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Info Artikel Abstrak

Fiksasi adalah suatu metode untuk mempertahankan komponen-komponen sel atau
jaringan agar tidak mengalami perubahan dan tidak mudah rusak. Bahan pengawet
yang rutin digunakan dalam proses fiksasi adalah larutan Buffer Neutral Formalin
(BNF) 10% merupakan cairan fiksatif untuk mengawetkan jaringan pada pemeriksaan
histopatologi rutin. Selain BNF 10% larutan fiksasi yang dapat digunakan adalah
metanol.Secara umum fiksasi dilakukan selama 12-24jam. Waktu fiksasi tergantung
dari jenis fiksatifnya. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh lama
fiksasi BNF 10% dan metanol terhadap gambaran mikroskopis jaringan dengan
pewarnaan Hematoxylin-Eosin.Jenis penelitian deskriptif analitik. Sampel penelitian
ini adalah organ hati dan ginjal hewan coba kelinci kemudian difiksasi dengan BNF
10% dan metanol selama 6, 24 jam dan 7 hari sampel dibuat preparat histology
dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin kemudian dinilai gambaran sediaan. Hasil
penelitian fiksasi BNF 10% dengan menggunakan  variasi waktu 6 jam dan 24 jam
diperoleh hasil gambaran mikroskopisnya baik. Sedangkan, pada fiksasi 7 hari
diperoleh hasil kurang baik. Jaringan yang difiksasi menggunakan metanol dengan
variasi waktu 6, 24 jam dan 7 hari diperoleh hasil gambaran mikroskopis untuk
keseluruhan kurang baik. Hasil uji statistik Kruskal-Wallis Test untuk sampel yang
difiksasi menggunakan larutan fiksatif BNF 10% dan Metanol masing-masing
diperoleh nilai 0,082 >0,05 yang menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan fiksasi
menggunakan BNF 10% dan metanol terhadap gambaran mikroskopis.

Kata Kunci
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Pendahuluan
Histologi adalah cabang ilmu kedokteran

yang mempelajari struktur dan sifat jaringan
dan organ tubuh untuk menjelaskan fungsinya
dalam keadaan normal, termasuk
perubahannya sepanjang usia dan dalam
keadaan sakit (Wonodirekso, 2003).

Salah satu metode membuat sajian
histologi yaitu metode histoteknik. Teknik ini
merupakan salah satu teknik laboratorium
yang dipergunakan dalam kegiatan
eksperimental. Hasil pemeriksaan dari teknik
ini adalah berupa spesimen mikroskopik
setelah dilakukan pewarnaan sesuai dengan
yang dibutuhkan, salah satunya adalah dengan

pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) (Alwi,
2016).

Tahapan histoteknik salah satunya adalah
fiksasi. Fiksasi (pengawetan) adalah stabilisasi
unsur penting pada jaringan sehingga unsur
tersebut tidak terlarut, berpindah, atau
terdistorsi selama prosedur selanjutnya.
Fiksasi yang benar merupakan dasar dari
semua pembuatan preparat yang baik. Fungsi
fiksasi adalah menghambat proses
pembusukan dan autolisis, pengawetan,
pengerasan jaringan, pemadatan koloid,
diferensiasi optik, dan berpengaruh terhadap
pewarnaan (Bancoft,2008).
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Sehingga proses fiksasi sangat penting
dalam pemeriksaan histologi jaringan manusia
maupun hewan. Pada jaringan hewan apabila
dibiarkan lama setelah penyembelihan akan
menyebabkan autolisis. Selain menyebabkan
kualitas daging menurun autolisis juga
menyebabkan gangguan dalam mendiagnosis
jaringan secara histopatologi, karena autolisis
memiliki ciri-ciri yang menyerupai nekrosis
seperti sel yang mengalami piknosis yang
ditandai dengan hiperkromatik dengan inti sel
yang mengecil (Kroemer, 2005).

Autolisis merupakan perlunakan dan
pencairan jaringan yang terjadi dalam keadaan
steril melalui proses kimia yang disebabkan
oleh enzim-enzim intraseluler, dengan kata
lain autolisis merupakan penghancuran
jaringan atau sel-sel dari suatu organisme oleh
enzim, yang diproduksi oleh sel itu sendiri.
Sehingga organ-organ yang kaya dengan
enzim akan mengalami proses autolisis lebih
cepat dari pada organ-organ yang memiliki
sedikit enzim. Organ dalam seperti paru, otot
polos, otot lurik dan otot jantung mempunyai
kecendrungan mengalami autolisis yang lebih
lambat dibandingkan organ seperti hati,
pankreas dan ginjal (Hasan, 2015).

Bahan pengawet yang rutin digunakan
dalam proses fiksasi adalah larutan Buffer
Neutral Formalin (BNF) 10% merupakan
cairan fiksatif untuk mengawetkan jaringan
pada pemeriksaan histopatologi rutin. Alasan
pemilihan cairan ini karena penggunaannya
lebih mudah dan dapat digunakan untuk
mengawetkan jaringan dalam kurun waktu
yang cukup lama (Miranti, 2010).

Selain BNF 10% larutan fiksasi yang
dapat digunakan adalah metanol. Metanol
merupakan bentuk alkohol paling sederhana.
Selain itu, metanol  lebih mudah diperoleh dan
lebih murah jika dibandingkan dengan BNF
10%.Secara umum fiksasi dilakukan
selama12-24jam. Waktu fiksasi tergantung
dari jenis fiksatifnya, larutan formalin harus
membutuhkan waktu minimal 24 jam baru bisa
dilakukan dehidrasi. Jika jaringan difiksasi
dengan formalin selama 24 jam maka sebagian
besar dari formalin tersebut akan luruh, tetapi
formaldehida bereaksi sangat cepat dengan
komponen jaringan dan sebagian reaksi
bersifat reversible. Semakin lama fiksasi
dengan formalin dapat menyebabkan
penyusutan dan pengerasan dari
jaringan(Jamie et al, 2010).

Tujuan dari penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh lama fiksasi BNF 10%
dan metanol terhadap gambaran mikroskopis
jaringan dengan pewarnaan Hematoxylin-
Eosin.
Bahan dan Metode

Penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian deskriptif analitik dengan
menggunakan desain cross sectional.

Jenis data yang digunakan dalam
penelitian ini adalah data primer. Data yang
dikumpulkan langsung oleh peneliti.Data
dalam penelitian ini disajikan dalam bentuk
tabel.  Semua data yangtelah diperoleh dari
hasil penilaian dicatat, dianalisis dan diberi
skor sesusai dengan kriteria kemudian
dilakukan pengolahan data menggunakan
Kruskal-Wallis test dengan SPSS

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli-
Agustus 2018 di Laboratorium Biologi
Molekuler Universitas Muhammadiyah
Semarang, Laboratorium Patologi Anatomi
Asri Medical Center Yogyakarta dan di
Laboratorium Patologi Anatomi RSUD Dr.
Moewardi Surakarta. Sampel diambil dari
jaringan organ tubuh hewan coba (kelinci),
dilakukan pembedahan kemudian diambil
organ hati dan ginjal yang masih segar,
jaringan dipotong masing-masing dimasukkan
kedalam wadah yang berisi larutan fiksatif.
Kemudian difiksasi selama 6, 24 jam dan 7
hari. Selanjutnya dilakukan pengelolahan
jaringan, pewarnaan HE dan pembacaan hasil
dibawah mikroskop 100x.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah alkohol 70%, 80%, 96% absolute,dek
glass, entelan, eosin,fiksatif BNF 10%, fiksatif
metanol, Hematoxyln,kaca objek glass,
paraffindan xylol. Alat yang digunakan  adalah
alat pelindung diri (APD), alat ukur, alat untuk
pengeblokan, alat untuk pemotonggan blok
paraffin, alat untuk pewarnaan, kaset, mesin
pengolahan jaringan Tissue
proceccing,mikroskop, pisau jaringan (makro
knife), pinset, wadah/botol kaca bermulut
besar,telenan, Water bath (Section Floation
Bath)dan Hot plate.
Hasil

Pada penelitian ini untuk hasil
pengamatan gambaran mikroskopis jaringan
menggunakan tiga skor kriteria pewarnaan
yaitu skor 1 (tidak baik) jika Warna biru pada
inti sel tidak jelas, warna merah (eosin) pada
sitoplasma dan jaringan ikat tidak jelas serta
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warna pada preparat tidak seragam, skor 2
(kurang baik)  jika warna biru pada inti sel
kurang, warna merah (eosin) pada sitoplasma
dan jaringan ikat kurang, serta keseragaman
warna pada preparat kurang. Tetapi masih bisa
didiagnosis, dan skor 3 ( baik) jika warna biru
pada inti sel, warna merah (eosin) pada
sitoplasma dan jaringan ikat serta warna pada
preparat seragam.

Berdasarkan tabel hasil penelitian
gambaran mikroskopis jaringan organ hati dan
ginjal yang difiksasi dengan larutan BNF 10%
selama 6  dan 24 jam diperoleh hasil gambaran
mikroskopisnya baik, sedangkan untuk fiksasi

selama 7 hari gambaran mikroskopisnya yang
diperoleh kurang baik. Sedangkan, hasil
penelitian gambaran mikroskopis jaringan
organ hati dan ginjal yang difiksasi dengan
larutan metanol selama 6, 24 jam dan 7 hari
gambaran mikroskopis jaringan diperoleh hasil
kurang baik.

Tabel 1.Hasil pewarnaan HE jaringan hati-ginjal yang difiksasi BNF 10% dan Metanol

Hasil pengamatan mikroskopis  jaringan dengan fiksasi BNF 10% dan metanol dilampirkan
dalam bentuk gambar sebagai berikut :

Gambar 1.Hasil gambaran mikroskopis pewarnaan HE pada jaringan hati   dengan fiksasi BNF 10% pembesaran 100x.
Keterangan : (A) 6 jam, (B) 24 jam dan (C) 7 hari.

(1) Inti sel, (2) Membran sel dan (3) Sitoplasma.

Gambar 2. Hasil gambaran mikroskopis pewarnaan HE pada jaringan ginjal   dengan fiksasi BNF 10% pembesaran 100x.
Keterangan : (A) 6 jam, (B) 24 jam dan (C) 7 hari.

(1) Inti sel, (2) Membran sel dan (3) Sitoplasma.

A B C

1
1
1

1

2
3

A B C

1
2

3
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Berdasarkan gambar hasil pengamatan
mikroskopis diatas didapatkan hasil
mikroskopis baik dengan skor (3) pada fiksasi
BNF 10% selama 6  dan 24 jam yang ditandai
dengan warna biru pada inti sel, warna merah
pada sitoplasma dan jaringan ikat serta warna
pada preparat seragam.

Sedangkan, untuk fiksasi selama 7 hari
gambaran mikroskopisnya yang diperoleh
kurang baik dengan skor (2) ditandai dengan
warna biru pada inti sel kurang, warna merah
pada sitoplasma dan jaringan ikat kurang serta
keseragamaan warna pada preparat kurang.

Gambar 3. Hasil gambaran mikroskopis pewarnaan HE pada jaringan hati   dengan fiksasi metanol pembesaran 100x.
Keterangan : (A) 6 jam, (B) 24 jam dan (C) 7 hari.

(1) Inti sel, (2) Membran sel dan (3) Sitoplasma.

Gambar 4. Hasil gambaran mikroskopis pewarnaan HE pada jaringan ginjal   dengan fiksasi metanol pembesaran 100x.
Keterangan : (A) 6 jam, (B) 24 jam dan (C) 7 hari.

(1) Inti sel, (2) Membran sel dan (3) Sitoplasma.

Berdasarkan gambar hasil pengamatan
mikroskopis diatas didapatkan hasil jaringan
yang difiksasi menggunakan metanol dengan
variasi waktu 6, 24 jam dan 7 hari diperoleh
hasil untuk keseluruhan kurang baik dengan

skor (2),ditandai dengan warna biru pada inti
sel kurang, warna merah pada sitoplasma dan
jaringan ikat kurang serta keseragamaan warna
pada preparat kurang.

Diskusi
BNF 10% secara umum merupakan cairan

fiksatif yang digunakan untuk mengawetkan
jaringan pada pemeriksaan histologi rutin.
Cairan fiksasi ini dipilih karena
penggunaannya lebih mudah dan dapat
digunakan untuk mengawetkan jaringan dalam
kurun waktu yang cukup lama. Larutan
formalin yang digunakan sebagai pengawet
jaringan biasanya berkadar 10% dengan

ditambahkan buffer phospat sebagai
penyangga didalan sel. Daya fiksasinya
cenderung lambat yakni 12-24 jam. Larutan ini
akan mengawetkan struktur halus (fine
structures), fosfolipida, dan beberapa enzim
dengan sangat baik (Luna, 2000).

Metanol merupakan bentuk alkohol
paling sederhana. Alkohol tidak secara rutin
digunakan untuk mengawetkan jaringan
karena menyebabkan terlalu rapuh dan keras

A B C

BA C

1
2 3
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3
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(Nasar, 2008).
Larutan ini merupakan fiksatif umum

jaringan yang kurang baik karena tidak dapat
memfiksasi bahan inti (kromatin) secara
memadai. Bahan ini merupakan koagulan
sitoplasma yang baik tetapi tidak dapat
digunakan untuk memfiksasi lipida karena
lipida larut dalam alkohol. Etil alkohol akan
mengeraskan jaringan tetapi kadang digunakan
sebagai fiksatif untuk enzim tertentu (Suntoro,
1983).

Berdasarkan pengamatan yang dilakukan
jaringan hati/ginjal dengan ukuran jaringan
1x1 cm kriteria penilaian menunjukkan
gambaran mikroskopis baik pada fiksasi BNF
10% selama 6  dan 24 jam yang ditandai
dengan warna biru pada inti sel, warna merah
pada sitoplasma dan jaringan ikat serta warna
pada preparat seragam ini dikarenakan larutan
BNF 10% memiliki kemampuan penetrasi
yang cukup baik pada jaringan. Sedangkan,
untuk fiksasi selama 7 hari gambaran
mikroskopisnya yang diperoleh kurang baik
karena terjadi over fiksasi pada jaringan
menyebabkan penyerapan HE kurang
sempurna sehingga warna biru pada inti sel
kurang, warna merah pada sitoplasma dan
jaringan ikat kurang serta keseragamaan warna
pada preparat kurang. Tetapi preparat tersebut
masih bisa untuk didiagnosis. Hal ini
disebabkan karena terlalu lamanya organ
berada dalam cairan formalin ketika dilakukan
fiksasi. Sedangkan waktu yang dilakukan
untuk fiksasi secara umum adalah 12-24 jam
(Rina S. et al, 2013).

Ketika fiksasi dilakukan lebih lama, akan
terjadi ikatan silang yang bersifat ireversibel
sehingga cairan fiksasi tidak dapat lepas dari
jaringan sehingga terjadilah pengerasan
jaringan. Jika waktu fiksasi yang dilakukan
lebih dari waktu yang disarankan, maka
nantinya dapat memberikan dampak yang
buruk terhadap pemotongan organ (Hopwood
et al, 1990).

Jaringan yang difiksasi menggunakan
metanol dengan variasi waktu 6, 24 jam dan 7
hari diperoleh hasil secara makroskopis organ
yang difiksasi dengan metanol mengalami
penyustan setelah berada dalam larutan fiksatif
sehingga gambaran mikroskopis yang
dihasilkan untuk keseluruhan kurang baik.
Ditandai dengan warna biru pada inti sel
kurang, warna merah pada sitoplasma dan
jaringan ikat kurang serta keseragamaan warna

pada preparat kurang. Hal ini disebabkan daya
tembus larutan yang kurang baik dikarenakan
larutan methanol yang bersifat asam
menyebabkan jaringan cepat menjadi keras
dan mengkerut. Penyusutan akibat fiksasi yang
terlalu lama membuat pori-pori membran sel
membesar, sehingga ketika dilakukan
dehidrasi, alkohol yang bersifat hidrofilik
membuat cairan di dalam sel akan mudah
keluar ke ekstrasel (Jamie et al, 2010).

Hematoxylin berperan sebagai warna
dasar pada proses pewarnaan, warna struktur
dalam jaringan tampak bewarna ungu
kebiruan. Kurang adekuatnya Hematoxylin
yang mewarnai bagian inti seluler oleh fiksasi
yang tidak adekuat. Penyebab lainnya adalah
prosessing jaringan, pemotongan jaringan
yang tipis dan pH larutan fiksatif yang kurang
tepat,. Pada pewarnaan eosin berperan sebagai
pewarna asam yang mewarnai komponen
jaringan yang tidak berinti sehingga bewarna
merah sampai merah muda. Akibat fiksasi
yang buruk mempengaruhi sitoplasma menjadi
lebih pucat dan samar dan waktu pewarnaan
yang tidak adekuat. Hal ini sesuai dengan
ikatan asam basa pada pewarnaan
Hematoxylin-Eosin. Dengan demikian
penelitian ini sesuai dengan peneliti
sebelumnya yang menyimpulkan BNF 10%
lebih baik untuk memfiksasi jaringan (Juliati,
2017).
Kesimpulan dan Saran
Kesimpulan

Jaringan hati/ginjal dengan ukuran 1x1cm
fiksasi BNF 10% selama waktu 6 jam dan 24
jam diperoleh hasil gambaran mikroskopisnya
sudah cukup baik untuk menghasilkan sediaan
yang baik. Sedangkan, pada fiksasi 7 hari
diperoleh hasil kurang baik karena pada
jaringan terjadi over fiksasi. Jaringan yang
difiksasi menggunakan metanol dengan variasi
waktu 6, 24 jam dan 7 hari diperoleh hasil
gambaran mikroskopis untuk keseluruhan
kurang baik. Berdasarkan hasil uji statistik
menggunakan uji Non
ParametrikKruskalWallis Testuntuk sampel
yang difiksasi menggunakan larutan fiksatif
BNF 10% dan Metanol masing-masing
diperoleh nilai 0,082>0,05 yang menunjukkan
bahwa tidak ada pengaruh lama fiksasi BNF
10% dan metanol terhadap gambaran
mikroskopis.
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Saran
Jaringan hati/ginjal ukuran 1x1 cm fiksasi
BNF 10% selama 6 dan 24 jam  sudah cukup
baik untuk menghasilkan sediaan yang baik
dan bagi peneliti selanjutnya dapat
melanjutkan penelitian ini dengan fiksatif yang
berbeda, jaringan yang berbeda serta ukuran
jaringan yang berbeda.
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