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ISOLASI & IDENTIFIKASI MIKROBIA



ISOLASI & IDENTIFIKASI MIKROBIA

A. Isolasi & kultivasi kultur murni

B. Karakterisasi mikroorganisme

C. Penyimpanan kultur murni
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Mikrobia di alam = kultur campuran
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ISOLASI
Pemilihan media

1.Macam spesies 

(yg diduga atau 

yg diinginkan)

2.Asal sampel

3.Kebutuhan 

nutrisi mo. tsb

A. Isolasi & kultivasi kultur murni (1)

Kondisi 
inkubasi

Macam spesies

Populasi mikrobia yg sama berasal dr sel 

induk yg sama

Kultur Murni
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Bacterial colonies streaked on media from a Goss’ 

wilt-infected corn leaf that illustrate the methodology 

for separation and identification of multiple pathogens 

present in bacterial-infected leaves

http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/bacterium.aspx
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• Macam sampel
• Padat, cair, beku, semipadat, 

dll

• Preparasi :
• Sampel dihomogenkan 

(blender, stomacher, dll)
• Lakukan pengenceran 

(pepton water 0,1 % atau 
NaCl 0,85 %)

1.  Preparasi sampel

sampel terdokumentasi informasinya lengkap dan tersimpan memadai 
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• Macam media isolasi
• Media padat : Komposisi bervariasi tergantung

macam isolat yang diinginkan
• Media cair : media selektif/ diferensial
• Media enrichment : untuk memperbanyak

jumlah isolat

• Media penyimpanan (sementara):
• Media padat (agar miring)

2.  Preparasi media
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a. Spread plate 
b. Pour plate
c. Streak plate
d. Direct plating

3.  Metoda inokulasi



Spread plate 

• meratakan inokulum (sampel) pada 
permukaan media agar dengan driglaski
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Pour plate

• inokulum dicampur ke dalam media agar yang 
masih mencair (45 ᵒC), kemudian dituangkan 
ke dalam petri

9



Streak plate

• Inokulum digoreskan pada permukaan 
medium agar dengan ose
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Direct plating

• Sampel (padat) langsung ditanamkan pada 
permukaan medium agar
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• Koloni tumbuh di permukaan media → streak & 
spread plate.

• Koloni tumbuh di permukaan bahan → direct plating

• Koloni tumbuh dalam media → pour plate
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Isolasi berdasarkan perbedaan
kenampakan, warna, bentuk koloni dg 
streak plate pd media penyimpan (agar 

miring)
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• Yaitu teknik untuk menjaga agar tidak
terjadi kontaminasi selama
penanganan kultur

Caranya :

• Lakukan pemindahan kultur pada
ruangan dan meja yang bersih

• Pemindahan kultur dengan ose, 
harus dilakukan pemanasan ose
diatas api

• Sebelum dan sesudah pemindahan, 
ujung wadah (plate / gelas reaksi) di
panaskan diatas api

4.  Metoda isolasi = metoda aseptik



Metoda kultur murni

Isolasi kultur murni dengan plating (streak plate)
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Cara menggores pada teknik kultur murni
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Mikrobia yang berbeda mempunyai kenampakan 
koloni yang berbeda



Penyimpanan isolat

• Penyimpanan sementara → suhu 4-10 ᵒC 
(refrigerator)

• Penyimpanan lama → kering beku (liofilisasi), 
(-196) ᵒC (N2 cair) atau freezer (-70)sd (-120) 
ᵒC 
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• Koloni yang tumbuh
tergantung
1. Macam media
2. Kondisi inkubasi (suhu, 

oksigen, dll)
 tergantung jenis
isolat yang diinginkan

• Lama inkubasi tergantung
macam mikrobia

5.  Kultivasi

http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/stomat/ptn/Microbiology,%20virology%20and%20immunology/2/Lesson_03_The%20main%20meth

ods%20and%20principles%20of%20pure%20cultures%20isolation.htm



Cara mempelajari mikrobia

1.  Pengamatan langsung
Mikroskop, macamnya :
– Light microscope
– Bright field [warna,              

pengecatan]
– Dark field
– Phase contrast
– Fluorescence
– Electron microscope

2. Pengamatan kultur
– Sifat pertumbuhan [aerobik?]
– Kebutuhan metabolit

3. Molekuler

– Test genetik

– Hibridisasi Southern blot 

– PCR/analisa sekuens 

– Analisa protein (SDS-PAGE)

4. Diaknosa tidak langsung  & 
pertumbuhan in vivo

– Serologi & inokulasi pada 
binatang
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Mikroskop : sebagai alat pengamatan

1. Light microscope (optic)
2. Electron microscope



Light microscope (optic)

• menggunakan sinar visible
• resolving power (daya pisah/kemampuan

memisahkan 2 titik yg berdekatan) = 0,25 um 
(partikel yg ukuranya <0,25 um tak dapat
dibedakan)

• perbesaran sampai 1000 kali
• 3 lensa: lensa kondensor, lensa obyektif, lensa

okuler
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Tipe pembesaran Obyektif Okuler Total 

Lemah 10x 10x 100x

Sedang 40x 10x 400x

Kuat 100x 10x 1000x
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Electron microscope

• menggunakan sinar dan elektron beam
• resolving power = 0,003 um
• Pada panjang gelombang yang sangat pendek

0,005-0,0003 nm
• perbesaran 200.000 – 400.000
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Persiapan mikrobia untuk pengamatan mikroskopik

Preparat mikrobia :
1. Wet mount dan hanging drop

Wet mount: suspendi mo. Diletakkan pd gelas benda & 
menutupnya dg gelas penutup

Hanging drop: sama seperti wm. Tapi gelas benda punya
cekungan di tengahnya
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2. Pengecatan : 
Suspensi sel diletakkan di gelas benda → 

dikeringkan →fiksasi→diberi cat

Tujuan:
a. Melihat struktur sel
b. Mengidentifikasi struktur dalam sel
c. Mengidentifikasi mo.

Macam pengecatan:

a. Sederhana

b. Diferensial 
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 Sederhana:
Pengecatan dengan 1 macam cat

 Diferensial :
Pengecatan dengan 2 atau lebih cat
untuk membedakan sifat biokimia dan struktur sel, 
misalnya :
• Gram : membedakan komponen penyusun dinding sel

(ketebalan peptidoglikan)
• Endospora : deteksi adanya spora, 
• Capsule : untuk deteksi capsule (K antigen)
• Acid fast stain:  berguna untuk identifikasi

Mycobacterium.
• Flagela : untuk deteksi ada/tidaknya flagela dan

pengaturannya
• Giemsa dsb

27



28

Pengecatan Gram
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31

Gram NegativeGram Positive



The Chemistry of the Prokaryote Cell Wall:
Christian Gram 1884 - The Gram stain
Differences between Gram positive and Gram negative cell walls: 

http://www-micro.msb.le.ac.uk/LabWork/LabWork.htm
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Pengecatan gram



Perbedaan Gram+ dan Gram -

34
Staphylococcus aureus Escherichia coli

Step
Gram +

organisms

Gram -
organisms

1. Unstained

2. Crystal Violet

3. Iodine

5. Safranin

4. Decolorization



C. IDENTIFIKASI MIKROBIA

adalah proses yang cermat dan sistematis
yang menggunakan banyak teknik
yang berbeda untuk mempersempit
jenis mo. yang hadir dalam kultur
mo. yang tidak diketahui.
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Teknik identifikasi:

1. Morfologi ( menurut morfologi bakteri )

2. Cultural ( sesuai dengan tanda pertumbuhan bakteri pada media nutrisi 
yg berbeda )

3. Biokimia ( sesuai kemampuan bakteri untuk memanfaatkan substrat yg 
berbeda )

4. Serologis ( sesuai dengan antigen)

5. Bilologis( sesuai kemampuan bakteri untuk menyebabkan perubahan 
yang berbeda pada hewan coba setelah di inokulasi oleh mikroba )

6. Flow cytometry 

7. Phage typing 

8. Analisis Protein 

9. Perbandingan sequenses nukleotida .
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http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/stomat/ptn/Microbiology,%20virology%20and%20immunology/2/Lesson_03_The%20main%20met

hods%20and%20principles%20of%20pure%20cultures%20isolation.htm
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Sifat morfologi :
• Ukuran, warna, tekstur sel
• Bentuk sel (coccus, batang, spiral, dsb)
• Pengaturan koloni sel (bergandengan, dsb)
• Bentuk konidia, sporangium, rhizoid, dsb
• Cara membelah/ memperbanyak diri
• Sifat permukaan koloni : mucoid, kasar, lembut

Pedoman :
• Bakteri : Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
• Yeast : Identification of Yeast (Kreger van Rij)
• Jamur : John Pitt

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (1)



Bentuk sel
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Kenampakan koloni bakteri

(bulat)

BENTUK KOLONI
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PINGGIR KOLONI

smoot

rhizoid

Irregular 
(erose)
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ELEVASI

convex umbonate plateau flat

raised raised, 
spreading edge

flat raised 
margin

growth into medium



Sifat-sifat koloni
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Pembentukan warna hemolysis



The color of colony
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haemolysis
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Pola pertumbuhan dalam media cair
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Sifat fisiologi :
• Kebutuhan nutrisi :

• Kemampuan memfermentasi gula
• Kemampuan menggunakan gula

(asimilasi)
• dsb

• Kondisi fisik pertumbuhan :
• Suhu
• Sinar
• Oksigen
• dsb

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (2)



Sifat fisiologis : kemampuan tumbuh dalam berbagai sumber karbon
(API 20 E Test Strips)
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Effects of the carbon source on bacterial growth and EPS 

production by G. hansenii LMG1524

Advances in Microbiology

Vol.2 No.4(2012), Article ID:25849,9 pages DOI:10.4236/aim.2012.24062

http://file.scirp.org/Html/11-2270115_25849.htm

http://www.scirp.org/journal/PaperInformation.aspx?PaperID=25849
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Sifat metabolik :
• Produksi senyawa kompleks

• Produksi ekstraseluler polisakararida
• Produksi ekstraseluler enzim

(amilase, protease, lipase, dsb)
• dsb

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (3)
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Sifat antigen :

• Antigen adalah senyawa yang menstimulasi
produksi antibodi jika diinjeksikan ke binatang

• Mikrobia mempunyai struktur fisik permukaan
sel tertentu yang dapat berfungsi sebagai
antigen

• Keberadaan antigen yang spesifik digunakan
untuk identifikasi mikrobia

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (4)
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Uji Serologi / Sifat 
antigen) 

(Pengamatan tidak 
langsung)
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Sifat patogen :

• Mikrobia patogen merupakan
mikrobia penyebab penyakit.

• Sifat patogenik dapat digunakan
untuk identifikasi

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (5)
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Sifat genetik :
• Analisa genetik sekarang banyak

digunakan untuk identifikasi mikrobia

• DNA probe : benang DNA dari spesies
yang diketahui dicampur dengan isolat
yang akan diidentifikasi. 

• Apabila isolatnya dari spesies yang sama, 
maka DNA akan bergabung membentuk
benang ganda.

C. IDENTIFIKASI MIKROBIA (6)



Southern blot hybridization
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1. Penyimpanan sementara :
• 4 – 10 ᵒC (refrigerasi)

2. Penyimpanan lama :
tahan sampai tahunan, tanpa mengalami 
perubahan morfologi dan fisiologi 
(ditambah cryoprotectant). Macam :

• Kering beku (liopilisasi) 
• Nitrogen cair : - 196 ᵒC
• Freezer : - 70 s/d – 120 ᵒC 

B. PENYIMPANAN KULTUR MURNI
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FEATURE:

Cell shape Cell wall constituents

Cell size Energy sources

Colonial morphology Fermentation products

Ultrastructural characteristics
Growth temperature optimum & 

range

Staining behaviour Osmotic tolerance

Mechanism of motility Oxygen relationships

Cellular inclusions pH optimum & growth range

Carbon & nitrogen sources
Sensitivity to metabolic inhibitors & 

antibiotics

Conventional Classification Major characteristics used in 
conventional classification: 
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Numerical taxonomy, the use of computers. 
The similarity matrix and conversion to dendrogram
(phenogram)

Selection of characters for identification purposes.



61http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0074-02762009000500002



Section:
Example of 

Genus:
Habitat:

Spirochaetes Treponema Parasites of animals

Microaerophilic Gram-

negative curved rods
Spirillum Aquatic, animal parasites

Aerobic Gram-negative 

rods
Pseudomonas Soil, water, animal parasites

Facultatively Anaerobic 

Gram-negative rods
Salmonella Intestinal tracts, animal parasites

Summary of bacterial groups 
(From Bergey's Manual of Systematic Bacteriology)
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Section:
Example of 

Genus:
Habitat:

Anaerobic Gram-negative 

rods
Bacteroides Animal, insect parasites

Sulphate reducers Desulfovibrio Anoxic sediments

Anaerobic Gram-negative 

cocci
Veillonella Animal intestines

Rickettsias, Chlamydias Rickettsia
Arthropods, animal parasites 

(obligate intracellular)

Summary of bacterial groups 
(From Bergey's Manual of Systematic Bacteriology):



Section: Example of Genus: Habitat:

Mycoplasma Mycoplasma
Animal, plant parasites, no 

cell wall

Endosymbionts Holospora
Symbionts of protozoans, 

insects, plants

Gram-positive cocci Staphylococcus Animal pathogens

Endospore formers Bacillus Soil, animal pathogens

Regular Gram-positive 

rods
Lactobacillus

Dairy products, animal 

intestines

Irregular Gram-

positive rods
Corynebacterium Soil, animal pathogens
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Section:
Example of 

Genus:
Habitat:

Mycobacteria Mycobacterium
Soil, plants, animal 

pathogens

Nocardioforms Nocardia Soil

Appendaged bacteria Caulobacter Aquatic, soil

Sheathed bacteria Sphaerotilus Aquatic
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Section:
Example of 

Genus:
Habitat:

Sliding bacteria Cytophage Aquatic

Fruiting bacteria Myxococcus Soil

Aerobic lithotrophs Nitrobacter Soil, water

Archaeobacteria (archaea) Halobacterium Extreme environments

Anoxygenic phototrophs Chromatium Waters

Oxygenic phototrophs Anabaena Soil, water

Actinomycetes Streptomyces Soil
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68

periplasmic space

cytoplasmic
membrane
(also  called 
the inner membrane)

outer 
membrane

cytoplasm

cytoplasm

capsule

peptido-
glycan

capsule

Gram (-)
Gram (+)
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