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PEMBUATAN APUSAN 
 

 

 

A. Pendahuluan 

Pembuatan apusan yang tepat harus dilakukan 

sebelum pewarnaan bakteri. Pembuatan apusan sangat 

penting dan harus disiapkan terlebih dahulu, 

persiapannya memerlukan kehatihatian yang memadai. 

Apusan yang terlalu tebal dapat memberikan hasil palsu 

akibat dari penyimpanan pewarnaan yang seharusnya 

bilas atau karena kekentalannya dapat menghalangi 

warna penetrasi sedangkan apusan yang terlalu tipis 

dapat meningkatkan waktu dan energi dalam 

menemukan bakteri di bawah mikroskop dan 

pembuatan apusan yang tidak benar dapat berdampak 

pada pengobatan dan hasil pasien (Brown & Smith, 

2012). 

Keberhasilan hampir semua prosedur 

pewarnaan tergantung pada persiapan apusan yang 

baik. Semua prosedur kerja yang diinstruksikan dalam 

praktikum harus diikuti untuk mendapatkan hasil yang 

baik dalam pewarnaan bakteri (Leboffe & Pierce, 

2011). Pembuatan apusan yang baik sangat penting 

untuk membedakan: (1) morfologi sel, seperti batang, 

kokus, dan koma; (2)susunan sel, seperti sel tunggal, 

rantai, atau tandan (seperti buah anggur); dan (3) 

struktur internal, seperti endospora dan inklusi sel. 

BAB 

1 
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Dalam mempersiapkan pembuatan apusan yang baik 

akan memastikan keberhasilan dalam perlakuan 

selanjutnya, seperti pewarnaan dan identifikasi bakteri 

yang tidak diketahui (Ananthanarayan & paniker’s, 

2005). 

Langkah pertama dalam menyiapkan apusan 

bakteriologis berbeda-beda menurut sumber 

organismenya. Jika bakteri tumbuh dalam media cair 

(kaldu, susu, air liur, dan urin), mulailah dengan 

menempatkan dua atau lebih sampel cair kewadah dan 

langsung diletakkan pada kaca objek untuk dilanjutkan 

proses fiksasi. Dari media padat seperti agar nutrisi, 

agar darah, atau bagian tubuh tertentu, seseorang 

memulai dengan menempatkan satu atau dua ose 

sampel cair pada kaca objek dan kemudian 

menggunakan ose inokulasi untuk menyebarkan 

organisme di dalam air. Bakteri yang tumbuh pada 

media padat cenderung menempel satu sama lain dan 

harus disebarkan secukupnya melalui pengenceran 

dalam air (Brown;, 2017). 

 

B. Apusan Media Cair  

1. Prinsip Kerja  

Apusan media cair adalah apusan yang dibuat 

dari sampel mikroba yang dikulturkan dalam medium 

cair, seperti kaldu nutrien. Teknik ini digunakan untuk 

mempelajari karakteristik mikroba yang tumbuh dalam 

suspensi. Prinsip apusan dari media cair adalah 

menyebarkan setetes kecil kultur cair secara merata di 

kaca objek sehingga menghasilkan lapisan tipis yang 



 Buku Ajar Bakteriologi Seri 1     |     3 

 

dapat diamati dengan jelas di bawah mikroskop. Fiksasi 

dilakukan untuk mencegah lepasnya mikroorganisme 

selama proses pewarnaan. 

2. Prosedur Standar Laboratorium 

a. Beri label pada tiga kaca objek yang bersih 

dengan inisial organisme, dan beri nomor 1, 2, 

dan 3 Resuspensi. 

b. Dengan gerakan melingkar, sebarkan lingkaran 

suspensi sel ke kaca objek  kira-kira seukuran 

uang koin. 

c. Biarkan kaca objek  hingga benar-benar kering. 

Ini dapat dilakukan dengan menempatkan kaca 

objek pada tempat pengering atau dilekatkan 

pada mikroinsinerator.  

d. Fiksasi apusan diatas api bunsen dengan cara 

melewatkan kaca objek bagian luar nyala 

bunsen untuk mencegah panas berlebih yang 

dapat merusak morfologi melalui dinding sel   

(Caroll K et al., 2016). 

 

C. Apusan Media Padat  

1. Prinsip Kerja  

Apusan media padat adalah apusan yang dibuat 

dari sampel mikroba yang dikulturkan pada medium 

padat, seperti agar miring atau agar cawan. Teknik ini 

sering digunakan untuk mempelajari mikroorganisme 

yang tumbuh dalam koloni. Prinsip apusan dari media 

padat adalah mencampurkan mikroorganisme dari 

koloni dengan larutan steril, seperti air fisiologis, untuk 

mempermudah penyebaran. Langkah ini menghasilkan 
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apusan yang merata dan tipis, sehingga morfologi sel 

mikroba dapat diamati dengan baik. 

2. Prosedur Standar Laboratorium 

a. Dengan menggunakan satu lingkaran, 

tempatkan 1 sampai 2 tetes air pada setiap kaca 

objek   

b. Dengan ose steril (yang telah dilakukan 

sterilisasi dengan pemanasan menggunakan 

bunsen), sentuhkan ose ke kultur dan emulsi sel 

dalam air yang terdapat pada kaca objek   

c. Biarkan kaca objek  hingga benar-benar kering. 

Hal ini dapat dilakukan dengan menempatkan 

kaca objek pada tempat pengering yang 

dilekatkan pada mikroinsinerator.   

d. Fiksasi apusan diatas api bunsen dengan cara 

melewatkan kaca objek bagian luar nyala 

bunsen untuk mencegah panas berlebih yang 

dapat merusak morfologi melalui dinding sel.   

(A. E. (Emeritus professor of microbiology) 

Brown & Smith, 2012) 

 

D. Kesimpulan  

Pembuatan apusan adalah teknik dasar yang 

sangat penting dalam mikrobiologi. Proses ini berbeda 

tergantung pada jenis media (cair atau padat) yang 

digunakan. Dengan memahami pengertian, prinsip, dan 

prosedur standar laboratorium, pembuatan apusan dapat 

dilakukan dengan benar untuk mendukung analisis 

mikrobiologi yang akurat. 
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Gambar 1. Teknik Pembuatan Apusan 

(A. Brown, 2017) 
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E. Latihan Soal 

1. Apa perbedaan preparasi sel dari media cair 

dengan preparasi sel dari media padat? 

2. Mengapa penting untuk membatasi jumlah sel 

yang digunakan untuk membuat sediaan apusan? 

3. Jelaskan dampak yang mungkin terjadi jika 

apusan terlalu tebal! 

4. Jelaskan pengertian fiksasi? Bagaimana cara 

melakukan fiksasi 

5. Mengapa adanya minyak atau kotoran pada kaca 

objek? Akan mengakibatkan persiapan apusan 

yang buruk?  
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PEWARNAAN SEDERHANA 
 

 

 

A. Pendahuluan 

Pewarnaan sederhana merupakan metode yang 

relatif cepat dan berguna untuk menguji keberadaan, 

menentukan bentuk, atau menentukan jumlah bakteri 

yang terdapat dalam sampel. Umumnya melibatkan 

satu langkah pewarnaan, metode pewarnaan sederhana 

tidak dianggap diferensial atau diagnostik dan memiliki 

kegunaan yang terbatas. Namun, ini adalah prosedur 

yang cepat  untuk menentukan apakah sampel klinis 

memiliki jenis bakteri patogen (Brooks et al., 2007). 

Pewarna bakteri terbaik adalah pewarna anilin 

(pewarna organik sintetik yang terbuat dari produk tar 

batu bara). Apabila digunakan langsung pada apusan 

bakteri yang difiksasi maka bentuk bakteri akan terlihat 

jelas. Pewarnaan ini bereaksi secara asam, basa, atau 

netral. Pewarnaan bersifat asam atau basa digunakan 

terutama dalam pekerjaan bakteriologis. Ion bebas 

pewarna asam adalah anion (bermuatan negatif) yang 

bergabung dengan kation basa dalam sel yang diwarnai 

untuk membentuk garam. Pewarna basa mempunyai 

kation (bermuatan positif) yang bergabung dengan 

asam dalam bahan yang diwarnai untuk membentuk 

garam (Kayser F.H, Bienz K.A, Eckert J, 2005). 

BAB 

2 
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Sel bakteri kaya akan asam ribonukleat 

(terkandung dalam ribosomnya yang melimpah) dan 

karenanya sangat mudah diwarnai pada pewarna dasar. 

Pewarnaan netral dibuat dengan menggabungkan 

pewarna asam dan basa. Pewarna ini paling berguna 

untuk mewarnai sel-sel kompleks dengan bentuk yang 

lebih tinggi karena memungkinkan diferensiasi struktur 

interior, ada yang bersifat basa, ada pula yang bersifat 

asam. Sel dan struktur yang diwarnai dengan pewarna 

dasar disebut sebagai basofilik, yang diwarnai dengan 

pewarna asam  yang disebut asidofilik (Leboffe & 

Pierce, 2002). 

Bakteri yang diwarnai dapat diukur ukurannya 

dan diklasifikasikan berdasarkan bentuk dan 

pengelompokannya. Bakteri sangat kecil sehingga 

ukurannya paling mudah dinyatakan dalam mikrometer 

(simbol µm). Mikrometer adalah seperseribu bagian 

milimeter, dan 1/10.000 sentimeter, atau 1/25.400 dari 

satu inci. Bakteri memiliki panjang dan diameter yang 

bervariasi, yang terkecil memiliki panjang sekitar 0,5 

hingga 1 µm dan diameter sekitar 0,5 µm, sedangkan 

bentuk filamen terbesar dapat mencapai panjang 100 

µm (Leboffe & Pierce, 2002). 

Bakteri memiliki dinding sel yang kaku dan 

mempertahankan bentuk yang konstan. Oleh karena itu, 

mereka dapat diklasifikasikan berdasarkan bentuknya. 

Bakteri memiliki tiga bentuk dasar: bentuk bulat, 

berbentuk basil, dan  spiral. Bakteri berbentuk bulat 

disebut coccus (jamak, cocci). bakteri yang berbentuk 

batang disebut basil (jamak, basil). Bakteri berbentuk 



 Buku Ajar Bakteriologi Seri 1     |     9 

 

spiral dengan setidaknya dua atau tiga lengkungan 

didalam tubuhnya disebut spirillum (jamak, spirilla). 

Organisme berliku-liku panjang dengan banyak 

gulungan yang longgar atau rapat disebut spirocheta  

(Engelkirk, P. and Duben-Engelkirk, 2008). 

Pola yang dibentuk oleh sel-sel bakteri yang 

berkelompok sering kali merupakan ciri khas genera 

atau spesies bakteri tertentu. Cocci dapat terjadi 

berpasangan (diplococci), rantai (streptococci), cluster 

(staphylococci), atau paket empat (tetrads), dan jarang 

ditemukan secara tunggal. Bakteri berbentuk batang 

(basil) umumnya muncul sebagai sel individual, namun 

bisa juga muncul sebagai berpasangan ujung ke ujung 

(diplobacilli) atau berbaris dalam rantai (streptobacilli). 

Beberapa spesies cenderung palisade (Morello, J.A., 

2003). 

 
Gambar 2. Bentuk bakteri 

 

B. Prinsip 

Pada pewarnaan sederhana, apusan bakteri 

diwarnai dengan reagen tunggal, yang menghasilkan 

kontras yang khas antara organisme dan latar 

belakangnya. warna dasar dengan muatan positif 

kromogen lebih disukai karena bakteri asam nukleat 
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dan komponen dinding sel tertentu membawa muatan 

negatif yang sangat menarik dan berikatan dengan 

kromogen kationik. Tujuan dari pewarnaan sederhana 

adalah untuk menjelaskan morfologi dan susunan sel 

bakteri, pewarnaan dasar yang paling umum digunakan 

adalah metilen biru, kristal violet, dan karbol fuchsin 

(A. Brown, 2017). 

Dengan memahami mikroba yang sesuai untuk 

pengujian menggunakan pewarnaan sederhana dan 

reaksi yang terjadi selama pengamatan, teknik ini dapat 

dimanfaatkan secara optimal untuk analisis awal 

mikrobiologi. 

 

C. Jenis Mikroba 

Pewarnaan sederhana digunakan untuk 

mengamati berbagai jenis mikroorganisme. Mikroba 

yang sering diuji dengan metode ini meliputi: 

1. Pewarnaan sederhana sangat berguna untuk 

mengamati morfologi bakteri seperti kokus (bulat), 

basil (batang), vibrio (koma), atau spirilum (spiral). 

Contoh bakteri yang dapat diuji adalah Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, dan Bacillus subtilis. 

2. Beberapa khamir, seperti Saccharomyces 

cerevisiae, dapat diamati untuk mempelajari 

struktur sel dan ukuran. 

3. Protozoa uniseluler juga dapat diuji menggunakan 

pewarnaan sederhana untuk mengamati bentuk dan 

struktur dasarnya. 
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4. Beberapa spesies ganggang, seperti 

Chlamydomonas, dapat diamati untuk memahami 

struktur dasarnya. 

 

D. Reaksi Pewarnaan Sederhana 

Reaksi utama dalam pewarnaan sederhana 

melibatkan pewarna basa yang bermuatan positif, 

seperti metilen biru, safranin, atau kristal violet. Berikut 

penjelasannya: 

1. Interaksi Pewarna dengan Sel Mikroba 

a. Pewarna basa bermuatan positif berikatan 

dengan komponen sel bermuatan negatif, seperti 

asam nukleat (DNA/RNA) dan komponen 

dinding sel (asam teikoat pada bakteri Gram 

positif atau lipopolisakarida pada Gram negatif). 

b. Ikatan elektrostatik ini menghasilkan warna 

kontras pada mikroba, sehingga bentuknya lebih 

jelas di bawah mikroskop. 

2. Hasil Pewarnaan 

a. Mikroorganisme yang diwarnai akan tampak 

berwarna sesuai dengan pewarna yang 

digunakan (misalnya, biru untuk metilen biru 

atau merah untuk safranin). 

b. Latar belakang kaca objek tetap tidak berwarna, 

sehingga mikroba terlihat jelas. 

3. Detail yang Teramati: 

a. Bentuk sel dapat diamati dengan ciri sel 

berbentuk bulat, batang, spiral, atau koma. 

b. Ukuran Sel dapat diukur secara relatif 

menggunakan lensa mikroskop. 
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c. Susunan Sel dapat diamati pola penyusunan sel, 

seperti pasangan (diplokokus), rantai 

(streptokokus), atau berkelompok 

(stafilokokus). 

 

Mikroorganisme 
Pewarna yang 

Digunakan 

Reaksi yang 

Teramati 

Escherichia coli Metilen biru 

Sel berbentuk 

batang kecil, 

berwarna biru. 

Staphylococcus 

aureus 
Safranin 

Sel berbentuk 

bulat, 

berkelompok 

seperti anggur, 

berwarna merah. 

Bacillus subtilis Kristal Violet 

Sel berbentuk 

batang panjang, 

sering 

membentuk 

rantai, berwarna 

ungu. 

Saccharomyces 

cerevisiae 
Metilen biru 

Sel bulat atau 

oval, sering 

membentuk 

tunas, berwarna 

biru. 

Chlamydomonas Metilen biru 

Sel berbentuk 

oval dengan 

struktur dinding 

sel yang terlihat 

jelas, berwarna 

biru. 
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