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Abstract  
 Lower respiratory tract infections remain a major cause of morbidity and mortality, 

particularly in regions with limited diagnostic facilities. This study aimed to identify bacterial 

morphology in patient sputum samples using Gram staining through a descriptive observational 

approach conducted at the RSUD Pandan Laboratory in early 2025. Gram staining was performed 

using crystal violet, Lugol’s iodine, alcohol–acetone, and safranin, followed by microscopic 

observation at 1000× magnification. The results demonstrated the presence of both Gram-positive 

and Gram-negative bacteria. Gram-positive cocci arranged in clusters and Gram-negative bacilli 

with various morphological patterns were observed, indicating bacterial groups commonly 

associated with respiratory tract infections. This microscopic technique enabled early morphological 

characterization of potential respiratory pathogens and provided supportive information for 

empirical antibiotic consideration. Although Gram staining cannot determine bacterial identity at 

the species level, it remains a rapid, affordable, and practical diagnostic method, particularly in 

healthcare facilities with limited laboratory infrastructure. 
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Abstrak  
 Infeksi saluran pernapasan bawah masih menjadi penyebab utama morbiditas dan 

mortalitas, terutama di wilayah dengan keterbatasan fasilitas diagnostik. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengidentifikasi morfologi bakteri pada sampel sputum pasien menggunakan teknik 

pewarnaan Gram dengan pendekatan deskriptif observasional yang dilakukan di Laboratorium 

RSUD Pandan pada awal tahun 2025. Pewarnaan Gram dilakukan menggunakan kristal violet, lugol, 

alkohol–aseton, dan safranin, kemudian diamati secara mikroskopis pada pembesaran 1000×. Hasil 

penelitian menunjukkan keberadaan bakteri Gram-positif dan Gram-negatif. Bakteri Gram-positif 

berbentuk kokus dengan susunan berkelompok serta bakteri Gram-negatif berbentuk basil dengan 

variasi morfologi teramati, yang mengindikasikan kelompok bakteri yang umum berasosiasi dengan 

infeksi saluran pernapasan. Teknik mikroskopis ini memungkinkan karakterisasi morfologi awal 

patogen pernapasan dan dapat mendukung pertimbangan terapi antibiotik empiris. Meskipun 

pewarnaan Gram tidak mampu mengidentifikasi bakteri hingga tingkat spesies, metode ini tetap 
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relevan sebagai alat diagnostik yang cepat, murah, dan praktis, khususnya di fasilitas kesehatan 

dengan keterbatasan sarana laboratorium. 

 

Kata kunci infeksi pernapasan, mikroskopis, morfologi bakteri, pewarnaan Gram, sputum 

 

Pendahuluan 

Infeksi saluran pernapasan merupakan salah satu penyebab utama morbiditas dan 

mortalitas di Indonesia, terutama di wilayah dengan keterbatasan fasilitas laboratorium 

dan diagnostik lanjutan. Pneumonia, bronkitis, dan berbagai infeksi saluran napas bawah 

lainnya masih menjadi penyebab dominan rawat inap dan kematian, khususnya pada 

kelompok anak-anak dan lanjut usia (Petti dkk., 2021). Oleh karena itu, penanganan yang 

cepat dan tepat sangat diperlukan untuk menurunkan angka kematian serta 

meningkatkan efektivitas terapi klinis. 

Salah satu metode diagnostik awal yang banyak digunakan dalam mikrobiologi 

klinik adalah teknik pewarnaan Gram. Teknik ini pertama kali diperkenalkan oleh Hans 

Christian Gram pada tahun 1884 dan hingga kini masih digunakan secara luas karena 

kemampuannya membedakan bakteri berdasarkan struktur dinding sel (Tortora dkk., 2020). 

Pewarnaan Gram mengelompokkan bakteri menjadi Gram-positif dan Gram-negatif 

berdasarkan kemampuan dinding sel dalam mempertahankan pewarna kristal violet 

setelah proses dekolorisasi. Perbedaan ini berkaitan erat dengan ketebalan lapisan 

peptidoglikan dan memiliki implikasi penting dalam pendekatan terapi antibiotik empiris 

(Baron dkk., 2013). 

Selain berfungsi dalam klasifikasi awal bakteri, pewarnaan Gram juga berperan 

dalam menilai kualitas sampel sputum. Sampel sputum yang berasal dari saluran napas 

bawah umumnya mengandung sedikit sel epitel skuamosa dan lebih banyak sel inflamasi, 

seperti neutrofil, yang mengindikasikan adanya proses infeksi aktif (Tan dkk., 2020). 

Pemeriksaan ini membantu memastikan bahwa sampel yang dianalisis representatif 

terhadap kondisi patologis pasien. 

Pengamatan morfologi bakteri melalui mikroskop setelah pewarnaan Gram 

memberikan informasi awal mengenai kelompok bakteri penyebab infeksi. Misalnya, 

bakteri berbentuk kokus Gram-positif yang tersusun berkelompok serta basil Gram-negatif 

dengan berbagai pola susunan sering ditemukan pada infeksi saluran pernapasan 

(Sibanda dkk., 2020; Kumar dkk., 2020). Informasi ini sangat penting dalam praktik klinik, 

terutama di fasilitas kesehatan dengan keterbatasan pemeriksaan kultur dan uji kepekaan 

antibiotik. Pendekatan identifikasi awal berbasis karakter morfologi dan pewarnaan juga 

banyak digunakan dalam penelitian mikrobiologi sebagai dasar eksplorasi potensi agen 

antimikroba dan pengendalian infeksi (Handayani dkk., 2021; Mulia dkk., 2023). 

Meskipun pewarnaan Gram tidak dapat menggantikan metode kultur atau 

pemeriksaan molekuler dalam penentuan spesies bakteri secara pasti, teknik ini tetap 

menjadi alat diagnostik yang esensial karena cepat, ekonomis, dan mudah diterapkan 

(Baron dkk., 2022). Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk 

mengidentifikasi morfologi bakteri pada sampel sputum pasien melalui pewarnaan Gram 

serta memberikan gambaran awal kelompok bakteri yang berpotensi terlibat dalam infeksi 

saluran pernapasan.  
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Bahan dan Metode 

Lokasi Penelitian  

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif dengan pendekatan observasional. 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium RSUD Pandan pada bulan Januari–Februari 2025.  

 

Bahan dan Alat  

 Bahan dan alat yang digunakan meliputi sampel sputum pasien, kaca objek, 

reagen pewarnaan Gram (kristal violet, lugol, alkohol–aseton, dan safranin), mikroskop 

binokuler, bunsen, dan akuades.  

 

Prosedur Penelitian  

a. Persiapan Preparat  

 Sampel sputum dioleskan secara merata dan tipis pada kaca objek yang bersih 

untuk mencegah penumpukan sel yang dapat mengganggu pengamatan. Apusan 

kemudian difiksasi dengan cara dilewatkan di atas api (pemanasan) beberapa kali. 

Langkah ini bertujuan untuk mematikan bakteri dan melekatkan sel pada kaca objek agar 

tidak terbasuh selama proses pewarnaan. 

b. Pewarnaan Gram  

Preparat ditetesi kristal violet selama 60 detik, dibilas dengan air, kemudian 

ditambahkan larutan lugol selama 30 detik. Setelah pembilasan, preparat didekolorisasi 

menggunakan alkohol–aseton hingga warna tidak lagi luntur, lalu dibilas kembali. 

Pewarnaan kontras dilakukan dengan safranin selama 10 detik, diikuti pembilasan dan 

pengeringan.  

c. Pengamatan Mikroskopis  

 Preparat yang telah kering diamati di bawah mikroskop cahaya. Pengamatan 

dimulai dari perbesaran rendah untuk mencari lapang pandang, kemudian dilanjutkan ke 

perbesaran 1000× dengan penambahan minyak imersi. Minyak ini berfungsi meningkatkan 

indeks bias cahaya sehingga bayangan sel bakteri terlihat tajam dan jelas. Fokus 

pengamatan mencakup identifikasi warna sel (ungu atau merah), bentuk sel (kokus, basil, 

atau spiral), serta formasi koloninya.  

 

Analisis Data  

 Data hasil pengamatan dianalisis secara deskriptif dengan mencatat karakteristik 

morfologi bakteri, meliputi bentuk, warna hasil pewarnaan, dan pola susunan. Hasil analisis 

dibandingkan dengan literatur untuk menentukan kelompok bakteri yang mungkin terlibat.  

 

Hasil dan Pembahasan 

Pengamatan mikroskopis dilakukan terhadap empat preparat sputum pasien yang 

telah melalui proses pewarnaan Gram. Hasil menunjukkan adanya variasi morfologi bakteri 

yang mencerminkan keberagaman kelompok bakteri penyebab infeksi saluran 

pernapasan.  
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(a) (b) (c) (d) 

Gambar 1.  Hasil pengamatan mikroskopis pewarnaan gram: (a) Gram-positif, (b) Gram-negatif, (c) Gram-

negatif, dan (d) Gram-negatif 

 Pada preparat Gambar 1(a) tampak bakteri berbentuk kokus yang berwarna ungu 

tua dan tersusun berkelompok. Warna ungu menunjukkan bahwa bakteri tersebut bersifat 

Gram-positif, yaitu mampu mempertahankan pewarna kristal violet setelah proses 

dekolorisasi. Sifat ini berkaitan dengan struktur dinding sel Gram-positif yang memiliki 

lapisan peptidoglikan tebal, sehingga kompleks kristal violet–iodin tidak mudah terlepas 

(Beveridge, 2001). Susunan kokus yang berkelompok merupakan salah satu ciri morfologi 

yang sering ditemukan pada kelompok bakteri Gram-positif yang berasosiasi dengan 

infeksi saluran pernapasan, baik sebagai patogen oportunistik maupun sebagai bagian 

dari flora normal yang dapat menjadi penyebab infeksi pada kondisi tertentu. 

 Keberadaan bakteri kokus Gram-positif dalam sputum juga memiliki implikasi klinis 

yang penting. Dalam praktik mikrobiologi klinik, temuan ini sering digunakan sebagai 

petunjuk awal untuk memperkirakan kemungkinan kelompok bakteri penyebab infeksi dan 

membantu menentukan pendekatan terapi empiris. Meskipun demikian, identifikasi 

berdasarkan morfologi dan pewarnaan Gram tidak dapat digunakan sebagai dasar 

penentuan spesies secara pasti, sehingga hasil ini harus diinterpretasikan secara hati-hati 

dan dikombinasikan dengan data klinis serta pemeriksaan lanjutan apabila tersedia. 

 Pada Gambar 1(b), 1(c), dan 1(d) tampak dominasi bakteri berbentuk basil yang 

berwarna merah muda, yang menandakan sifat Gram-negatif. Bakteri Gram-negatif tidak 

mampu mempertahankan kristal violet akibat lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dan 

keberadaan membran luar, sehingga setelah proses dekolorisasi bakteri akan menyerap 

pewarna kontras safranin (Tortora dkk., 2020). Variasi ukuran dan pola susunan basil Gram-

negatif yang teramati menunjukkan bahwa kelompok bakteri ini cukup beragam dan 

dapat berasal dari berbagai jenis mikroorganisme yang umum ditemukan pada infeksi 

saluran pernapasan bawah. 

 Keberadaan basil Gram-negatif dalam sputum sering dikaitkan dengan infeksi yang 

lebih kompleks, terutama pada pasien dengan kondisi komorbid, imunitas menurun, atau 

riwayat perawatan di fasilitas kesehatan. Secara morfologis, basil Gram-negatif dapat 

menunjukkan pola penyebaran tersebar, berantai pendek, maupun mengelompok di 

antara mukus dan sel inflamasi. Temuan ini sesuai dengan laporan sebelumnya yang 

menyebutkan bahwa bakteri Gram-negatif merupakan salah satu penyebab utama infeksi 

saluran pernapasan bawah, khususnya pada kasus pneumonia dan bronkitis berat (Ryan 

dkk., 2004; Sibanda dkk., 2020). 

 Selain karakter bakteri, pengamatan mikroskopis juga menunjukkan keberadaan 

mukus dan sel radang, seperti neutrofil, pada beberapa preparat. Temuan ini 

mengindikasikan bahwa sampel sputum yang dianalisis berasal dari saluran napas bawah 
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dan mencerminkan adanya proses infeksi yang sedang berlangsung. Kehadiran 

komponen inflamasi tersebut memperkuat validitas sampel sputum sebagai bahan 

pemeriksaan mikrobiologi, sebagaimana kriteria kualitas sputum yang baik (Tan dkk., 2020). 

 Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pewarnaan Gram 

merupakan metode yang efektif untuk memberikan gambaran awal mengenai kelompok 

bakteri penyebab infeksi saluran pernapasan. Informasi yang diperoleh dari pemeriksaan 

ini meliputi sifat Gram, bentuk sel, serta pola pengelompokan bakteri, yang semuanya 

berperan penting dalam interpretasi awal hasil diagnostik. Meskipun metode ini memiliki 

keterbatasan karena tidak mampu mengidentifikasi bakteri hingga tingkat spesies, 

pewarnaan Gram tetap memiliki nilai diagnostik yang tinggi sebagai langkah awal 

pemeriksaan, terutama di fasilitas kesehatan dengan keterbatasan sarana laboratorium 

lanjutan. 

 Dengan demikian, pewarnaan Gram dapat digunakan sebagai alat bantu yang 

cepat dan ekonomis dalam mendukung pengambilan keputusan klinis awal, khususnya 

dalam menentukan arah terapi antibiotik empiris. Hasil penelitian ini juga menegaskan 

bahwa pendekatan mikroskopis sederhana masih relevan dan memiliki peran penting 

dalam praktik mikrobiologi klinik serta penelitian deskriptif terkait infeksi saluran pernapasan. 
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