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ABSTRAK

Minuman es teh yang dijual oleh pedagang kaki lima banyak dipilih karena mudah diperoleh dan
memiliki harga yang relatif terjangkau. Proses pengolahan dan penyajian yang kurang memperhatikan
higiene dan sanitasi dapat meningkatkan risiko terjadinya kontaminasi mikrobiologis. Salah satu
bakteri yang dapat digunakan sebagai indikator pencemaran fekal adalah Escherichia coli. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan Escherichia coli pada minuman es teh yang dijual oleh
pedagang kaki lima di Desa Dukuh Tengah, Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes. Penelitian
menggunakan metode deskriptif kualitatif dengan pemeriksaan laboratorium terhadap 15 sampel
minuman es teh. Pemeriksaan dilakukan secara bertahap menggunakan media Lactose Broth (LB),
Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB), dan Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), kemudian
dilanjutkan dengan pewarnaan Gram dan uji biokimia IMViC. Seluruh sampel menunjukkan hasil
positif pada media LB dan BGLB, sedangkan 14 sampel menunjukkan pertumbuhan koloni pada
media EMBA. Hasil pewarnaan Gram terhadap 14 isolat tersebut menunjukkan bentuk basil Gram
negatif. Pemeriksaan IMViC selanjutnya menunjukkan bahwa enam isolat memiliki pola reaksi
biokimia yang sesuai dengan karakteristik E. coli. Berdasarkan hasil tersebut, E. coli ditemukan pada
sebagian sampel minuman es teh yang diperiksa. Temuan ini menunjukkan perlunya penerapan
higiene dan sanitasi yang baik selama proses pengolahan maupun penyajian minuman untuk
membantu menjaga keamanan pangan.

Kata Kunci: Escherichia Coli, Es Teh, Higiene Sanitasi, IMViC, Keamanan Pangan.

ABSTRACT

Iced tea sold by street vendors is commonly consumed because it is readily available and relatively
inexpensive. Inadequate hygiene and sanitation during preparation and serving may increase the
possibility of microbial contamination. Escherichia coli is one of the bacteria that can serve as an
indicator of fecal contamination. This study aimed to determine the presence of Escherichia coli in
iced tea sold by street vendors in Dukuh Tengah Village, Ketanggungan District, Brebes Regency. A
descriptive qualitative approach was applied through laboratory examination of 15 iced tea samples.
The identification process was carried out using Lactose Broth (LB), Brilliant Green Lactose Bile
Broth (BGLB), and Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), followed by Gram staining and IMViC
biochemical testing. All samples showed positive results in both LB and BGLB media, while 14
samples exhibited colony growth on EMBA. Gram staining of the 14 isolates revealed Gram-negative
bacilli. Further examination using the IMViC test showed that six isolates had a biochemical reaction
pattern consistent with the characteristics of E. coli. These findings indicate that E. coli was present
in some of the iced tea samples examined. The results highlight the need for proper hygiene and
sanitation practices during beverage preparation and serving to support food safety.

Keywords: Escherichia Coli, Iced Tea, Hygiene And Sanitation, IMViC, Food Safety.
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PENDAHULUAN

Keamanan pangan merupakan salah satu aspek penting dalam upaya menjaga kesehatan
masyarakat. Makanan dan minuman yang dikonsumsi perlu memenuhi persyaratan
keamanan, mutu, higiene, dan sanitasi agar tidak menjadi media penyebaran penyakit.
Keamanan pangan berkaitan dengan upaya mencegah terjadinya pencemaran biologis, kimia,
maupun fisik selama proses pengolahan, penyimpanan, hingga penyajian makanan dan
minuman (Organisasi Kesehatan Dunia [WHO], 2024).

Higiene dan sanitasi merupakan dua aspek yang saling berkaitan dalam menjaga
keamanan pangan. Higiene lebih menitikberatkan pada perilaku serta kebiasaan individu
dalam menjaga kebersihan diri dan proses penanganan makanan, sedangkan sanitasi
berhubungan dengan pengendalian kondisi lingkungan yang dapat memengaruhi kesehatan
dan keamanan pangan. Penerapan higiene dan sanitasi yang tidak memadai dapat
meningkatkan kemungkinan masuknya mikroorganisme berbahaya, termasuk Escherichia
coli, ke dalam makanan maupun minuman yang dikonsumsi masyarakat (Hutasoit, 2020).

Penyakit yang ditularkan melalui makanan atau minuman masih menjadi salah satu
permasalahan kesehatan masyarakat, termasuk di Indonesia. Gangguan kesehatan akibat
pangan yang tidak aman dapat terjadi dalam bentuk infeksi maupun intoksikasi. Gejala yang
ditimbulkan dapat berupa mual, muntah, nyeri atau mulas pada perut, diare, hingga dehidrasi,
terutama ketika makanan atau minuman mengandung mikroorganisme patogen maupun
toksin yang dihasilkannya (Organisasi Kesehatan Dunia [WHO], 2024). Salah satu bakteri
yang berkaitan dengan kejadian gangguan saluran pencernaan tersebut adalah Escherichia
coli. Bakteri ini secara normal merupakan bagian dari mikrobiota saluran pencernaan
manusia dan hewan berdarah panas, tetapi keberadaannya pada makanan atau minuman dapat
menunjukkan adanya kemungkinan pencemaran fekal dan berpotensi menimbulkan gangguan
kesehatan pada kondisi tertentu (Hutasoit, 2020).

Escherichia coli merupakan bakteri berbentuk batang atau basil, bersifat Gram negatif,
fakultatif anaerob, dan umumnya berukuran sekitar 1-3 pm. Bakteri ini dapat bergerak
dengan bantuan flagela serta mempunyai kemampuan memfermentasi laktosa. Keberadaan E.
coli sering digunakan sebagai indikator sanitasi karena dapat memberikan gambaran
mengenai kemungkinan terjadinya pencemaran fekal pada pangan maupun air. Kontaminasi
E. coli pada makanan dan minuman juga berkaitan dengan kualitas mikrobiologis air yang
digunakan dalam proses pengolahan maupun penyajiannya. Air yang tidak memenuhi
persyaratan mikrobiologis dapat menjadi salah satu jalur masuknya bakteri ke dalam produk
yang dikonsumsi (Zikra et al., 2018). Oleh karena itu, pemeriksaan terhadap keberadaan E.
coli dapat digunakan sebagai salah satu pendekatan untuk menilai aspek keamanan
mikrobiologis suatu produk pangan.

Pencemaran bakteri pada makanan dan minuman dapat berlangsung melalui
kontaminasi langsung maupun kontaminasi silang. Kontaminasi langsung dapat terjadi
apabila bahan atau air yang digunakan telah tercemar, sedangkan kontaminasi silang dapat
berlangsung melalui tangan penjamah, peralatan, wadah penyimpanan, maupun permukaan
lain yang telah terkontaminasi. Kondisi lingkungan tempat pengolahan dan penyajian yang
kurang higienis juga dapat meningkatkan peluang masuknya mikroorganisme ke dalam
minuman. Dengan demikian, risiko cemaran tidak hanya berkaitan dengan bahan utama,
tetapi juga dengan seluruh tahapan penanganan produk sejak pengolahan hingga siap
dikonsumsi.

Risiko cemaran E. coli juga ditemukan pada berbagai jenis minuman siap konsumsi.
Hal tersebut menunjukkan bahwa keamanan mikrobiologis perlu diperhatikan tidak hanya
pada bahan yang digunakan, tetapi juga selama proses pengolahan dan penyajiannya (Caesar
& Rohmah, 2021). Penggunaan air yang tidak memenuhi persyaratan, kebersihan peralatan
yang kurang terjaga, serta kondisi lingkungan yang tidak mendukung dapat menjadi faktor
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yang memungkinkan terjadinya kontaminasi. Pada minuman yang disiapkan di lingkungan
terbuka, paparan dari lingkungan sekitar juga dapat meningkatkan peluang masuknya
mikroorganisme. Selain itu, praktik higiene penjamah makanan yang kurang baik dapat
memperbesar kemungkinan terjadinya kontaminasi selama proses penanganan (Wispriyono et
al., 2021; Hutasoit, 2020).

Salah satu minuman siap konsumsi yang banyak dijumpai dan diminati masyarakat
adalah es teh. Minuman ini relatif mudah diperoleh, memiliki harga terjangkau, dan banyak
dijual oleh pedagang kaki lima. Namun, proses pengolahan dan penyajiannya yang sering
dilakukan pada lingkungan terbuka dapat memberikan peluang terjadinya kontaminasi
mikrobiologis. Sumber cemaran dapat berasal dari air dan es batu yang digunakan, peralatan
yang kurang bersih, wadah penyimpanan, tangan penjamah, maupun lingkungan sekitar
tempat penjualan. Kondisi tersebut dapat diperburuk apabila proses penyimpanan dan
penanganan minuman tidak dilakukan dengan memperhatikan prinsip higiene dan sanitasi.
Keberadaan bakteri indikator seperti E. coli pada minuman siap konsumsi dapat menjadi
tanda adanya permasalahan sanitasi dan kemungkinan pencemaran fekal yang berhubungan
dengan risiko penyakit bawaan pangan (foodborne disease) (Wispriyono et al., 2021;
Hutasoit, 2020).

Penerapan higiene dan sanitasi yang kurang baik selama pengolahan maupun penyajian
minuman dapat meningkatkan kemungkinan terjadinya cemaran bakteri. Kebersihan
penjamah, peralatan, bahan yang digunakan, serta lingkungan pengolahan merupakan
beberapa aspek yang perlu diperhatikan untuk mencegah masuknya mikroorganisme ke
dalam produk. Keberadaan E. coli dapat digunakan sebagai salah satu indikator dalam
menilai kondisi sanitasi tersebut sehingga pemeriksaannya penting dilakukan pada produk
minuman yang dikonsumsi secara langsung oleh masyarakat (Hamida, 2024; Politon &
Novarianti, 2022; Nasution & Nanda, 2026).

Berdasarkan Peraturan Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) Republik
Indonesia tentang batas maksimum cemaran mikroba dalam pangan, keberadaan bakteri
Escherichia coli pada minuman siap konsumsi tidak diperbolehkan atau harus negatif dalam 1
mL atau 1 gram sampel. Peraturan Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) RI No. 13
Tahun 2019 tentang Batas Maksimal Cemaran Mikroba dalam Pangan Olahan, standar
keamanan untuk cemaran Escherichia coli (E. coli) pada produk minuman (kategori minuman
siap konsumsi) umumnya adalah Batas Maksimal E. coli: < 3 APM/ml atau < 3 koloni/ml
(Angka Paling Mungkin/Most Probable Number).

Secara mikrobiologis, karakteristik E. coli dapat dimanfaatkan dalam proses identifikasi
melalui beberapa tahapan pemeriksaan. Kemampuan bakteri dalam memfermentasi laktosa
dapat diamati melalui terbentuknya asam dan gas pada media Lactose Broth (LB) maupun
Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB), yang ditandai dengan adanya gas pada tabung
Durham. Selanjutnya, pertumbuhan pada media Eosin Methylene Blue (EMB) Agar dapat
memberikan petunjuk awal melalui karakteristik koloni, termasuk munculnya kilap hijau
metalik pada koloni yang diduga E. coli. Meskipun demikian, karakteristik koloni pada EMB
Agar bersifat presumtif sehingga belum cukup untuk memastikan identitas bakteri. Oleh
karena itu, diperlukan pemeriksaan lanjutan berupa pewarnaan Gram dan uji biokimia
IMViC. Pada pewarnaan Gram, E. coli umumnya tampak sebagai basil Gram negatif
berwarna merah muda atau merah, sedangkan pola biokimia yang umum ditemukan pada uji
IMViC adalah Indole positif, Methyl Red positif, Voges—Proskauer negatif, dan Citrate
negatif (++--) (Farizqi et al., 2023).

Desa Dukuh Tengah, Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes merupakan salah
satu wilayah yang terdapat pedagang kaki lima dengan penjualan minuman es teh sebagai
minuman siap konsumsi. Tingginya keberadaan dan konsumsi minuman tersebut menjadikan
aspek keamanan mikrobiologis perlu mendapat perhatian. Penelitian mengenai cemaran E.
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coli pada minuman es teh telah dilakukan di beberapa wilayah, salah satunya di Pasar
Embrio, Jakarta Timur, dengan pemeriksaan menggunakan metode Most Probable Number
(MPN) untuk mengetahui keberadaan cemaran bakteri. Namun, informasi mengenai
keberadaan E. coli pada minuman es teh yang dijual oleh pedagang kaki lima di Desa Dukuh
Tengah, Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes masih terbatas. Kondisi tersebut
menjadi dasar perlunya dilakukan pemeriksaan untuk memperoleh gambaran mengenai
kualitas mikrobiologis minuman es teh yang dijual di wilayah tersebut (Sari et al., 2025).

Berdasarkan kondisi tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui keberadaan
Escherichia coli pada sampel minuman es teh yang dijual oleh pedagang kaki lima di Desa
Dukuh Tengah, Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes. Pemeriksaan dilakukan secara
deskriptif kualitatif melalui beberapa tahapan, yaitu uji penduga menggunakan Lactose Broth
(LB), uji penegasan menggunakan Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB), isolasi pada
Eosin Methylene Blue (EMB) Agar, pewarnaan Gram, dan pemeriksaan biokimia IMViC.
Rangkaian pemeriksaan tersebut digunakan untuk mengamati karakteristik bakteri secara
bertahap hingga diperoleh hasil identifikasi yang sesuai dengan karakteristik E. coli.
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai kondisi mikrobiologis
minuman es teh yang dijual oleh pedagang kaki lima di wilayah tersebut serta menjadi bahan
evaluasi dalam penerapan higiene dan sanitasi untuk mendukung keamanan pangan dan
melindungi kesehatan masyarakat.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi keberadaan bakteri Escherichia coli
pada sampel minuman es teh yang dijual oleh pedagang kaki lima di Desa Dukuh Tengah,
Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes. Pemeriksaan dilakukan secara langsung
melalui penggunaan media mikrobiologi, dengan hasil pemeriksaan dikategorikan sebagai
positif atau negatif berdasarkan keberadaan bakteri Escherichia coli. Penelitian ini tidak
melakukan pengukuran jumlah bakteri secara kuantitatif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan bakteri Escherichia coli pada
minuman es teh yang diperoleh dari pedagang kaki lima di Desa Dukuh Tengah, Kecamatan
Ketanggungan, Kabupaten Brebes. Proses identifikasi dilakukan secara bertahap melalui uji
penduga dengan media Lactose Broth (LB), uji penegasan menggunakan Brilliant Green
Lactose Bile Broth (BGLB), isolasi pada media Eosin Methylene Blue Agar (EMBA),
pewarnaan Gram, dan dilanjutkan dengan uji biokimia IMViC yang terdiri atas Indole,
Methyl Red (MR), Voges—Proskauer (VP), dan Simmons Citrate.

Pemeriksaan terhadap 15 sampel menunjukkan bahwa seluruh sampel (15/15)
memberikan hasil positif pada uji penduga menggunakan Lactose Broth (LB) maupun uji
penegasan dengan Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB). Hasil tersebut menunjukkan
adanya bakteri yang mampu memfermentasi laktosa pada sampel yang diperiksa. Pada tahap
isolasi menggunakan media EMBA, sebanyak 14 dari 15 sampel menunjukkan pertumbuhan
koloni yang memiliki karakteristik dugaan Escherichia coli. Sementara itu, sampel S12 tidak
menunjukkan pertumbuhan koloni pada media EMBA sehingga tidak dapat dilanjutkan ke
pemeriksaan pewarnaan Gram dan uji biokimia IMViC. Selanjutnya, ke-14 isolat yang
berhasil diperiksa melalui pewarnaan Gram menunjukkan bentuk basil Gram negatif.
Berdasarkan pemeriksaan IMViC, terdapat enam isolat yang menunjukkan pola biokimia
khas Escherichia coli.

Hasil pemeriksaan tersebut kemudian disajikan secara bertahap berdasarkan urutan
pemeriksaan, mulai dari uji penduga pada media Lactose Broth (LB), uji penegasan
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menggunakan Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB), isolasi pada media Eosin
Methylene Blue Agar (EMBA), pewarnaan Gram, hingga pemeriksaan biokimia IMViC.
Hasil Uji Penduga (Presumptive Test) dengan Media Lactose Broth

Tahap pemeriksaan pertama dilakukan dengan menggunakan media Lactose Broth (LB)
sebagai uji penduga untuk melihat adanya bakteri yang mampu memfermentasi laktosa.
Setelah diinkubasi selama 2448 jam, hasil pemeriksaan dinyatakan positif apabila terbentuk
gas di dalam tabung Durham.

Tabel 1 Hasil Uji Penduga Menggunakan Media Lactose Broth (LB)

No. | Kode Sampel | Hasil Pengamatan LB Interpretasi
1. S1 + Positif
2. S2 + Positif
3. S3 + Positif
4. S4 + Positif
5. S5 + Positif
6. S6 + Positif
7. S7 + Positif
8. S8 + Positif
9. S9 + Positif
10. S10 + Positif
11. S11 + Positif
12. S12 + Positif
13. S13 + Positif
14. S14 + Positif
15. S15 + Positif

Keterangan: (+) Menandakan terbentuknya gas pada tabung Durham setelah proses
inkubasi.

Berdasarkan Tabel 3.1, seluruh sampel minuman es teh (15/15) menunjukkan adanya
gas pada tabung Durham setelah proses inkubasi selama 24-28 jam. Hasil tersebut
menunjukkan respons positif pada tahap uji penduga menggunakan media LB. Selanjutnya,
seluruh sampel diteruskan ke tahap uji penegasan menggunakan media BGLB untuk
mengetahui keberadaan bakteri yang mampu memfermentasi laktosa.

Gambar 1 Hasil Uji Penduga Menggunakan Media Lactose Broth (LB) yang menunjukakan

terbentuknya gas pada tabung Durham.

Hasil Uji Penegasan Menggunakan Media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB)

Uji penegasan dilakukan pada seluruh sampel yang sebelumnya memberikan hasil
positif pada uji penduga menggunakan media Lactose Broth (LB). Pemeriksaan dilanjutkan
dengan media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) untuk memastikan adanya bakteri
koliform yang mampu memfermentasi laktosa. Hasil positif ditunjukkan oleh terbentuknya
gas pada tabung Durham setelah sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 24—48 jam.
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Tabel 2 Hasil Uji Penegasan Menggunakan Media Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB)

No. | Kode Sampel | Hasil Pengamatan BGLB Interpretasi
1. S1 + Positif
2. S2 + Positif
3. S3 + Positif
4. S4 + Positif
5. S5 + Positif
6. S6 + Positif
7. S7 + Positif
8. S8 + Positif
9. S9 + Positif
10. S10 + Positif
11. S11 + Positif
12. S12 + Positif
13. S13 + Positif
14. S14 + Positif
15. S15 + Positif

Keterangan: (+) Menandakan terbentuknya gas pada tabung Durham yang menunjukkan
reaksi positif pada media BGLB.

Mengacu pada Tabel 2, seluruh sampel yang diperiksa, yaitu 15 sampel, menunjukkan
hasil positif pada tahap uji penegasan dengan media BGLB. Terbentuknya gas di dalam
tabung Durham menjadi indikator adanya aktivitas fermentasi laktosa oleh mikroorganisme
yang terdapat dalam sampel. Selanjutnya, seluruh sampel tersebut diinokulasikan pada media
EMB untuk mendapatkan isolat yang dapat diamati berdasarkan karakteristik koloninya.
Isolat yang diperoleh kemudian digunakan untuk pemeriksaan lanjutan guna mendukung
proses identifikasi bakteri

Gambar 2 Hasil Uji Penegasan Menggunakan Media Brilliant Green Lactose Broth (BGLB) yang
menunjukkan terbentuknya gas pada tabung Durham.

Hasil Uji Deteksi Menggunakan Media Eosin Methylene Blue (EMB)

Sampel yang sebelumnya menunjukkan hasil positif pada uji penegasan menggunakan
Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) selanjutnya diperiksa pada media Eosin
Methylene Blue (EMB) Agar. Media EMB Agar bersifat selektif dan diferensial sehingga
dapat digunakan untuk mengisolasi serta menduga bakteri Gram negatif yang mampu
memfermentasi laktosa, terutama Escherichia coli. Adanya koloni dengan warna hijau
metalik pada media EMB menjadi salah satu karakteristik yang mengarah pada dugaan
Escherichia coli. Koloni tersebut kemudian perlu diperiksa lebih lanjut melalui pewarnaan
Gram dan uji biokimia IMViC untuk memastikan identitas bakteri.
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Tabel 3 Hasil Uji Deteksi Menggunakan Eosin Methylene Blue (EMB)

No. | Kode Sampel Hasil Pengamatan EMB Interpretasi
1. Sl Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
2. S2 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
3. S3 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
4. S4 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
5. S5 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
6. S6 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
7. S7 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
8. S8 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)
9. S9 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

10. S10 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

11. S11 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

12. S12 Tidak ditemukan Pertumbuhan Koloni Negatif (-)

13. S13 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

14. S14 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

15. S15 Terbantuknya Koloni dengan Kilap hijau Metalik Positif (+)

Berdasarkan Tabel 3, sebanyak 14 isolat menampilkan sel bakteri berbentuk basil
berwarna merah muda pada pengamatan mikroskopis sehingga diinterpretasikan sebagai
bakteri Gram negatif. Sementara itu, bahan uji S12 tidak dilakukan pewarnaan Gram karena
tidak menampilkan pertumbuhan koloni pada media (EMB) , sehingga tidak tersedia isolat
yang dapat diamati secara mikroskopis. Karakteristik bakteri berbentuk basil Gram negatif
pada 14 isolat tersebut mendukung dugaan keberadaan E. Coli berdasarkan isolasi pada
media EMB, namun belum dapat dipastikan identitas spesies bakteri. Karenanya, dilakukan
uji biokimia IMViC sebagai tahap konfirmasi untuk mengidentifikasi bakteri berdasarkan
karakteristik biokimianya.

(a) Sampel S1

e

(Positif) (b) Sampel S12 (Negatif)

Gambar 3. Hasil uji isolasi menggunakan media Eosin Methylene Blue (EMB) Agar: (a) sampel S1
menunjukkan pertumbuhan koloni hijau metalik yang diduga sebagai Escherichia coli; (b) sampel S12
tidak menunjukkan pertumbuhan koloni pada media EMB setelah inkubasi selama 2448 jam.

Hasil Uji Identifikasi Menggunakan Metode Pewarnaan Gram
Pewarnaan Gram dilakukan pada isolat bakteri yang tumbuh pada media Eosin
Methylene Blue (EMB) Agar. Pemeriksaan ini digunakan untuk melihat bentuk atau
morfologi serta sifat Gram dari bakteri berdasarkan karakteristik struktur dinding selnya.
Hasil pewarnaan tersebut selanjutnya dapat digunakan sebagai salah satu dasar dalam proses
identifikasi bakteri.
Tabel 4 Hasil Uji Identifikasi Menggunakan Metode Pewarnaan Gram

No. | Kode Sampel Hasil Pengamatan Pewarnaan Gram Interpretasi
1. S1 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
2. S2 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
3. S3 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (1)
4. 5S4 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
5. S5 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
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6. S6 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
7. S7 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (1)
8 S8 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
9. S9 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
10. S10 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
11. S11 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (1)
12. S12 Tidak dilakukan karena tidak terdapat pertumbuhan | Negatif (-)
koloni pada media EMB
13. S13 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
14. S14 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (+)
15. S15 Basil Berwarna Merah Mudah (Gram Negatif) Positif (1)

Berdasarkan Tabel 4, sebanyak 14 isolat menampilkan sel bakteri berbentuk basil
berwarna merah muda pada pengamatan mikroskopis sehingga diinterpretasikan sebagai
bakteri Gram negatif. Sementara itu, bahan uji S12 tidak dilakukan pewarnaan Gram karena
tidak menampilkan pertumbuhan koloni pada media (EMB) , sehingga tidak tersedia isolat
yang dapat diamati secara mikroskopis. Karakteristik bakteri berbentuk basil Gram negatif
pada 14 isolat tersebut mendukung dugaan keberadaan E. Coli berdasarkan isolasi pada
media EMB, namun belum dapat dipastikan identitas spesies bakteri. Karenanya, dilakukan
uji biokimia IMViC sebagai tahap konfirmasi untuk mengidentifikasi bakteri berdasarkan
karakteristik biokimianya.

(e;)Sampel S2 (Gram Negat‘if)

Gambar 4. Hasil pewarnaan Gram pada sampel positif menunjukkan bakteri berbentuk basil berwarna
merah muda (Gram negatif).

Hasil Uji Biokimia IMViC

Pemeriksaan biokimia IMViC dilakukan sebagai tahap lanjutan untuk memastikan
identitas bakteri berdasarkan sifat biokimianya. Rangkaian pemeriksaan ini terdiri atas uji
Indole (I), Methyl Red (MR), Voges—Proskauer (VP), dan Sitrat (C). Keempat uji tersebut
digunakan untuk melihat kemampuan bakteri dalam menghasilkan indol dari triptofan,
melakukan fermentasi asam campuran, membentuk asetoin, serta menggunakan sitrat sebagai
sumber karbon. Hasil pemeriksaan IMViC selanjutnya digunakan untuk memastikan identitas
isolat yang sebelumnya diduga sebagai Escherichia coli berdasarkan karakteristik
pertumbuhan pada media Eosin Methylene Blue (EMB) Agar dan hasil pewarnaan Gram.

Tabel 5 Hasil Uji Biokimia IMViC

No. | Kode Sampel Indole MR VP Sitrat
1. Sl + + - +
2. S2 + + - +
3. S3 + + - +
4. S4 - + - -

5. S5 + + - -
6. S6 + + - -
7. S7 + + - -
8. S8 + + - +
0. S9 + + - +
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10. S10 + + - +
11. S11 + + - -
12. S12 TD TD TD TD
13. S13 + + - -
14. S14 + + + +
15. S15 + + - -

Keterangan: TD = tidak dilakukan, karena sampel tidak memperlihatkan pertumbuhan
koloni pada media Eosin Methylene Blue (EMB) Agar sehingga tidak diperoleh isolat untuk
pemeriksaan biokimia IMViC.

Berdasarkan Tabel 5, pemeriksaan biokimia IMViC memperlihatkan adanya variasi
pola reaksi pada isolat yang diuji. Pada pemeriksaan Indole, sebagian besar isolat
memberikan hasil positif yang ditunjukkan dengan terbentuknya cincin merah setelah
penambahan reagen Kovac, sedangkan satu isolat memberikan hasil negatif. Seluruh isolat
menunjukkan hasil positif pada uji Methyl Red (MR), yang ditandai dengan perubahan warna
media menjadi merah. Pada uji Voges—Proskauer (VP), sebagian besar isolat memberikan
hasil negatif dan hanya satu isolat yang menunjukkan hasil positif. Sementara itu, pada uji
Simmons Sitrat ditemukan isolat dengan hasil positif yang ditandai oleh perubahan warna
media dari hijau menjadi biru, sedangkan isolat lainnya memberikan hasil negatif.

Hasil kombinasi keempat uji tersebut menunjukkan bahwa enam isolat, yaitu S5, S6,
S7, S11, S13, dan S15, memiliki pola Indole (+), Methyl Red (+), Voges—Proskauer (—), dan
Sitrat (—). Pola tersebut sesuai dengan karakteristik biokimia Escherichia coli. Adapun isolat
S1, S2, S3, S4, S8, S9, S10, dan S14 menunjukkan kombinasi reaksi yang berbeda dari pola
tersebut, sehingga belum dapat dikonfirmasi sebagai Escherichia coli berdasarkan
pemeriksaan IMViC dan lebih mengarah pada dugaan bakteri koliform lainnya. Sampel S12
tidak dilakukan pemeriksaan IMViC karena sejak tahap isolasi pada media EMB Agar tidak
menunjukkan pertumbuhan koloni.

(a) Hasil Uji Indol Positif (Terbentuk
Cincin Merah)

~ Al

Hasil Uji Indol S. 5

Hasil Uji Indol Negatif (Tidak
Terbentuk Cincin Merah)

I Hasil Uji Indol S10

(b) Hasil Uji MR Positif (Media
Berwarna Merah)

Hasil Uji MR Negatif (Media
Berwarna kuning

N

Hasil uji MR S6
Rl
T ok B
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(c) Hasil Uji VP Positif (Warna Hasil Uji VP Negatif (Media
Merah/Merah Muda) Tidak Berubah Warna menajdi

¢ - g
Hasil Uji VP S1

(d) Hasil Uji Simmons Citrate (e) Hasil Uji Simmons Citarte
Positif (Media Berubah Warna (MediaTidak Berubah Warna
Jadi Biru) Menajdi Biru)

Hasil Uji Citrate S3

Berdasarkan Gambar 5, setiap isolat menunjukkan reaksi yang berbeda pada
pemeriksaan biokimia IMViC. Hasil positif pada uji Indole ditunjukkan dengan munculnya
cincin berwarna merah setelah penambahan reagen Kovac, sedangkan hasil negatif ditandai
dengan tidak terbentuknya cincin merah. Pada uji Methyl Red (MR), perubahan warna media
menjadi merah menunjukkan hasil positif, sementara warna kuning pada media menunjukkan
hasil negatif. Uji Voges—Proskauer (VP) memberikan hasil positif apabila setelah
penambahan reagen terbentuk warna merah atau merah muda, sedangkan tidak adanya warna
merah menunjukkan hasil negatif. Pada uji Simmons Sitrat, perubahan warna media menjadi
biru menunjukkan hasil positif. Sebaliknya, apabila media tidak berubah menjadi biru dan
tetap berwarna hijau atau kuning, hasil pemeriksaan dinyatakan negatif.

Pembahasan

Pemeriksaan IMViC digunakan untuk memperkuat identifikasi bakteri yang
sebelumnya dicurigai sebagai Escherichia coli berdasarkan karakteristik pertumbuhannya.
Pemeriksaan ini terdiri atas empat pengujian, yaitu Indole, Methyl Red (MR), Voges—
Proskauer (VP), dan Simmons Sitrat. Hasil dari keempat pengujian tersebut kemudian
dibandingkan untuk melihat kesesuaian karakteristik biokimia isolat dengan E. coli maupun
bakteri lain dalam famili Enterobacteriaceae. Karakteristik IMViC yang umum ditemukan
pada E. coli adalah Indole positif, MR positif, VP negatif, dan Sitrat negatif (++--).

Pada pemeriksaan Indole, sebagian besar isolat memberikan reaksi positif yang
ditunjukkan dengan terbentuknya cincin berwarna merah setelah penambahan reagen Kovac.
Reaksi tersebut menunjukkan adanya kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim
triptofanase yang berperan dalam pemecahan triptofan sehingga terbentuk indol. Berbeda
dengan isolat lainnya, sampel S4 menunjukkan hasil Indole negatif. Perbedaan tersebut
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menunjukkan bahwa isolat yang tumbuh pada media EMB Agar tidak seluruhnya memiliki
karakteristik biokimia E. coli dan kemungkinan berasal dari kelompok koliform lainnya.

Pemeriksaan Methyl Red (MR) menunjukkan bahwa hampir seluruh isolat memberikan
reaksi positif. Hasil positif ditandai dengan perubahan warna media menjadi merah setelah
ditambahkan indikator metil merah. Perubahan tersebut berkaitan dengan terbentuknya
produk asam yang relatif stabil selama proses fermentasi glukosa melalui jalur fermentasi
asam campuran. Akumulasi asam menyebabkan pH media menurun dan menghasilkan reaksi
positif pada pengujian MR. Karakteristik tersebut sesuai dengan salah satu pola biokimia
yang umumnya ditemukan pada E. coli.

Pada pengujian Voges—Proskauer (VP), sebagian besar isolat menunjukkan hasil
negatif, yang ditandai dengan tidak terbentuknya warna merah setelah penambahan reagen o-
naftol dan KOH. Hasil tersebut menunjukkan bahwa isolat tidak menghasilkan asetoin dalam
jumlah yang dapat terdeteksi melalui pengujian VP. Reaksi VP negatif merupakan
karakteristik yang sesuai dengan E. coli. Namun, terdapat isolat yang memberikan hasil VP
positif. Reaksi tersebut menunjukkan adanya perbedaan jalur fermentasi dan dapat mengarah
pada dugaan bakteri koliform lain, termasuk kelompok Enterobacter atau Klebsiella yang
diketahui mampu menghasilkan asetoin.

Hasil pemeriksaan Simmons Sitrat memperlihatkan adanya perbedaan kemampuan
antarisolat dalam memanfaatkan sitrat. Beberapa isolat menunjukkan perubahan warna media
dari hijau menjadi biru sehingga dinyatakan positif, sedangkan isolat lainnya tidak
mengalami perubahan menjadi biru dan tetap berwarna hijau atau kekuningan. Reaksi positif
menunjukkan bahwa bakteri mampu menggunakan sitrat sebagai sumber karbon dan
menghasilkan kondisi yang lebih basa pada media. Sebaliknya, hasil negatif menunjukkan
ketidakmampuan isolat dalam memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon pada kondisi
pengujian. E. coli pada umumnya menunjukkan reaksi Sitrat negatif sehingga warna media
tetap tidak berubah menjadi biru.

Identifikasi berdasarkan keseluruhan hasil IMViC menunjukkan bahwa isolat dengan
pola Indole (+), MR (+), VP (—), dan Sitrat (—) atau (++--) memiliki karakteristik yang paling
sesuai dengan Escherichia coli. Dalam penelitian ini, pola tersebut ditemukan pada enam
sampel, yaitu S5, S6, S7, S11, S13, dan S15. Sementara itu, isolat dari sampel lainnya
memperlihatkan kombinasi reaksi yang berbeda sehingga belum dapat dikonfirmasi sebagai
E. coli dan lebih mengarah pada kemungkinan keberadaan bakteri koliform atau anggota
Enterobacteriaceae lainnya. Khusus sampel S12, pemeriksaan IMViC tidak dilakukan karena
pada tahap isolasi menggunakan media EMB Agar tidak ditemukan pertumbuhan koloni,
sehingga tidak tersedia isolat yang dapat digunakan untuk pemeriksaan lanjutan.

Berdasarkan hasil pemeriksaan lanjutan, enam isolat, yaitu S5, S6, S7, S11, S13, dan
S15, menunjukkan pola IMViC (++--) yang sesuai dengan karakteristik biokimia Escherichia
coli. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pertumbuhan koloni pada media EMB Agar dan
pengamatan morfologi secara mikroskopis belum dapat digunakan untuk memastikan
identitas bakteri secara keseluruhan. Koloni dengan kilap hijau metalik pada media EMB
Agar hanya menjadi salah satu karakteristik awal yang mengarah pada dugaan E. coli, karena
karakteristik tersebut dapat ditemukan pula pada bakteri lain. Oleh sebab itu, identifikasi
perlu didukung oleh hasil pewarnaan Gram dan pemeriksaan biokimia IMViC agar penentuan
bakteri dapat dilakukan dengan lebih tepat (Souza et al., 2024; Shofiah & Wulandari, 2026).

Ditemukannya Escherichia coli pada sebagian sampel menunjukkan bahwa masih
terdapat cemaran mikrobiologis pada minuman es teh yang diperiksa. Kondisi ini dapat
berkaitan dengan proses penanganan minuman sejak tahap pengolahan hingga penyajiannya.
Kebersihan penjamah, peralatan, bahan yang digunakan, serta kondisi sanitasi selama proses
tersebut menjadi bagian yang perlu diperhatikan karena praktik higiene dan sanitasi yang

354



kurang baik dapat meningkatkan peluang masuknya bakteri Coliform maupun E. coli ke
dalam makanan dan minuman (Yulistiani et al., 2023; Pangesti & Indrayudha, 2025).

Temuan E. coli pada minuman es teh juga menjadi perhatian dari aspek keamanan
pangan. Tidak semua strain E. coli bersifat patogen, tetapi kelompok tertentu dapat
menimbulkan gangguan pada saluran pencernaan, termasuk diare dan nyeri perut. Risiko
yang lebih serius dapat terjadi pada strain penghasil toksin Shiga, seperti E. coli O157, yang
pada kondisi tertentu dapat menyebabkan kolitis hemoragik dan hemolytic uremic syndrome
(HUS) (Singha et al., 2023). Oleh sebab itu, keberadaan bakteri indikator maupun bakteri
patogen dalam minuman perlu menjadi perhatian dalam upaya menjaga keamanan produk
yang dikonsumsi masyarakat.

Enam isolat Escherichia coli yang ditemukan dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
terdapat sebagian sampel minuman es teh dari pedagang kaki lima di Desa Dukuh Tengah,
Kecamatan Ketanggungan, Kabupaten Brebes yang mengalami kontaminasi. Meskipun
demikian, penelitian ini belum dapat menentukan dari mana cemaran tersebut berasal karena
pemeriksaan hanya dilakukan terhadap minuman. Air yang digunakan selama proses
pembuatan dapat menjadi salah satu kemungkinan sumber masuknya bakteri. Hal ini
berkaitan dengan fungsi E. coli sebagai salah satu indikator pencemaran fekal pada air,
sehingga kualitas air yang digunakan untuk mengolah minuman menjadi aspek penting dalam
menjaga keamanan mikrobiologisnya (Sitorus et al., 2024).

Penggunaan es batu juga perlu menjadi perhatian karena bahan tersebut bersentuhan
langsung dengan minuman dan pada dasarnya berasal dari air yang dibekukan. Apabila
kualitas mikrobiologis air atau proses penanganannya tidak memenuhi kondisi yang baik, es
batu berpotensi membawa cemaran ke dalam minuman. Dengan demikian, penggunaan es
yang aman secara mikrobiologis menjadi salah satu bagian yang tidak dapat dipisahkan dari
pengendalian kontaminasi pada minuman es teh (Sanjaya et al., 2024).

Faktor lain yang mungkin berperan adalah kondisi kebersihan peralatan selama
pengolahan dan penyajian. Gelas, sendok, wadah, serta alat pengaduk yang bersentuhan
langsung dengan minuman dapat menjadi perantara perpindahan mikroorganisme apabila
tidak dibersihkan dan ditangani dengan baik. Kontaminasi E. coli pada peralatan penyajian
dapat meningkatkan kemungkinan bakteri berpindah kembali ke minuman. Oleh karena itu,
kebersihan peralatan merupakan salah satu bagian penting dalam menjaga kualitas
mikrobiologis minuman yang disajikan kepada konsumen (Rahmadani et al., 2022).

Kondisi tempat berjualan juga dapat menjadi faktor yang mendukung masuknya
cemaran dari lingkungan. Pedagang kaki lima umumnya melakukan aktivitas penyajian di
ruang terbuka, sehingga minuman dapat lebih mudah terpapar debu atau partikel dari
lingkungan sekitar, terlebih apabila lokasi berjualan berada di dekat jalan. Apabila wadah
minuman tidak terlindungi dengan baik, paparan lingkungan tersebut dapat meningkatkan
peluang masuknya mikroorganisme ke dalam minuman. Kondisi lingkungan dan paparan
polusi udara diketahui dapat berkaitan dengan keberadaan cemaran mikrobiologis pada
jajanan kaki lima, termasuk Coliform dan Escherichia coli yang dapat ditemukan pada debu
di lingkungan sekitar (Tran et al., 2024).

Secara keseluruhan, keberadaan Escherichia coli pada enam sampel menunjukkan
bahwa kontaminasi dapat terjadi melalui berbagai tahapan selama penanganan minuman. Air,
es batu, peralatan, serta lingkungan tempat penyajian merupakan beberapa faktor yang secara
teoritis dapat berkontribusi terhadap masuknya mikroorganisme. Namun, faktor penyebab
tersebut belum dapat ditetapkan secara spesifik dalam penelitian ini karena pemeriksaan
hanya dilakukan pada sampel minuman dan tidak mencakup sumber air, es batu, peralatan,
maupun lingkungan tempat penjualan.
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KESIMPULAN

Hasil pemeriksaan mikrobiologis terhadap 15 sampel minuman es teh menunjukkan
bahwa seluruh sampel memberikan reaksi positif pada Lactose Broth (LB) dan Brilliant
Green Lactose Bile Broth (BGLB). Pada media Eosin Methylene Blue (EMB) Agar,
pertumbuhan koloni ditemukan pada 14 sampel dengan karakteristik basil Gram negatif,
sedangkan sampel S12 tidak memperlihatkan pertumbuhan. Pemeriksaan lanjutan
menggunakan IMViC menunjukkan bahwa sampel S5, S6, S7, S11, S13, dan S15 memiliki
pola (++--) yang sesuai dengan karakteristik biokimia Escherichia coli. Berdasarkan hasil
tersebut, E. coli ditemukan pada 6 sampel dari total 15 sampel yang diperiksa atau sebesar
40%.

Temuan tersebut menunjukkan adanya cemaran mikrobiologis pada sebagian minuman
es teh yang diteliti. Kondisi ini menegaskan pentingnya penerapan higiene dan sanitasi dalam
proses pengolahan maupun penyajian minuman. Hasil penelitian dapat menjadi bahan
informasi bagi masyarakat dan evaluasi bagi pedagang dalam menjaga keamanan minuman
yang dijual. Penelitian berikutnya disarankan untuk turut menguji air, es batu, peralatan, serta
lingkungan sekitar tempat penjualan dan menggunakan metode identifikasi yang lebih
spesifik guna memperoleh gambaran mengenai kemungkinan sumber kontaminasi.
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