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RINGKASAN

Interpretasi hasil pemeriksaan histologik sangat ditentukan oleh hasil visualisasi
gambaran preparat histologi. Permasalahan yang sering dijumpai di dalam laboratorium
histologi adalah kualitas gambar yang kurang baik, di sebabkan oleh metode pengecatan yang
kurang optimal. Salah satu alat yang di gunakan adalah automatic slide stainer alat yang
diproduksi oleh luar negeri, sehingga setting manual;nya belum disesuaikan dengan kondisi
kebutuhan di Indonesia, misalnya optimalisasi suhu, resep reagen pewarna. Oleh karena itu
perlu dilakukan penelitian ini untuk mengetahui profil preparat histologi dengan pewarnaan
jaringan rutin Haematoksilin-Eosin (HE) dengan menggunakan Automatic Slide Stainer
untuk mengoptimalkan metode tersebut, agar dapat di manfaatkan sesuai dengan kondisi
kebutuhan laboratorium setempat.

Tujuan dari melakukan optimalisasi alat automatic slide stainer untuk pengecatan
jaringan dengan haemotoksilin-eosin. Penelitian ini akan membandingkan hasil pewarnaan
jaringan menggunakan haemotoksilin-eosin dengan perlakuan perbedaan suhu (20°C, 22°C,
25°C) dan perbedaan resep pewarnaan. Parameter penelitian adalah jumlah sel otot yang
intinya (nucleus) terwarna secara optimal (berwarna biru), apabila masih berwarna merah
muda berarti metode belum optimal.

Hasil penelitian menunjukkan, pada suhu 20°C dan 22°C terlihat warna yang lebih
pucat, sedangkan pada suhu 25°C, terlihat warna yang komposisinya sudah terlihat
proposional.

Kata kunci: Automatic Slide Stainer, Haematoksilin-Eosin, preparat jaringan histologi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Subyek histologi pada saat ini bukan hanya mengenai struktur tubuh, namun berkaitan
dengan fungsinya yang direpresentasikan dalam bentuk preparat histologi yang telah
mengalami proses pemberian warna pada jaringan yang telah dipotong sehingga unsur
jaringan menjadi kontras dan dapat dikenali/diamati dengan mikroskop (Gartner, Leslie,
2007). Pewarnaan jaringan yang dikembangkan didalam visualisasi berbagai unsur sel dan
jaringan harus memenuhi syarat bisa membedakan unsur asam dan basa unsur sel, pada
pewarna khusus bisa mengenali unsur serat matrik ekstrasel, dan garam logam yang
mengedap pada jaringan, membentuk endapan pada jaringan. Proses timbulnya warna terkait
dengan terjadinya ikatan antara molekul tertentu yang terdapat pada daerah dan struktur
jaringan yang tertentu. Sinar dengan panjang gelombang tertentu yang terdapat dalam sinar
yang berasal dari cahaya matahari atau lampu mikroskop yang dipaparkan pada sajian yang
telah diwarnai akan diabsorpsi (diserap) atau diteruskan. Zat warna yang terikat pada
jaringan akan menyerap sinar dengan panjang gelombang tertentu sehingga jaringan tersebut
akan tampak berwarna. Prinsip pewarnaan adalah terjadinya afinitas antara jaringan dengan
bahan pewarna, baik secara langsung, yaitu bahan cat dengan jaringan dapat berikatan secara
langsung, atau secara tidak langsung, yaitu bahan cat dengan jaringan tidak dapat berikatan
secara langsung, kecuali diberi bahan perantara yang biasa disebut sebagai mordan (Sugito,
2013).

Pada dasarnya pewarnaan jaringan ada 2 macam, Yyaitu pewarnaan rutin
Haematoksilin-Eosin (HE) dan pewarnaan khusus (PAS, Mallory, Masson’s trichrome, dan
lain lain). Pewarnaan rutin Haematoksilin-Eosin (HE) adalah tehnik pewarnaan yang dibagi
menjadi 2 metode, yaitu metode pewarnaan progressive dan metode pewarnaan regressive.
Preparat histologi yang paling sering digunakan untuk pewarna rutin adalah Haematoksilin-
Eosin (HE).

Haematoksilin-Eosin bersifat basa yang khusus mewarnai unsur asam pada sel
sehingga tampak kebiruan, karena unsur yang paling asam ialah asam deoksiribonukleat
(DNA) dan asam ribonukleat (RNA), maka inti dan lingkungan sitoplasma yang banyak
terdapat ribosom akan tampak berwarna biru tua, sehingga disebut basofilik. Eosin bersifat

asam yang mewarnai unsur basa dari sel sehingga tampak merah muda, karena banyak bagian



sitoplasma bersifat basa, pada daerah tertentu sitoplasma terwarna merah muda,
unsur-unsur ini disebut asidofilik (eosinofilik).

Berdasarkan uraian tersebut di atas, maka dapat disusun permasalahan bagaimana
mengoptimalkan tehnik pewarnaan jaringan rutin Haematoksilin-Eosin (HE) metoda
progresif dengan menggunakan Automatic Slide Stainer. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi ilmiah mengenai standar metoda alternative di dalam optimalisasi
tehnik pewarnaan jaringan rutin Haematoksilin-Eosin (HE) metoda progresif secara otomatis,
sehingga dapat diperoleh kondisi preparat yang bias mewakili visualisai dari sajian histologi
dari jaringan yang di amati dan bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara
struktur tubuh, maupun yang berkaitan dengan fungsinya. Penelitian ini mempunyai tujuan
khusus untuk melakukan optimalisasi pewarnaan jaringan dengan haemotoksilin-eosin
menggunakan Automatic Slide Stainer.

Subyek histologi pada saat ini bukan hanya mengenai struktur tubuh, namun berkaitan
dengan fungsinya yang direpresentasikan dalam bentuk preparat histologi yang telah
mengalami proses pemberian warna pada jaringan yang telah dipotong sehingga unsur
jaringan menjadi kontras dan dapat dikenali/diamati dengan mikroskop (Gartner, Leslie,
2007). Pewarnaan jaringan yang dikembangkan didalam visualisasi berbagai unsur sel dan
jaringan harus memenuhi syarat bisa membedakan unsur asam dan basa unsur sel, pada
pewarna khusus bisa mengenali unsur serat matrik ekstrasel, dan garam logam yang
mengedap pada jaringan, membentuk endapan pada jaringan.

Kesulitan yang terjadi didalam mempelajari preparat histologi karena tampilan dari
hasil pewarnaan konvensional yang memungkinkan timbulnya artefak/kotoran yang tidak
dapat dibedakan dari struktur histologi yang dicari, oleh karena itu perlu dilakukan penelitian
ini untuk mengetahui profil preparat histologi dengan pewarnaan jaringan rutin
Haematoksilin-Eosin (HE) dengan menggunakan Automatic Slide Stainer.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai standar
metoda alternative di dalam optimalisasi tehnik pewarnaan jaringan rutin Haematoksilin-
Eosin (HE) secara otomatis, sehingga dapat diperoleh kondisi preparat yang bisa mewakili
visualisai dari sajian histology dari jaringan yang di amati dan bermanfaat dalam mempelajari
subyek histologi secara struktur tubuh, maupun yang berkaitan dengan fungsinya.
Selanjutnya, hasil penelitian ini berguna untuk mempelajari sehingga dapat diperoleh kondisi
preparat yang bisa mewakili visualisai dari sajian histologi dari jaringan yang di amati dan
bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara struktur tubuh, maupun yang

berkaitan dengan fungsinya, khususnya di bidang pengelolaan laboratorium pendidikan.



1.2 Target Temuan

Luaran penelitian dalam bentuk pemanfaatan teknologi tehnik pewarnaan jaringan
rutin Haematoksilin-Eosin (HE) secara otomatis menggunakan Automatic Slide Stainer.
Adapun target temuan dari penelitian ini adalah metoda alternative yang cepat, dan hasil yang
akurat untuk tehnik pewarnaan jaringan rutin yang akan dipublikasikan pada E-jurnal

nasional.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Telaah Pustaka

Hematoksilin merupakan zat warna alami yang pertama kali dipakai tahun 1863.
Hematoksilin akan mengikat inti sel secara lemah, kecuali bila ditambahkan senyawaan
lainnya seperti alumunium, besi, krom dan tembaga. Senyawaan hematoksilin yang dipakai
adalah bentuk oksidasinya yaitu hematein. Proses oksidasi senyawaan hematoksilin ini
dikenal sebagai Ripening dan dapat dipercepat prosesnya dengan menambahkan senyawaan
yang bertindak sebagai oksidator seperti merkuri oksida, hidrogen peroksida, potassium
permanganat dan sodium iodat.

Selama proses oksidasi berlangsung kemampuan hematoksilin utuk mewarnai inti sel
akan terus berlangsung dan akan berkurang bila proses oksidasi telah selesai. Untuk
memperpanjang proses ini larutan hematoksilin dapat disimpan dalam wadah tertutup dan
disimpan dalam ruangan gelap. Dalam kondisi terpapar oleh cahaya sebaiknya larutan diganti
sekurangnya seminggu sekali. Jenis hematoksilin yangsering dipakai adalah mayer, delafied,
Erlich, Bullard dan Bohmer, sedangkan counterstaining yang dipakai adalah eosin, safranin,
dan phloxine.

Hematoksilin dan Eosin adalah metode pewarnaan yang banyak digunakan dalam
dalam pewarnaan jaringan sehingga ia di perlukan dalam diagnosa medis dan penelitian.
Hematoksilin adalah bahan pewarna yang sering digunakan pada pewarnaan histoteknik, ia
merupakan ekstrak dari pohon yang diberi nama logwood tree. Hematoksilin bekerja sebagai
pewarna basa, artinya zat ini mewarnai unsur basofilik jaringan. Hematoksilin memulas inti
dan strukutur asam lainnya dari sel (seperti bagian sitoplasma yang kaya-RNA dan matriks
tulang rawan) menjadi biru.Eosin bersifat asam. la 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).






2.2 Peta jalan penelitian

[Jaringan histologis]

A 4

[ Fiksasi ]

[ Dehydration ]

\4

[ Impregnasi/Embedding ]

A 4

[ Sectioning ]

\4

Staining (Haematoksilin-Eosin)
menggunakan Automatic Slide Stainer dengan suhu
chamber 20°C; 22°C; 25°C

}

[ Mounting ]

A 4

[ Identifikasi/Imaging ]

Gambar 2.2 Peta jalan penelitian






BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

Penelitian ini mempunyai tujuan khusus untuk melakukan optimalisasi pewarnaan
jaringan dengan haemotoksilin-eosin menggunakan Automatic Slide Stainer, yaitu tehnik
pewarnaan jaringan rutin Haematoksilin-Eosin (HE) secara otomatis, sehingga dapat
diperoleh kondisi preparat yang bisa mewakili visualisai dari sajian histologi dari jaringan

yang di amati.

3.2 Manfaat Penelitian

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai standar
metoda alternative di dalam optimalisasi tehnik pewarnaan jaringan rutin
Haematoksilin-Eosin (HE) secara otomatis, sehingga dapat diperoleh kondisi preparat
yang bisa mewakili visualisai dari sajian histology dari jaringan yang di amati dan
bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara struktur tubuh, maupun yang
berkaitan dengan fungsinya.

2. Hasil penelitian ini berguna untuk mempelajari sehingga dapat diperoleh kondisi
preparat yang bisa mewakili visualisai dari sajian histologi dari jaringan yang di amati
dan bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara struktur tubuh, maupun
yang berkaitan dengan fungsinya, khususnya di bidang pengelolaan laboratorium
pendidikan.






BAB 4. METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental laboratoris
dengan membandingkan hasil preparat histologi yang diwarnai Haemotoksilin-Eosin (HE)
dengan perbedaan suhu (20°C; 22°C; 25°C). Penelitian ini akan dilaksanakan di

Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

4.1 Pelaksanaan Penelitian
Indikator yang ingin dicapai yaitu optimalisasi hasil profil preparat histologi dengan

tehnik pewarnaan Haemotoksilin-eosin menggunakan Automatic Slide Stainer.

4.1.1 Persiapan Penelitian

Pemesanan hewan coba, tikus wistar 10 ekor, hewan coba diadaptasikan terhadap
lingkungan kandang selama 7 hari. Hewan coba diberi pakan standar sebanyak 300 gram per
hari dan minuman air mineral (Aqua) ad libitum. Hewan coba ditimbang berat badannya.
4.1.2 Persiapan Jaringan blok paraffin sebelum Pewarnaan Haemotoksilin-Eosin
(HE) :
Siapkan alat dan bahan yang diperlukan.
Keluarkan jaringan dari blok/kotak paraffin.

Potong jaringan dengan alat mikotrom dengan ketebalan antara 4-6 um.

el

Ambil 1 slice potongan jaringan, masukkan ke dalam waterbath (45°-50°C), untuk
menghilangkan kerutan pada potongan dan mencairkan parafin.

o

Tempelkan dengan hati-hati potongan jaringan tersebut pada objek glass.

6. Teteskan 1-2 tetes albumin di atas potongan jaringan, lalu dengan menggunakan
pinset, rapikan potongan (menghilangkan kerutan ) dengan hati-hati, jangan sampai
sobek.

7. Setelah itu, panaskan objek glass yang telah ditempeli jaringan dengan oven pada
suhu 45°-50°C, bila tidak ada oven, gunakan hotplate.

8. Namun objek glass hanya di gosok-gosokkan agar tidak pecah.

4.1.3 Proses Perwarnaan Haematoksilin-Eosin (HE) Menggunakan Automatic Slide
Stainer :
Preparat yang akan diwarnai diletakkan pada rak khusus (tray) dan dicelupkan secara
berurutan secara otomatis ke dalam larutan dengan waktu sebagai berikut.

1. Xylol 3 menit



Xylol 3 menit

Ethanol absolute 3 menit.
Ethanol absolute 3 menit
Ethanol 90% 3 menit

Ethanol 80% 3 menit

Bilas dengan air keran 1 menit.

Larutan hematoksilin 6-7 menit

© 0 N o gk~ w DN

Pembilasan dengan air keran 1 menit
10. Larutan pembiru 1 menit

11. Air keran 1 menit

12. Larutan eosin 1 - 5 menit

13. Pembilasan dengan air keran 1 menit
4.1.4 Pengamatan :

Visualisasi dan imaging pada preparat jaringan untuk menentukan diperoleh kondisi
preparat yang bisa mewakili visualisai dari sajian histologi dari jaringan yang di amati dan
bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara struktur tubuh, maupun yang
berkaitan dengan fungsinya. Haematoksilin-Eosin (HE) Menggunakan Automatic Slide
Stainer, dan diamati di mikroskop untuk membedakan unsur asam pada sel sehingga tampak
kebiruan, karena unsur yang paling asam ialah asam deoksiribonukleat (DNA) dan asam
ribonukleat (RNA), dan lingkungan sitoplasma yang banyak terdapat ribosom akan tampak
berwarna biru tua, sehingga disebut basofilik. Eosin bersifat asam yang mewarnai unsur basa
dari sel sehingga tampak merah muda, karena banyak bagian sitoplasma bersifat basa, pada
daerah tertentu sitoplasma terwarna merah muda, unsur-unsur ini disebut asidofilik

(eosinofilik).



BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Visualisasi dan imaging pada preparat jaringan

Dari hasil pewarnaan yang dilakukan pada jaringan otot rangka tikus wistar terlihat
dengan jelas bahwa inti sel berwarna biru sedangkan otot berwarna merah muda sampai
merah. Pada gambar 5.1.1.a menandakan proses pembiruan dalam hematoksilin pada suhu
20°C akan merubah warna merah kecoklatan dari hematoksilin menjadi biru kehitaman,
dimana akan terlihat tidak jelas setelah dilakukan counter stain dengan eosin yang berwarna
merah menjadi merah muda. Proses ini akan terjadi dalam air keran yang bersifat alkali atau
juga dapat dibantu dengan penambahan garam lithium carbonat yang menjadikan air lebih

bersifat alkali.

50m

Gambar 5.1.1_.a Hasjl Pewarnaan pada suhu 20°C, menandakan terlalu kuatnya counter
stain eosin.

Proses pembiruan dalam hematoksilin pada suhu 22°C akan merubah warna merah
kecoklatan dari hematoksilin menjadi biru kehitaman, dimana akan terlihat jelas setelah
dilakukan counter stain dengan eosin yang berwarna merah menjadi merah muda, terlihat
pada gambar 5.1.1.b Proses ini akan terjadi dalam air keran yang bersifat alkali atau juga
dapat dibantu dengan penambahan garam lithium carbonat yang menjadikan air lebih bersifat

alkali.
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Gambar 5.1.1.b. Hasil Pewar_naan pada suhu 22°C, menandakan sudah mulai berkurang
warna counter stain eosin.

Proses pembiruan dalam hematoksilin pada suhu 25°C, merubah warna merah
kecoklatan dari hematoksilin menjadi biru kehitaman, dimana akan terlihat sangat jelas
setelah dilakukan counter stain dengan eosin yang berwarna merah menjadi merah muda,
terlihat pada gambar 5.1.1.c. Proses ini akan terjadi dalam air keran yang bersifat alkali atau
juga dapat dibantu dengan penambahan garam lithium carbonat yang menjadikan air lebih

bersifat alkali.

Gambar 5.1.1.c. Hasil Pewarnaan pada suhu 25°C, menandakan sudah seimbang antara
peresapan warna utama HE dengan warna counter stain  eosin.






BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana tahapan berikutnya adalah sebagai berikut :

1. Menganalisa preparat histologis yang bisa mewakili visualisai dari sajian histologi dari
jaringan yang di amati dan bermanfaat dalam mempelajari subyek histologi secara struktur
tubuh, maupun yang berkaitan dengan fungsinya, khususnya di bidang pengelolaan
laboratorium pendidikan

2. Menganalisis pemanfaatan teknologi tehnik pewarnaan jaringan rutin Haematoksilin-Eosin
(HE) secara otomatis menggunakan Automatic Slide Stainer, sehingga target temuan dari

penelitian ini adalah metoda alternative yang cepat, dan hasil yang akurat untuk tehnik
pewarnaan jaringan rutin bisa dicapai.

11



BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil identififikasi morfologi pewarnaan histologis pada suhu 20°C menunjukkan
perubahan warna merah kecoklatan dari hematoksilin menjadi biru kehitaman, dimana akan
terlihat tidak jelas setelah dilakukan counter stain dengan eosin yang berwarna merah
menjadi merah muda, pada suhu 22°C, warna merah kecoklatan dari hematoksilin menjadi
biru kehitaman, dimana akan terlihat jelas setelah dilakukan counter stain dengan eosin yang
berwarna merah menjadi merah muda, sedangkan pada suhu 25°C, warna merah kecoklatan
dari hematoksilin menjadi biru kehitaman, dimana akan terlihat sangat jelas setelah dilakukan
counter stain dengan eosin yang berwarna merah menjadi merah muda. Proses ini akan

terjadi dalam air keran yang bersifat alkali, karena air lebih bersifat alkali.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian perlu dipertimbangkan dalam perolehan data untuk
melanjutkan penelitian tentang pH optimal dari air yang digunakan sebagai bahan pencuci

atau sebagai bahan pelarut, untuk menghindari kesalahan interpretasi hasil.
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