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Info Artikel Abstrak

Kata Kunci Fiksasi jaringan adalah suatu usaha untuk mempertahankan
Fiksatif, komponen-komponen sel atau jaringan agar tidak mengalami
Mikroskopis perubahan_dan tidak “mudah rusak. Tujuan penelitian ini untuk
preparat mengetahui _perbandingan fiksasi BNF 10% dan Aseton pada

jaringan dengan pewarnaan HE. Penelitian ini secara analitik,
menggunakan sampel organ hatiy, jantung dan ginjal kelinci
kemudian difiksasi menggunakan BNF 10% dan Aseton, dari 6
perlakuan. setiap : perlakuan ‘dipotong, 9 preparat sehingga
berjumlah 54 preparat.

Hasil pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE) pada organ hati, jantung
dan ginjal kelmci “yang difiksasi. menggunakan BNF 10%
menunjukan hasil .100% baik yaitu warna biru terang pada inti sel,
warna merah pada sitoplasma dan jaringan ikat serta warna pada
preparat seragam. Sedangkan hasil-pewarnaan Hematoxilin Eosin
(HE) - pada ‘organ hati, jantung dan ginjal yang difiksasi
menggunakan Aseton menunjukan hasil yang 100% kurang baik
yaitu warna biru pada inti sel kurang, warna merah pada
sitoplasmadan jaringan ikat kurang serta keseragaman warna pada
preparat kurang tetapi masih bisa didiagnosis.

Pengolahan jaringan terdiri dari

Pendahuluan beberapa  tindakan yang saling

Prosesing jaringan histologi masih
menjadi gold strandard penentuan
terapi dan prognosis pasien. Hasil yang
baik dapat memberikan gambaran
tentang bentuk, susunan sel, inti sel,
sitoplasma, susunan serat jaringan ikat,
otot dan lain sebagainya sesuai dengan
gambaran jaringan dalam kondisi pada
waktu masih hidup. Hal ini juga dapat
dipengaruhi oleh tahapan prosessing
seperti suhu, reagen dan waktu alat
poresing jaringan (Mescher, 2016).

menentukan satu sama lain, dengan
urutan  yaitu  fiksasi,  dehidrasi,
penjernihan, parafinisasi, perendaman
dalam parafin, pemotongan,
deparafinisasi, dan pewarnaan. Masing-
masing tindakan tersebut mempunyai
tujuan untuk menghasilkan jaringan
yang dapat dipotong setebal 2-7
mikrom dan dapat diwarnai dengan
pewarnaan tertentu. Jaringan tipis
tersebut bisa didapat bila jaringan
ditempatkan pada suatu media yang
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cukup padat seperti parafin, namun bisa
dipotong tipis (Miranti, 2010).

Tahapan fiksasi merupakan tahapan
yang paling penting dalam membuat
sediaan histologi, karena jika terjadi
kesalahan pada tahap ini akan
memberikan gambaran yang buruk pada
sediaan histologi (Nuralim et al, 2017)

Pengawetan  (fiksasi) 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 autolysis, pengawetan,
pengerasan jaringan, pemadatan koloid,
diferensiasi optik, dan - berpengaruh
terhadap pewarnaan (Bancroft, 2008).

Di dalam proses fiksasi ini, banyak
sekali cairan yang dapat  digunakan
untuk mengawetkan jaringan, baik yang
terdiri dari satu macam cairan Kimia
ataupun  campuran- dari . beberapa
macam bahan Kimia. Adapun contch
cairan fiksasi yang terdiri atas satu
macam bahan kimia yaitu fermaldehid,
etil alkohol, asam asetat, asam Kromat,
asam pikrat, potassium dikromat,
ossium tetraklorida,’ . acetone, dan
merkuri klorida. Sedangkan ' cairan
fiksasi yang terdiri dari ‘eampuran dari
beberapa macam bahan kimia adalah
larutan zenker, larutan bouin, dan
larutan karnoy. Dalam pemilihan cairan
fiksasi hal utama yang perlu diingat
adalah kegunaan  atau  tujuan
pemeriksaan dari jaringan itu sendiri.
Dan cairan fiksasi yang dipilih untuk
pemeriksaan histopatologi yang
umumnya dipakai adalah buffer netral
formalin (BNF) 10% (Yunalda, 2016).

Buffered Neutral Formalin (BNF) 10%

merupakan  cairan  fiksatif  untuk
mengawetkan jaringan pada pemeriksaan
histopatologi rutin. Alasan pemilihan
cairan ini karena penggunaanya lebih
muda dan dapat digunakan untuk
mengawetkan jaringan dalam kurun

waktu yang cukup lama. Namun, daya
fiksasinya lebih lambat yakni 12 sampai
24 jam (Miranti, 2010).

Aseton dikenal juga dengan dimetil
keton atau 2 propanon merupakan
senyawa senyawa penting dari alipatic
keton. Aseton pertama Kali dihasilkan
dengan cara destilasi kering dari kalsium
asetat (Intani, 2009). Aseton absolut
dapat digunakan untuk mempertahankan

enzim-enzim  tertentu  seperti  Acid
phospatase. Seperti yang diketahui
bahwa tujuan dari fiksasi adalah

mempertahankan susunan jaringan agar
mendekati kondisi sewaktu masih hidup
(Meyer & Hornickel, 2010).

Hematoksilin dan Eosin adalah
metode  pewarnaan  yang  banyak
digunkany, dalam pewarnaan jaringan
sehingga iawdiperlukan dalam diagnosa
medis dan “penelitian. Hematoksilin
adalah “bahan" ‘pewarna yang sering
digunakan pada pewarnaan histoteknik,
ia merupakan esktrak dari pohon yang
diberi nama logwood tree. Hematoksilin
bekerja. sebagai pewarna biasa, artinya
zat.ini mewarnal unsur basofilik jaringan.
Hematoksilin' memulas inti dan struktur
asam lainnya dari sel (seperti bagian
sitoplasma yang kaya RNA dan matriks
tulang rawan) menjadi biru. Eosin
Persifat asam ia akan memulas komponen
asidofilik jaringan seperti mitokondria,
granula sekretoris dan kolagen. Tidak
seperti hematoksilin, eosin mewarnai
sitoplasma dan kolagen menjadi warna
merah muda (Junquera, 2007)

Penelitian ini  bertujuan untuk
mengetahui gambaran mikroskopis pada
jaringan dengan menggunakan cairan
fiksasi BNF 10% dan Aseton.

Bahan dan Metode

Jenis penelitian yang digunakan yaitu
bersifat analitik menggunakan rancangan
cross sectional. Pembuatan preparat
dilakukan di Laboratorium Asri Medical
Center Yogyakarta pada tanggal 23 juli
2018 menggunakan organ hewan uji coba
kelinci yaitu organ hati, jantung dan
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ginjal kemudian di fiksasi menggunakan
dua cairan fiksatif yang berbeda yaitu
BNF 10% dan Aseton setelah itu
dilakukan prosesing jaringan.

Bahan (reagen) yang digunakan pada
proses pengolahan dan pengecatan adalah
jaringan, Alkohol 70%, aseton, alkohol
(70%, 80%, 96%, 100%), xylol, parafin,
hematoksilin, eosin, aquades, dan etanol.

Kriteria hasil pewarnaan HE

Alat yang digunakan adalah wadah
tertutup, tissue processor, pinset, kaset
pengolahan jaringan, cetakan (base
mould) mesin pewarnaan, (tissue staining
mechine), mikroskop, mikrotom, pisau
mikrotom, waterbath, kaki tiga, lampu
spritus, kaca obyek, dan kaca penutup.

Tabel 1. Kriteria hasil pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE)

No Deskripsi

Kualitas
Skala Ordinal  Score

1 Warna biru tua pada inti sel tidak jelas, warna merah

(eosin) pada sitoplasma dan jaringan,ikat tidak jelas
serta warna pada preparat tidak seragam. Sediaan

tidak bisa didiagnosis:

Tidak baik 1

2 Warna biru pada inti sel kuraang, warna merah (eosin)

pada sitoplasma dan jaringan ikat kurang, - serta
keseragamap/ warna pada preparat kurang. Tetapi

masih bisaididiagnosis.

Kurang baik 2

3 Warna biru terang pada inti sel, warna merah (eosin)
pada sitoplasma dan jaringan ikat-serta warna. pada Baik 3

preparat seragam.

Sumber : Ariyadi & Suryono 2017

Hasil

Tabel 2. Presentase hasil pengamatan.organ hati yang difiksasi dengan BNF 10% dan
Aseton dengan'pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE)

Organ Kualitas BNFE 10% Aseton
Baik 9 0
Hati Kurang Baik 0 9
Tidak Baik 0 0

Sumber : data primer (2018)

Berdasarkan rekapitulasi tabel diatas menunjukan bahwa dari 9 preparat organ hati
yang difikasi menggunakan cairan fiksatif BNF 10% didapatkan hasil 100% dalam
kategori baik dan 9 preparat organ hati yang difiksasi dengan Aseton didapatkan hasil 100%

dalam kategori kurang baik.
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Gambar 1. (A) Hasil mikroskopis organ hati yang difiksasi dengan BNF 10% dengan
pewarnaan HE pembesaran 1000x, (B) hasil mikroskopis organ hati yang
difiksasi dengan Aseton dengan pewarnaan HE pembesaran 1000x, (1)

warna biru terang pada.i warna merah (eosin) pada sitoplasma dan
jaringan ikat, (3 a inti sel kurang, (4) warna merah
(eosin) pada si ﬂ&ia ‘rq ang
Tabel 3.Presentase h ‘Tnat igan Jantung sasi dengan BNF 10% dan
Aseton de Hematoxilin Eosin
Organ A 'Iit .. BNF10% Aseton
= A\ Bl Y 0 oL 0
Jantung — Kuran ;,.5’ a0l 9
Wi 0 0
Sumber : data pri (20]38- y

Berdasarkan rekapitulasi tab_\ dlat %n bahwa dari 9 preparat organ jantung
yang difikasi menggunakan cairan fIkS F 10% didapatkan hasil 100% dalam
kategori baik dan 9% preparat dﬁgan\!antung yang difiksasi menggunakan Aseton

didapatkan hasil 100% dalam k%egprl kuran%lﬁlﬁ

Gambar 2. (A) Hasil mikroskopis organ jantung yang difiksasi dengan BNF 10%
dengan pewarnaan HE pembesaran 1000x, (B) Hasil mikroskopis
organ jantung yang difiksasi dengan Aseton dengan pewarnaan HE
pembesaran 1000x, (1) warna biru terang pada inti sel, (2) warna
merah (eosin) pada sitoplasma dan jaringan ikat, (3) warna biru pada
inti sel kurang, (4) warna merah (esoin) pada sitoplasma dan
jaringan ikat kurang.
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Tabel 4. Presentase hasil pengamatan organ ginjal yang difiksasi dengan BNF 10% dan
Aseton dengan pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE)

Organ Kualitas BNF 10% Aseton
Baik 9 0
Ginjal Kurang Baik 0 9
Tidak Baik 0 0

Sumber : data primer (2018)

Berdasarkan rekapitulasi tabel diatas menunjukan bahwa dari 9 preparat organ ginjal
yang difikasi menggunakan cairan fiksatif BNF 10% didapatkan hasil 100% dalam
kategori baik sedangkan 9 preparat jaringan ginjal yang difiksasi dengan Aseton

didapatkan hasil 100% dalam kategori kurang baik.

ifiksasi dengan

Diskusi

Berdasarkan  hasil  pengamatan
secara mikroskopis, dari 9 preparat organ
hati, 9 preparat organ jantung dan 9
preparat organ ginjal yang difiksasi
dengan BNF 10% ditemukan warna biru
terang pada inti sel, warna merah pada
sitoplasma dan jaringan ikat serta warna
pada preparat seragam selain itu
ditemukan terjadi perubahan <20%
jumlah sel. Berdasarkan kriteria penilaian
pewarnaan HE ditemukan warna biru
terang pada inti sel, warna merah pada
sitoplasma dan jaringan ikat serta warna
pada preparat seragam sehingga diambil
kesimpulan dari 9 preparat organ hati, 9

. asil 'mi is org yang S
dengan pe\ a p&‘ulfilaqa‘w 1000x (B) a

i seton dengan p arnaan HE pembesaran
arna biru terang pada inti sel, (2

preparat organ jantung dan 9 preparat
organ ginjal yang difiksasi dengan BNF
10% berada dalam kategori baik.

Netral Buffer Formalin 10% (NBF
10%) merupakan campuran antara
sodium hidrogen fosfat dan disodium
hidrogen  fosfat. Buffer  sendiri
merupakan larutan penyangga dengan
adanya larutan tersebut dalam suatu
larutan maka derajat keasaman pH
jaringan tetap konsisten dengan pH yang
netral maka sifat maupun struktur
jaringan tidak akan berubah (Khristian &
Inderiati, 2017).

Sedangkan pada pengamatan
mikroskopis, dari 9 preparat organ hati, 9
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preparat jantung dan 9 preparat organ
ginjal  yang difiksasi dengan Aseton
nampak inti sel telah mengkerut, terjadi
perubahan 20-50% jumlah sel, ditemukan
warna biru pada inti sel kurang, warna
merah pada sitoplasma dan jaringan ikat
kurang tetapi masih bisa didiagnosis.
Berdasarkan kriteria penilaian pewarnaan
HE ditemukan warna biru terang pada
inti sel kurang, warna merah pada
sitoplasma dan jaringan ikat kurang serta
keseragaman warna pada preparat kurang
tetapi masih bisa didiagnosis sehingga
diambil kesimpulan bahwa 9 preparat
organ hati, 9 preparat organ jantung dan
9 preparat organ ginjal yang difiksasi
menggunakan Aseton berada.~dalam
kategori kurang baik.

Aseton juga dikenal" ' sebagai
propanon, dimetil keten, 2-propanon,
propan-2-on, adalah” senyawa berbentuk
cairan yang tidak berwarna dan mudah
terbakar. Aseton merupakan keton yang
paling sederhana. Aseton larut dalam
berbagai perbandingan dengan. air, etanc!,
dan dietil eter. JAseton sendiri juga
merupakan pelarut yang penting. Aseton
cepat bereaksi namun memiliki penetrasi
yang buruk dan menyebabkan kerapuhan
dalam jaringan jika' penggunaan . nya
terlalu lama. Aseton juga menghilangkan
lipid dari jaringan (Khristian & Inderiati,
2017).

Aseton sendiri menyebabkan
jaringan cepat mengeras dan mengkerut
sehingga  sediaan  sukar  dipulas.
Kemungkinan yang lain adalah lamanya
fiksasi yang kurang tepat sehingga
mengakibatkan cairan fiksatif tidak
mencapai titik pusat terdalam sebelum
proses autolysis berjalan. Ketika bagian
dalam jaringan tidak sempat terfiksasi
maka akan ada kemungkinan gambaran
sediaan mikroskopis yang terdistorsi
sebagian (Meyer & Hornickel, 2010).

Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Ariyadi dan Suryono, 2017
hasil kurang baik atau tidak baik pada
pewaranaan Hematoxyilin Eosin bisa
disebabkan karena Hematoxyilin

berperan sebagai pewarna dasar. Setiap
komponen yang terwarnai oleh zat ini
mengandung asam nukleat, seperti inti
sel yang kaya kromatin, dan daerah
sitoplasma yang kaya RNA. Kurang
adekuatnya hematoxyilin yang mewarnai
bagian inti sel, hal ini disebabkan oleh
fiksasi yang tidak adekuat. Penyebab
lainnya adalah proses proses
penghilangan  parafin  yang tidak
sempurna, waktu pewarnaan tidak
adekuat, proses penghilangan warna
terlalu  kuat atau berlebihan dan
pemotongan yang tipis (Ariyadi &
Suryono 2017)

Kesimpulan

a. Kualitas pewarnaan  Hematoxilin
Eosiny pada jaringan yang difiksasi
dengan WNBF 10% sebanyak 27
preparat menunjukan hasil yang baik
(100%) warna,biru terang pada inti sel,
warna merah pada sitoplasma dan
jaringan: - ikat serta warna pada
preparat seragam. Sedangkan Kualitas
pewarnaan ‘Hematoxilin Eosin pada
jaringan yang difiksasi dengan Aseton
sebanyak ' 27 preparat menunjukan
hasil yang kurang baik (100%) warna
biru pada inti sel kurang, warna merah
pada sitoplasma dan jaringan ikat
kurang sertakeseragaman warna pada
preparat kurang. warna merah pada
sitoplasma dan jaringan ikat kurang
serta keseragaman warna pada
preparat kurang.

b. Pada uji mann whitney Terdapat
perbedaan yang signifikan <0,05
antara  jaringan yang difiksasi
menggunakan NBF 10% dan aseton
pada jaringan dengan pewarnaan
Hematoxyilin Eosin

Saran

a. Perlu dilakukan penelitian serupa
dengan mengendalikan  variabel
penggangu seperti lama waktu
fiksasi
Perlu dilakukan penelitian serupa
menggunakan ~ sampel  dengan
ukuran yang berbeda beda.
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