi bakteri
menggunakan metode spread plate. Setiap hasil pengenceran (107 - 10°), sampel
air di ambil menggunakan micropipette sebanyak 1 ml (Hermayani ef al., 2025),
diletakkan di atas media padat Eosin Mathylene Blue Agar (EMBA), kemudian
diratakan menggunakan spatula dan ditutup rapat menggunakan plastic wrap
(Mu’minah et al., 2025), selanjutnya diinkubasi pada suhu 37° selama 24 jam
(Nuraini et al., 2020). Pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada media EMBA
ditandai dengan perubahan warna warna hijau metalik (Kantamaryana et al., 2024).
Pewarnaan Gram Bakteri

Kultur bakteri berumur 24 jam yang diisolasi dalam media yang sesuai di
identifikasi menggunakan pewarnaan Gram. Pada cawan petri steril, isolat bakteri
diambil satu ose kemudian digoreskan 1-2 tetes air ditambahkan, dan campuran
kemudian diletakkan di atas api bunsen hingga kering. Sediaan diteteskan dengan
setetes kristal violet, dibiarkan selama satu menit, dan kemudian dibilas dengan air
sampai pewarna mengering dan memudar. Setelah meneteskan satu tetes larutan
yodium, dibilas dengan alkohol 96%, dibilas dengan air, dan dibiarkan mengering
selama satu menit. Satu tetes safranin dijatuhkan ke dalam campuran yang
kemudian dibersihkan, dikeringkan, kemudian diamati di bawah mikroskop dengan
pembesaran 100 x setelah 45 detik (Nadila, 2019).

Uji Biokimia IMVIC
1) Uji SIM

Uji SIM dilakukan dengan Satu ose isolat bakteri, diinokulasikan secara
aseptis ke 3 ml medium SIM ke dalam 3 tabung reaksi, kemudian diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37° C. Setelah diinkubasi, teteskan reagen Kovac’s pada masing-
masing tabung reaksi sampel. Positif /ndol ditandai dengan terbentuknya cincin
merah, positif sulfure ditandai dengan terdapat endapan warna hitam pada dasar
tabung reaksi, dan positif Motil ditandai dengan ditumbuhi bakteri pada jalur
tusukan yang berarti bakteri mampu bergerak (Candrawati et al., 2025). Hasil
pengamatan terhadap ketiga parameter tersebut kemudian digunakan sebagai dasar
dalam proses identifikasi karakteristik fisiologis dan biokimia isolat bakteri.
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2) Uji MR

Uji MR dilakukan dengan biakan bakteri dari media pertumbuhan,
diinokulasi pada media MR dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C. Setelah
diinkubasi, media ditetesi 2-3 tetes reagen methyl red. Hasil positif ditandai dengan
perubahan warna pada media yang semula berwarna kuning berubah menjadi warna
merah setelah ditetesi reagen methyl red (Karunia et al., 2021).
3) Uji VP

Uji VP dilakukan dengan biakan bakteri dari media pertumbuhan,
diinokulasi pada media MR dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C. Setelah
diinkubasi, media ditetesi 2-3 tetes 40% KOH dan 5% alphanapthol. Hasil positif
ditandai dengan perubahan warna pada media yang semula berwarna kuning
berubah menjadi warna merah setelah ditetesi 40% KOH dan 5% alphanapthol
(Sari et al., 2019).
4) Uji Sitrat

Uji sitrat dilakukan dengan koloni bakteri pada media pertumbuhan diambil
dengan ose dan diinokulasi pada media sitrat, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°
C selama 24 jam. Bakteri yang memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon akan
menghasilkan natrium karbonat yang bersifat alkali, sehingga dengan adanya
indikator brom thymol blue menyebabkan warna biru pada media (Mahmudah et
al., 2016).
Teknik Analisis Data

Hasil pengamatan kemudian dideskripsikan dan dianalisis secara kualitatif
berdasarkan karakteristik morfologi koloni, pewarnaan gram, dan uji biokimia
IMViC. Selanjutnya, karakteristik setiap isolat disusun dalam bentuk tabel
identifikasi yang memuat hasil pengamatan masing-masing parameter, kemudian
dibandingkan secara sistematis dengan karakteristik bakteri Escherichia coli dari
buku identifikasi dari Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology edisi 7 dan
jurnal-jurnal yang relevan. Penentuan identitas bakteri dilakukan berdasarkan
tingkat kesesuaian karakter morfologi, sifat gram, dan hasil uji IMViC dengan
kunci determinasi yang terdapat pada sumber tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada saat pengambilan sampel, sumur gali yang menjadi lokasi penelitian
berada di lingkungan permukiman Dusun Panemung dan dimanfaatkan oleh
masyarakat sebagai sumber air untuk kebutuhan sehari-hari. Pengambilan sampel
diambil pada saat musim panas bulan Mei 2026 dengan kondisi cuaca cerah.
Berdasarkan pengamatan fisik, air sumur tampak jernih, tidak berwarna, dan tidak
berbau. Hasil pengukuran pH air menunjukkan nilai 7-7,5 tersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Observasi.

1 5 meter dari septic tank 6 meter Tidak tertutup dan Escherichia coli
konstruksi dinding buruk
2 7.6 meter dari septic 9 meter Baik Escherichia coli
tank
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2 meter dari saluran 10 meter Tidak tertutup rapat Escherichia coli
pembuangan

4 6 meter dari saluran 14 meter Terbuka Escherichia coli
pembuangan

5 7.6 meter dari kandang 15 meter Baik Escherichia coli
ayam

6 8,8 meter dari saluran 10 meter Baik Escherichia coli
pembuangan

7 5.7 meter dari saluran 12 meter Baik Escherichia coli
pembuangan

8 0 meter dari 17 meter Baik Escherichia coli

9 8 meter dari septic tank 16 meter Baik Escherichia coli

10 8 meter dari septic tank 18 meter Baik Escherichia coli

Berdasarkan hasil observasi, kedalaman sumur berkisar antara 6-18 meter
dengan jarak terhadap sumber pencemar 0-8,8 meter (Tabel 1). Sebagian besar
sumur memiliki kondisi konstruksi yang baik, sedangkan beberapa sumur memiliki
konstruksi yang kurang baik, seperti tidak tertutup rapat atau dinding sumur yang
rusak.

Tabel 2. Hasil Identifikasi Bakteri Berdasarkan Morfoloii, Pewarnaan Gram, dan UI'i IMViC.

1 Al 10" Circular  Putih Basil - - + - + Salmonella
102 sp.
103

2 B1 10" Circular  Putih Basil - - + - + Salmonella
102 sp.
103

B2 102 Circular  Putih Basil - - - - + Pseudomonas
aeruginosa

3 Cl 10" Circular  Ungu Basil - - - - + Citrobacter
102 freundii
103

4 DI 10" Circular  Ungu Basil - - + - ot Citrobacter
102 freundii
103

5 El 10" Circular  Putih Basil - - + - + Salmonella
102 sp.
103

6 F1 10" Circular  Putih Basil - - - - + Salmonella
107 sp.

F2 102  Circular  Putih Basil - - + - + Pseudomonas
aeruginosa

7 Gl 10" Circular  Putih Basil - - + - + Salmonella
10?2 sp.
103

8 R R R R R R _ R R

9 R R R R R R _ R R

10 - - - - - - - - -

Hasil identifikasi bakteri dari 10 sampel air sumur gali di Dusun Penemung
menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri hanya ditemukan pada sampel sumur 1
hingga sumur 7, sedangkan pada sumur 8, 9, dan 10 tidak ditemukan pertumbuhan
koloni bakteri pada media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA). Berdasarkan
karakteristik morfologi koloni, sebagian besar isolat memiliki bentuk koloni
circular (bulat). Warna koloni yang ditemukan terdiri atas putih dan ungu. Seluruh
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isolat yang berhasil diidentifikasi memiliki bentuk sel basil dan menunjukkan hasil
pewarnaan Gram negatif.

Hasil uji biokimia IMViC menunjukkan adanya variasi karakteristik
antarisolat. Isolat yang diidentifikasi sebagai Salmonella sp. menunjukkan hasil uji
indol negatif, methyl red positif, voges-proskauer negatif, dan sitrat positif. Bakteri
tersebut ditemukan pada sampel sumur 1, 2, 5, 6, dan 7. Selain itu, pada sumur 2
dan 6 juga ditemukan isolat yang memiliki karakteristik indol negatif, methyl red
negatif, voges-proskauer negatif, dan sitrat positif. Berdasarkan hasil identifikasi
menggunakan karakteristik morfologi, pewarnaan Gram, serta uji IMViC, isolat
tersebut diidentifikasi sebagai Pseudomonas aeruginosa. Sementara itu, isolat
dengan koloni berwarna ungu ditemukan pada sumur 3 dan 4. Hasil uji IMViC
menunjukkan karakteristik indol negatif, methyl red negatif, voges-proskauer
negatif, dan sitrat positif. Berdasarkan pencocokan karakteristik tersebut dengan
bergey's manual of determinative bacteriology, isolat diidentifikasi sebagai
Citrobacter freundii.

Secara keseluruhan, hasil identifikasi menunjukkan bahwa dari 10 sampel
air sumur gali yang dianalisis ditemukan tiga jenis bakteri, yaitu Salmonella sp.,
Pseudomonas aeruginosa, dan Citrobacter freundii. Bakteri yang paling banyak
ditemukan adalah Salmonella sp., yang teridentifikasi pada lima titik sumur,
sedangkan Pseudomonas aeruginosa dan Citrobacter freundii masing-masing
ditemukan pada dua titik sumur. Adapun tiga sumur lainnya (sumur 8, 9, dan 10)
tidak menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri pada media EMBA.

Berdasarkan hasil observasi lapangan, kondisi sanitasi sumur gali di Dusun
Penemung menunjukkan variasi pada aspek kedalaman sumur, jarak terhadap
sumber pencemar, dan konstruksi sumur. Dari sepuluh sumur yang diteliti, bakteri
hanya ditemukan pada sumur 1 hingga sumur 7, sedangkan sumur 8, 9, dan 10 tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri pada media EMBA. Perbedaan tersebut
dipengaruhi oleh kondisi sanitasi masing-masing sumur.

Kedalaman sumur merupakan salah satu faktor yang memengaruhi kualitas
mikrobiologi air tanah. Pada penelitian ini, sumur 8, 9, dan 10 memiliki kedalaman
yang lebih besar dibandingkan dengan sumur lainnya, dan tidak ditemukan adanya
pertumbuhan bakteri. Sebaliknya, sebagian besar sumur dengan kedalaman yang
lebih dangkal menunjukkan adanya kontaminasi bakteri. Syafarida et al. (2022)
menjelaskan bahwa semakin dalam suatu sumur, semakin tebal lapisan tanah yang
harus dilalui air, sehingga proses filtrasi alami berlangsung lebih efektif dalam
menurunkan jumlah mikroorganisme. Selain itu, bakteri indikator pencemaran
umumnya lebih banyak ditemukan pada lapisan air tanah dangkal yang lebih mudah
menerima rembesan dari permukaan. Oleh karena itu, sumur dengan kedalaman
yang lebih besar cenderung memiliki kualitas bakteriologis yang lebih baik,
meskipun faktor lain seperti konstruksi sumur dan kondisi sanitasi lingkungan juga
berpengaruh. Hal tersebut didukung oleh penelitian Sanjaya et al. (2024) yang
menunjukkan bahwa perlindungan sumur dari infiltrasi bahan pencemar
berhubungan dengan rendahnya kandungan bakteri Coliform dan Escherichia coli.

Pada media EMBA, isolat yang tumbuh membentuk koloni berwarna ungu
dan putih dengan bentuk koloni circular (bulat). Lestari et al. (2024) menjelaskan
bahwa media EMBA merupakan media selektif yang mengandung methylene blue
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yang berfungsi menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif. Selain methylene
blue, media EMBA juga mengandung gula, seperti sukrosa dan laktosa yang
merupakan substrat yang dapat difermentasi oleh sebagian besar bakteri gram
negatif. Selain itu, pewarna eosin yang terkandung dalam media EMBA berfungsi
membedakan bakteri yang mampu memfermentasi laktosa. Bakteri yang mampu
memfermentasi laktosa akan membentuk koloni berwarna merah jambu atau merah
muda, sedangkan bakteri yang tidak mampu memfermentasi laktosa akan
membentuk koloni berwarna putih (Nugraha & Rini, 2025).

Gambar 2. (a) Salmonella sp; (b) Pseudomonas aeruginosa; dan (c) Citrobacter freundii.

Bakteri dapat diidentifikasi berdasarkan kemampuannya dalam
menggunakan oksigen, bentuk morfologi, serta berdasarkan pewarnaan gram.
Berdasarkan pewarnaan gram, bakteri dibedakan menjadi bakteri gram positif dan
bakteri gram negatif. Perbedaan keduanya terletak pada komponen membran
bakteri. Bakteri gram positif memiliki membran luar yang lebih tipis dibandingkan
dengan bakteri gram negatif (Salsabila et al., 2022). Hasil pewarnaan gram
menunjukkan semua isolat bakteri merupakan bakteri gram negatif bentuk basil.
Bakteri gram negatif berwarna merah muda setelah dilakukan pewarnaan gram.
Soniman et al. (2022) menjelaskan warna merah muda pada bakteri gram negatif
dihasilkan dari struktur dinding sel bakteri yang dilapisi oleh peptidoglikan tipis
dan lapisan lipid yang tebal. Lipid yang tebal mengakibatkan sel tidak dapat
mempertahankan warna kristal violet, sehingga pada saat pembersihan oleh
alkohol, membran lipid rusak dan pewarna kristal violet keluar dari membran sel.
Akibatnya, setelah dilakukan pewarnaan menggunakan safranin akan nampak
berwarna merah muda, karena sel tidak dapat mempertahankan pewarna kristal
violet.

Karakteristik bakteri gram negatif berbentuk basil yang diperoleh pada
penelitian ini juga memberikan gambaran awal mengenai sifat biologis isolat yang
berhasil diidentifikasi. Bakteri gram negatif umumnya memiliki struktur dinding
sel yang lebih kompleks karena tersusun atas membran luar yang mengandung
lipopolisakarida (LPS), lapisan peptidoglikan yang tipis, serta ruang periplasma.
Struktur tersebut tidak hanya memengaruhi hasil pewarnaan Gram, tetapi juga
berperan dalam meningkatkan ketahanan bakteri terhadap berbagai faktor
lingkungan dan beberapa jenis antibiotik. Oleh karena itu, identifikasi morfologi
dan karakteristik Gram merupakan tahap awal yang penting dalam proses
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identifikasi bakteri sebelum dilakukan pengujian biokimia maupun identifikasi
molekuler untuk menentukan spesies bakteri secara lebih akurat.

Gambar 3. Hasil Pewarnaan Gram.
(a) Salmonella sp; (b) Pseudomonas aeruginosa; dan (c) Citrobacter freundii.

Uji indol dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu bakteri memiliki
enzim triptofanase yang dapat menguraikan asam amino triptofan menjadi indol,
piruvat, dan ammonia (Rahayu & Gumilar, 2017). Hasil penelitian menunjukkan
pada semua isolat bakteri tidak mengalami perubahan warna pada media SIM
setelah ditetesi reagen kovac yang menunjukkan negatif indol. Tidak mengalami
perubahan tersebut mengindikasikan bahwa isolat bakteri tidak memiliki enzim
triptofanase yang dapat menguraikan asam amino triptofan menjadi indol, piruvat,
dan ammonia. Hasil penelitian ini diperkuat oleh Azis et al. (2024) yang
mengatakan hasil negatif uji indol ditandai dengan tidak terbentuknya cincin merah
pada permukaan media.

Gambar 4. Hasil Uji Indol.

Uji methyl red digunakan untuk mengetahui kemampuan suatu bakteri
dalam memfermentasikan glukosa (Raharja et al, 2023), memproduksi asam
campuran (Dewi et al., 2023), dan mempertahankan produk akhir berupa asam
stabil dari fermentasi glukosa (Rahayu & Gumilar, 2017). Hasil penelitian
menunjukkan variasi dalam uji methyl red. Pada isolat A1, B1, D1, E1, F2, dan G1
mengalami perubahan media setelah ditetesi reagen methyl red yang menunjukkan
hasil positif methyl red. Perubahan warna tersebut mengindikasikan bahwa isolat
Al, B1, DI, E1, F2, dan GI mampu memfermentasikan glukosa, memproduksi
asam campuran, dan dapat mempertahankan produk akhir berupa asam stabil dari
fermentasi glukosa. Isolat bakteri B2, C1, dan F1 tidak mengalamin perubahan
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warna pada media setelah ditetsi reagen methyl red, menunjukkan hasil negatif
methyl red. Hasil penelitian ini diperkuat oleh Khoiriyah et al. (2022) yang
menjelaskan hasil positif methyl red ditandai dengan media berubah merah setelah
ditambahkan methyl red, sedangkan hasil negatif ditandai dengan warna medium
tetap atau berwarna kuning.

i”l'!" f

Gambar 5. Hasil Uji Mathyl Red.

Uji voges proskauer bertujuan untuk melihat kemampuan suatu bakteri
untuk menghasilkan produk netral seperti asetoin (Larasati et al., 2025) melalui
fermentasi karbohidrat melalui jalur butanediol (Nuryanti et al., 2025). Hasil
penelitian menunjukkan, media berwarna cokelat setelah ditambahkan larutan alfa
naftol dan KOH 40% yang menunjukkan hasil negatif voges proskauer. Perubahan
warna tersebut mengindikasikan bahwa seluruh isolat bakteri tidak mampu untuk
menghasilkan produk netral seperti asetoin (-). Hasil temuan ini diperkuat oleh
Kamaliah et al. (2025) yang mengatakan positif uji VP ditandai dengan
terbentuknya senyawa merah pada media, sedangkan hasil negatif ditandai dengan
media berwarna kuning pucat hingga cokelat.

Gambar 6. HasilUji Vges Proskauer.

Uji sitrat bertujuan untuk mengetahui kemampuan suatu bakteri untuk
menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon (Kembuan et al., 2024).
Hasil penelitian menunjukkan seluruh isolat mampu mengubah warna media
simmons citrate agar dari hijau menjadi biru setelah isolat bakteri diinkubasi
selama 24 jam yang menunjukkan hasil sitrat positif. Perubahan warna tersebut
mengindikasikan bahwa seluruh isolat bakteri mampu menggunakan sitrat sebagai
satu-satunya sumber karbon. Hasil temuan ini diperkuat oleh Apriyanthi et al.
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(2022) yang mengatakan hasil positif ditandai dengan medium berubah warna dari
hijau menjadi biru yang berarti pH pada medium meningkat, karena bakteri
menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon.

Gambar 7. Hasil Uji Sitrat.

Dari hasil identifikasi morfologi pada media EMBA, pewarnaan gram, dan
uji biokimia IMVIC, isolat A1, B1, E1, F1, dan G1 secara presumtif diidentifkasi
sebagai Salmonella sp., yang memiliki karakteristik koloni berwarna putih dan
circular pada media EMBA, menunjukkan bakteri tidak dapat memfermentasikan
laktosa. Hasil temuan ini diperkuat oleh Toruan et al. (2023) yang mengatakan
Salmonella sp., tidak dapat memfermentasikan laktosa, sehingga koloni bakteri ini
berwarna putih pada media EMBA. Karakteristik lainnya, yaitu isolat bakteri gram
negatif, bentuk basil, negatif bentuk basil, indol negatif, methyl red positif, negatif
voges-proskauer, dan citrat positif. Temuan ini sesuai dengan penelitian Khakim &
Rini (2018) yang menyatakan Sal/monella sp., merupakan bakteri gram negatif
bentuk basil, indol negatif, methyl red positif, negatif voges-proskauer, dan citrat
positif.

Salmonella sp., memiliki habitat di semua lingkungan, dapat ditemukan di
saluran pencernaan manusia, produk pangan mentah, air yang terkontaminasi, dan
lingkungan yang lembap dan tercemar. Keberadaan Salmonella sp., pada sumur 1,
2,5, 6, dan 7 diduga berkaitan dengan potensi kontaminasi dari lingkungan sekitar
sumur. Sumur 1 memiliki jarak yang relatif dekat dengan sepfic tank, yaitu 5 meter
serta kondisi sumur yang tidak tertutup dan konstruksi dinding yang buruk. Kondisi
tersebut memungkinkan masuknya air permukaan maupun rembesan yang
membawa bakteri ke dalam sumur. Kondisi ini sejalan dengan penelitian Novarianti
& Amsal (2022) yang menunjukkan bahwa kondisi konstruksi sumur gali dan jarak
sumber pencemar memiliki hubungan yang signifikan dengan kualitas bakteri
Coliform. Kondisi konstruksi sumur gali yang buruk memudahkan air yang berada
dalam sumur terkontaminasi sumber pencemar, yakni bakteri Coliform.

Aida (2024) menjelaskan bahwa jarak antara sumur gali dengan sumber
pencemar yang kurang dari 10 meter memiliki potensi untuk terkontaminasi oleh
bakteri Coliform. Kondisi ini sesuai dengan keberadaan sumur 2, 5, 6, dan 7 yang
dimana konstruksi sumurnya baik, tetapi jarak sumur gali dengan sumber pencemar
masih kurang dari 10 meter akan tetap memiliki potensi untuk terkontaminasi oleh
bakteri Coliform.
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Salmonella sp., merupakan bakteri patogen dari famili Enterobacteriaceae
yang dapat menyebabkan infeksi yang menyerang usus manusia, sehingga
mengganggu fungsi usus dalam menyerap makanan. Salmonella sp., dapat
menginfeksi manusia melalui mengkonsumsi makanan atau minuman yang
terkontaminasi bakteri ini. Infeksi yang disebabkan oleh Salmonella sp., disebut
sebagai salmonellosis. Salmonellosis merupakan infeksi yang menganggu saluran
pencernaan pada manusia (Syauqi, 2017) yang menyebabkan kerusakan pada
jaringan sel epitel usus dan menimbulkan gejala berupa gastoentritis, diare, sakit
perut, demam atau tanpa demam, septikemia, dan infeksi total (Wardiani et al.,
2025).

Demam tifoid juga menjadi masalah kesehatan di dunia, terutama pada
negara berkembang termasuk Indonesia yang disebabkan oleh infeksi Sa/monella
sp. Penyakit ini dapat menyerang dari berbagai kalangan usia yang jika tidak
ditangani dapat menyebabkan pendarahan saluran pencernaan, kebocoran usus,
gangguan pada hati, peradangan pankreas, peradangan otot jantung, gangguan
sistem saraf pusat, peradangan pada peritoneum, dan bisa berakhir dengan kematian
(Ardila et al., 2024). Infeksi bakteri ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor,
seperti personal hygiene, tidak mencuci tangan dengan sabun sebelum makan,
kebiasaan jajan di luar, persediaan air bersih, dan sanitasi lingkungan buruk
(Amanda et al., 2025).

Isolat B2 dan F2 secara presumtif diidentitkasi sebagai sebagai
Pseudomonas aeruginosa yang memiliki karakteristik koloni berwarna putih dan
circular pada media EMBA, menunjukkan bakteri tidak dapat memfermentasikan
laktosa. Endraputra et al. (2021) menyatakan Pseudomonas aeruginosa merupakan
bakteri yang tidak dapat memfermentasikan laktosa (non-fermenter lactose),
sehingga pada media EMBA koloni tampak berwarna putih. Karakteristik lainnya,
yaitu isolat bakteri gram negatif bentuk basil, negatif uji indol, negatif methyl red,
negatif voges-proskauer, dan positif sitrat. Temuan ini sesuai dengan penelitian
Scania & Ningsih (2023), bahwa bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan
bakteri gram negatif, aerobik, tidak membentuk spora, koloni circular, negatif
indol, negatif methyl red, negatif voges-proskauer, dan positif sitrat.

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif aerobik dan
motil, dapat ditemukan hidup di tanah, air laut, dan air tawar, dapat menyebabkan
penyakit pada manusia sehat, serta dapat mengkolonisasi hewan dan tanaman
(Ananda et al., 2026). Keberadaan Pseudomonas aeruginosa pada sumur 2 dan 6
menunjukkan adanya kontaminasi mikroba yang kemungkinan dari lingkungan
sekitar sumur. Sumur 2 memiliki jarak 7,6 meter dari septic tank dengan kondisi
sumur yang baik, tetapi masih ditemukan Pseudomonas aeruginosa. Hasil temuan
ini sejalan dengan penelitian Syafarida et al. (2022) yang menyatakan bahwa
sanitasi lingkungan sekitar sumur berpengaruh terhadap kontaminasi mikrobiologis
air tanah. Sanitasi lingkungan di sekitar sumur gali perlu diperhatikan untuk
mencegah kontaminasi terhadap air sumur, karena sanitasi lingkungan yang dapat
menjadi sumber pencemar apabila jaraknya kurang dari 10 meter adalah seperti
septic tank, tempat pembuangan, dan saluran pembuangan air limbah.

Pseudomonas aeruginosa telah di tetapkan oleh World Health Organization
(WHO) dalam daftar bakteri ’patogen prioritas”, dikenal sebagai prototipe patogen

Uniform Resource Locator: https://e-journal.lp3kamandanu.com/index.php/biocaster 1851



mailto:biocasterjournal@gmail.com
https://e-journal.lp3kamandanu.com/index.php/biocaster

Biocaster : Jurnal Kajian Biologi

E-ISSN 2808-277X; P-ISSN 2808-3598
Volume 6, Issue 3, July 2026, Page, 1838-1864
Email: biocasterjournal@gmail.com

multi-drug resistant dengan kemampuan bertahan hidup di berbagai kondisi
lingkungan, serta dapat menyebabkan infeksi nosokomial (Rachman et al., 2025).
Infeksi nosokmial adalah infeksi yang didapat oleh pasien selama menjalani
perawatan di rumah sakit (Ribeiro ef al., 2020). Bakteri ini menyebabkan infeksi
nasokmial melalui peralatan medis, karena bakteri ini cenderung berkembang biak
pada permukaan yang basah. Selain itu, Pseudomonas aeruginosa patogen
oportunistik yang resisten terhadap berbagai obat dan resisten antibiotik yang
tinggi, sehingga dapat menyebabkan infeksi akut pada individu dengan imun lemah
(Qin et al., 2022). Infeksi yang ditimbulkan meliputi pneumonia, Ventilator-
Associated Pneumonia (VAP), infeksi saluran kemih, bakteremia, sepsis, infeksi
luka bakar, infeksi luka operasi, dan infeksi jaringan lunak (Singh et al., 2024).

Isolat C1 dan D1 secara presumtif diidentifkasi sebagai Citrobacter freundii
memiliki karakteristik koloni berwarna ungu bentuk circular pada media EMBA.
Koloni berwarna ungu pada media EMBA menunjukkan kemampuan bakteri
memfermentasi laktosa. Warna ungu mengindikasikan fermentasi yang lebih lemah
dibandingkan Escherichia coli yang menghasilkan hijau metalik. Witaningrum et
al. (2021) menjelaskan genus Citrobacter diketahui mampu memfermentasikan
laktosa, namun beberapa strain bersifat fermentasi laktosa lambat (delay lactose
fermenter). Karakteristik lainnya, yaitu bakteri gram negatif berbentuk basil,
negatif indol, positif methyl red, negatif voges-proskauer, dan positif sitrat. Hasil
temuain ini sesuai dengan penelitian Khodabandeh ef al. (2025) yang menyatakan
Citrobacter freundii bakteri gram negatif bentuk basil, negatif indol, positif methyl
red, negatif voges-proskauer, dan positif sitrat.

Spesies Citrobacter freundii termasuk bakteri Coliform dari famili
Enterobacteriaceae bakteri batang gram-negatif, anaerob fakultatif, tidak
membentuk spora, dapat ditemukan dilingkungan, termasuk air, tanah, makanan,
dan dapat mengkolonisasi saluran usus manusia dan hewan (Chenhaka et al., 2023).
Ditemukannya Citrobacter freundii pada sumur 3 dan 4 yang berjarak masing-
masing 2,5 dan 6 meter dari saluran pembuangan dengan kondisi sumur yang buruk,
yaitu sumur tidak tertutup dan dinding sumur yang rendah dari permukaan tanah.
Hasil penelitian ini sejalan dengan temuan Tangkilisan ef al. (2018), yaitu faktor
konstruksi sumur dan jarak sumur gali terhadap sumber pencemar yang tidak
memenuhi syarat, sehingga dapat menyebabkan kontaminasi air sumur gali oleh
bakteri Coliform. Selain itu, Citrobacter freundii merupakan bakteri yang berasal
dari feses manusia dan hewan, sumur gali yang tidak terutup dan bibir sumur yang
rendah dengan permukaan tanah dapat terkontaminasi dengan mudah oleh bakteri
Coliform. Hasil temuan ini didukung oleh penelitian Aminah & Wahyuni (2018)
yang menyatakan adanya Coliform pada sampel air sumur berhubungan antara
konstruksi sumur dan jarak sumur dengan sumber pencemar terhadap total
Coliform.

Citrobacter freundii dilaporkan bersifat patogen dapat menyebabkan infeksi
pada berbagai organ, termasuk saluran kemih, pencernaan, pernafasan, dan sistem
saraf pusat. Sebagai patogen oportunistik, spesies Citrobacter dapat menginfeksi
neotanus, lansia, dan pada penderita gangguan imun (Xian et al., 2023). Citrobacter
freundii diketahui dapat menyebabkan beberapa penyakit infeksi, seperti neonatal
meningitis, gastroenteritris, sindrom hemolitik uremik, dan infeksi saluran
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hepatobiliary pada orang dengan sistem kekebalan tubuh yang lemah (Parapat &
Prasetya, 2025).

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri Escherichia coli
pada sampel air sumur gali. Berdasarkan dari hasil identifikasi makroskopis,
mikroskopis, dan uji biokimia IMVIC, dari 10 sampel sumur gali tidak ditemukan
karakteristik bakteri Escherichia coli pada sampel air sumur gali yang diteliti.
Meskipun isolat bakteri yang diperoleh menunjukkan karakteristik koloni yang
beragam dan didominasi oleh bakteri gram negatif berbentuk basil. Namun, hasil
uji biokimia IMVIC tidak menunjukkan karakteristik umum bakteri Escherichia
coli.

Beberapa kemungkinan faktor yang menyebabkan tidak ditemukannya
bakteri Escherichia coli pada sampel air sumur gali, seperti sanitasi lingkungan
yang baik, sumber pencemar, kondisi lingkungan, dan waktu pengambilan sampel.
Azizah & Rivai (2023) menyebutkan jenis tanah yang terdapat pada suatu daerah
dapat menyebabkan kontaminasi air tanah. Salah satu jenis tanah tersebut, yaitu
tanah berpasir, dimana jenis tanah ini mengandung partikel yang lebih besar,
sehingga memiliki daya tembus yang lebih besar juga. Di daerah penelitian, jenis
tanah cenderung tanah bertekstur liat dan padat. Hidayat & Graha (2017)
menjelaskan jenis tanah liat (c/ay) memiliki pori-pori yang kecil, sehingga daya
serap airnya rendah dan pergerakan air di dalam tanah berlangsung lebih lama.
Meskipun, jarak antara sumur gali dengan septic tank memiliki hubungan yang
signifikan terhadap keberadaan bakteri Escherichia coli (Achmad et al., 2020),
dekat dengan kandang ternak, dan sumber pencemar lainnya, tetapi apabila jenis
tanah pada suatu daerah merupakan tanah liat, air dari septic tank memiliki
kemungkinan yang kecil untuk mengontaminasi air tanah dalam skala daerah yang
besar.

Dalam penelitian Novarianti & Amsal (2022), ditemukan bahwa adanya
hubungan signifikan kontruksi sumur dengan kualitas bakteri Coliform, sedangkan
hasil analisis statistik pada variabel jarak sumber pencemar menggunakan uji chi
square menunjukkan tidak ada hubungan yang signifikan antara jarak sumber
pencemar dengan kualitas bakteri Eschricia coli. Penelitian variasi lainnya oleh
Sanjaya et al. (2024) menyebutkan bahwa terdapat hubungan yang signifikan antara
konstruksi sumur gali dengan kandungan Escherichia coli, tidak ada hubungan
yang signifikan antara jarak sumber pencemar dengan kandungan Escherichia coli,
serta tidak ada hubungan yang signifikan antara konstruksi sumur gali dan jarak
sumber pencemar secara stimultan dengan kandungan Escherichia coli. Aida
(2024) menjelaskan bahwa meskipun terdapat hubungan yang signifikan jarak
septic tank terhadap sumur gali dengan total Coliform, tetapi tidak terhadap
kandungan Escherichia coli, menunjukkan bahwa faktor lain seperti kualitas
konstruksi septic tank dan praktik sanitasi lainnya juga memainkan peran penting
dalam menentukan tingkat kontaminasi.

Selain itu, waktu pengambilan sampel juga dapat memengaruhi keberadaan
bakteri Escherichia coli seperti pada musim kemarau. Sedangkan, pengambilan
sampel dalam penelitian ini dilakukan pada bulan Mei 2026 pada saat musim
kemarau. Dotulung et al. (2024) menjelaskan bahwa pada musim kemarau, curah
hujan yang rendah menyebabkan berkurangnya limpasan permukaan dan infiltrasi

Uniform Resource Locator: https://e-journal.lp3kamandanu.com/index.php/biocaster 1853



mailto:biocasterjournal@gmail.com
https://e-journal.lp3kamandanu.com/index.php/biocaster

Biocaster : Jurnal Kajian Biologi

E-ISSN 2808-277X; P-ISSN 2808-3598
Volume 6, Issue 3, July 2026, Page, 1838-1864
Email: biocasterjournal@gmail.com

air yang dapat membawa bakteri kontaminan fekal ke dalam tanah. Jika pada musim
kemarau jumlah air yang bergerak melalui tanah lebih sedikit, maka peluang bakteri
untuk terbawa menuju sumur juga menurun.

Hasil penelitian ini memiliki implikasi praktis bagi masyarakat Dusun
Penemung dalam upaya menjaga kualitas mikrobiologi air sumur gali.
Ditemukannya salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, dan Citrobacter freundii
menunjukkan bahwa sebagian sumur masih berpotensi mengalami kontaminasi
mikrobiologis. Oleh karena itu, masyarakat perlu melakukan pengelolaan sumur
yang baik, seperti menjaga kebersihan lingkungan sekitar sumur, menghindari
penumpukan sampah dan genangan air di sekitar sumur, serta memastikan tidak
terdapat sumber pencemar yang berpotensi mencemari air tanah.

Perbaikan konstruksi sumur juga perlu menjadi perhatian, terutama pada
sumur yang tidak memiliki penutup, bibir sumur yang rendah, atau dinding sumur
yang belum kedap air. Konstruksi sumur yang memenuhi persyaratan kesehatan
dapat mengurangi masuknya air permukaan yang membawa mikroorganisme
patogen ke dalam sumur. Selain itu, jarak antara sumur dan sumber pencemar,
septic tank, saluran pembuangan air limbah, maupun kandang ternak, perlu tetap
memerhatikan ketentuan yang berlaku agar risiko kontaminasi mikrobiologis dapat
diminimalkan.

Penelitian ini mengidentifikasi bakteri berdasarkan karakteristik morfologi
kolini pada media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), pewarnaan gram, dan uji
biokimia IMViC. Metode tersebut merupakan metode identifikasi fenotipik yang
umum digunakan sebagai identifikasi awal, karena mampu memberikan gambaran
karakteristik bakteri berdasarkan sifat morfologi dan biokimia. Namun, beberapa
genus bakteri memiliki karakteristik fenotipik yang serupa, sehingga identifikasi
menggunakan metode ini belum dapat memastikan identifikasi isolat hingga tingkat
spesies. Oleh karena itu, hasil identifikasi pada penelitian ini masih bersifat dugaan
yang mengarah pada salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, dan Citrobacter
freundii. Untuk memperoleh identifikasi yang lebih akurat, diperlukan metode
konfirmasi seperti Polymerase Chain Reaction (PCR), sekuensing gen 16S rRNA,
atau metode molekuler lainnya.

Tidak ditemukannya Escherchia coli pada seluruh sampel air sumur gali
tidak sepenuhnya menunjukkan bahwa bakteri tersebut benar-benar tidak terdapat
pada lokasi penelitian. Hasil tersebut menunjukkan bahwa Escherchia coli tidak
terdeteksi menggunakan metode kultur yang digunakan dalam penelitian ini.
Kemungkinan terjadinya hasil negatif palsu (false negative) tetap dapat terjadi,
misalnya apabila jumlah bakteri dalam sampel sangat sedikit, bakteri berada dalam
kondisi stress atau Viable But Non-Culturable (VBNC), sehingga tidak mampu
tumbuh pada media kultur, atau dipengaruhi oleh sensitivitas metode identifikasi
yang digunakan. Dugaan ini diperkuat oleh penelitian Wardiani ef al. (2025) yang
mengatakan sel bakteri yanng mengalami stres lingkungan atau berada dalam
kondisi VBNC tetap hidup, tetapi tidak dapat membentuk koloni pada media kultur,
sehingga berpotensi menghasilkan hasil false negatif. Oleh karena itu, penggunaan
metode molekuler dengan sensitivitas yang lebih tinggi dapat dipertimbangkan
pada penelitian selanjutnya untuk mengonfirmasi keberadaan Escherchia coli pada
air sumur gali.
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Penyusunan Buku Petunjuk Praktikum Mikrobiologi

Berdasarkan hasil identifikasi bakteri Escherichia coli pada sampel air
sumur gali, penelitian ini tidak hanya menghasilkan data mengenai keberadaan
bakteri, tetapi juga menghasilkan produk pembelajaran berupa buku petunjuk
praktikum mikrobiologi. Penyusunan buku tersebut dilakukan dengan
memanfaatkan hasil penelitian sebagai sumber belajar kontekstual, sehingga materi
praktikum menjadi lebih relevan dengan kondisi nyata di lingkungan sekitar.

Dalam pelaksanaan praktikum, diperlukan panduan yang sistematis, relevan,
dan sesuai dengan capaian pembelajaran. Rustaman (dalam Fauziah & Fahrudin,
2022) berpendapat bahwa petunjuk praktikum merupakan salah satu fasilitas yang
dibutuhkan untuk memudahkan kegiatan pembelajaran di laboratorium, sehingga
tercapai tujuan permbelajaran. Pentingnya pengembangan petunjuk praktikum
digunakan, yaitu untuk mengaktifkan mahasiswa dan membantu mengembangkan
keterampilan proses dengan kegiatan pada petunjuk praktikum mikrobiologi. Oleh
karena itu, buku petunjuk harus divalidasi sebelum digunakan dalam proses
pembelajaran.
Model Pengembangan

Model pengembangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah model
4D (Four-D Model) yang dikembangkan oleh Sivasailam Thiagarajan, Dorothy S.
Semmel, dan Melvyn 1. Semmel tahun 1974. Model ini terdiri dari empat tahapan,
yaitu define (pendefinisian), design (perancangan), develop (pengembangan), dan
disseminate (penyebaran). Namun dalam penelitian ini, pengembangan hanya
dilakukan sampai tahap develop, yaitu pada tahap validasi oleh ahli/validator, tanpa
penyebaran produk secara luas.
Prosedur Pengembangan

Langkah-langkah dalam pengembangan produk dilakukan sebagai berikut:
1) tahap define, yaitu menganalisis kebutuhan peserta didik, kompetensi dasar,
karakteristik materi mikrobiologi, dan konteks lokal yang relevan; 2) tahap design,
yaitu menyusun draft awal buku petunjuk praktikum, termasuk struktur isi, tujuan
praktikum, prosedur kerja, serta aspek keselamatan kerja; 3) tahap develop, yaitu
melakukan validasi terhadap buku petunjuk oleh ahli (validator) dari segi isi,
bahasa, dan penyajian; dan 4) revisi produk, yaitu memperbaiki produk berdasarkan
masukan dan saran dari validator.
Subjek Validasi

Subjek yang terlibat dalam proses validasi adalah 3 orang validator yang
terdiri atas dosen ahli media, ahli bahasa, dan ahli materi dalam bidang
mikrobiologi. Para validator memberikan penilaian terhadap buku petunjuk
menggunakan lembar validasi yang telah disiapkan.
Instrumen Pengumpulan Data

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah lembar validasi yang
memuat tiga aspek penilaian, yaitu aspek media, aspek bahasa, dan aspek materi.
Teknik Analisis Data

Persamaan yang digunakan untuk menghitung validitas perangkat
pembelajaran adalah rumus Aiken’s V sebagai berikut:

(n(c-1)
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Keterangan:
V = Indeks validitas;
S =r-lo;

r = Angka yang diberikan oleh penilai;
lo = Angka penilaian validitas yang terendah yakni (1); dan
¢ = Angka penilaian validitas tertinggi yakni (5).

Tabel 3. Kriteria Kevalidan Petunjuk Praktikum Mikrobiologi.

V=04 Kurang Valid
04>V <028 Valid
V>0.8 Sangat Valid

Tabel 4. Hasil Validasi oleh Validator.

1 Ahli Media 0.86 Sangat Valid
2 Ahli Bahasa 0.86 Sangat Valid
3 Ahli Materi 0.56 Valid

Hasil Validasi Buku Petunjuk Praktikum Mikrobiologi

Buku petunjuk prakrikum mikrobiologi yang dikembangkan pada penelitian
ini telah melalui tahap validasi oleh tiga validator, yaitu ahli media, ahli bahasa, dan
ahli materi. Validasi dilakukan untuk mengetahui tingkat kelayakan buku petunjuk
praktikum sebelum digunakan sebagai bahan ajar dalam kegiatan praktikum
mikrobiologi. Hasil validasi ahli media memperoleh nilai Aiken’s V sebesar 0,87
sehingga termasuk kategori sangat valid. Nilai tersebut menunjukkan bahwa aspek
tampilan buku petunjuk praktikum yang meliputi desain sampul, tata letak,
pemilihan huruf, ilustrasi, dan penyajian isi telah memenuhi kriteria kelayakan
media pembelajaran. Tampilan media yang baik dapat meningkatkan daya tarik
serta memudahkan peserta didik dalam memahami materi yang disajikan. Hasil ini
sejalan dengan penelitian Ramadhani et al. (2022) yang menyatakan bahwa
perangkat pembelajaran dengan nilai validitas tinggi berdasarkan Aiken’s V
dinyatakan layak digunakan dalam proses pembelajaran.

Validasi oleh ahli bahasa memperoleh nilai Aiken’s V sebesar 0,86 dengan
kategori sangat valid. Hasil tersebut menunjukkan bahwa penggunaan bahasa,
struktur kalimat, penggunaan istilah ilmiah, dan keterbacaan buku telah sesuai
dengan Kaidah Bahasa Indonesia, sehingga mudah dipahami oleh pengguna.
Bahasa yang baik dan benar pada bahan ajar berperan penting dalam mengurangi
kesalahan penafsiran dan membantu peserta didik memahami konsep yang
dipelajari. Temuan ini didukung oleh penelitian Kartikaningrum (2024) yang
menyatakan bahwa aspek kebahasaan merupakan salah satu komponen utama
dalam menentukan validitas bahan ajar.

Hasil validasi ahli materi memperoleh nilai Aiken’s V sebesar 0,56 dengan
kategori valid. Hal ini menunjukkan bahwa isi buku telah sesuai dengan tujuan
praktikum, meskipun masih memerlukan penyempurnaan berdasarkan saran
validator, terutama pada penggunaan gambar yang lebih representatif. Dengan
demikian, buku telah memenuhi kelayakan isi sebagai media pendukung praktikum.
Revisi berdasarkan masukan validator bertujuan meningkatkan kualitas isi dan
kejelasan penyampaian materi, sehingga buku menjadi lebih efektif digunakan.
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Hasil ini sejalan dengan penelitian Mulyati et al. (2022) dan Safnhowandi (2024)
yang menyatakan bahwa revisi berdasarkan hasil validasi ahli merupakan bagian
penting dalam menghasilkan bahan ajar yang layak.

Berdasarkan hasil validasi oleh ahli media, ahli bahasa, dan ahli materi,
buku petunjuk praktikum mikrobiologi yang dikembangkan menunjukkan tingkat
kelayakan yang baik. Meskipun terdapat beberapa saran perbaikan, seperti
penyempurnaan ilustrasi dan penyajian materi, revisi telah dilakukan sesuai
masukan dari para validator. Dengan demikian, buku petunjuk praktikum yang
dikembangkan telah memenuhi aspek isi, kebahasaan, dan media, sehingga layak
digunakan sebagai penunjang kegiatan praktikum mikrobiologi. Keberadaan buku
petunjuk praktikum ini diharapkan dapat membantu mahasiswa dalam memahami
prosedur praktikum secara sistematis, meningkatkan keterampilan praktikum, serta
mendukung proses pembelajaran yang lebih efektif dan kontekstual, karena disusun
berdasarkan hasil penelitian identifikasi Escherichia coli pada air sumur gali.

SIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa Escherichia coli tidak terdeteksi pada 10
sampel air sumur gali di Dusun Penemung berdasarkan identifikasi menggunakan
media EMBA, morfologi koloni, pewarnaan gram, dan uji biokimia IMViC.
Berdasarkan karakteristik fenotipik yang diperoleh, isolat secara presumtif diduga
merupakan Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, dan Citrobacter freundii.
Namun, identifikasi tersebut masih memerlukan konfirmasi menggunakan metode
molekuler atau sistem identifikasi bakteri otomatis untuk memastikan identitas
isolat. Penelitian ini juga menghasilkan buku petunjuk praktikum mikrobiologi
berbasis hasil penelitian yang telah divalidasi oleh ahli media, ahli bahasa, dan ahli
materi dengan nilai Aiken's V berturut-turut sebesar 0,86 (sangat valid), 0,86 (sangat
valid), dan 0,56 (valid). Hasil tersebut menunjukkan bahwa buku petunjuk
praktikum memenuhi aspek media, bahasa, dan materi, sehingga layak digunakan
sebagai penunjang kegiatan praktikum mikrobiologi.

SARAN

Disarankan untuk dilakukan penelitian berikutnya menggunakan sampel
dengan jumlah yang lebih banyak dan mencangkup lokasi sumur yang lebih
beragam agar hasil lebih representatif, dan pengambilan sampel disarankan
dilakukan pada musim yang berbeda dengan penelitian ini untuk membuktikan
dugaan peneliti dan menambahkan uji biokimia lainnya, seperti TSIA, uji urease,
uji motilitas, dan uji H2S untuk meningkatkan ketepatan identifikasi bakteri hingga
tingkat spesies. Selain itu, identifikasi molekuler menggunakan analisis gen 16S
rRNA dilakukan untuk memastikan identitas isolat secara akurat.
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