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ABTRACT

One of the steps in making histological preparations is staining. Staining is a stage
that aims to simplify the process of observing tissue structure and also makes it easier
to distinguish the parts of the tissue that will be observed. Before staining, mast cells
are difficult to identify visually under a microscope. Hematoxylin eosin is a routine
stain in histotechnics and alcian blue safranin is a special dye that can stain mast
cells. Mast cells can be found at the boundaries of body tissue and the external
environment, one of which is the skin. Mast cells found in the skin are located in the
dermis of the skin. The aim of this study was to determine the histology of skin
connective tissue mast cells in Wistar rat (Rattus norvegicus) preparations stained
with hematoxylin eosin and Alcian blue safranin. This research uses a experimental
laboratory research type with a qualitative descriptive research design. The results
obtained from observations of the histology of mast cells in the connective tissue of
the skin of Wistar rats (Rattus norvegicus) with hematoxylin eosin staining from 16
preparations were found to be 62.5% good and 37.5% unfavorable. Staining with
alcian blue safranin of 16 preparations was found to be 81.25% good and 18.75%
unfavorable. The research results from preparations stained with alcian blue safranin
showed better results compared to preparations stained with hematoxylin eosin.
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ABSTRAK

Tahapan pemeriksaan dalam pembuatan sediaan preparat histologi salah satunya
adalah pewarnaan. Pewarnaan merupakan tahapan yang bertujuan untuk
mempermudah proses dalam pengamatan struktur jaringan dan juga
mempermudah dalam membedakan bagian-bagian jaringan yang akan diamati.
Sebelum dilakukan pewarnaan sel mast akan sulit untuk di identifikasi secara visual
dibawah mikroskop. Hematoxylin eosin merupakan pewarna rutin dalam histoteknik
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dan alcian blue safranin merupakan pewarna khusus yang dapat mewarnai sel
mast. Sel mast dapat ditemukan pada batas jaringan tubuh dan lingkungan
eksternal salah satunya kulit. Sel mast yang ditemukan pada kulit terletak pada
bagian dermis kulit. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui gambaran histologi sel
mast jaringan ikat kulit pada preparat tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai
dengan hematoxylin eosin dan alcian blue safranin. Penelitian ini menggunakan
jenis penelitian experimental laboratory dengan desain penelitian deskriptif
kualitatif. Hasil yang didapatkan dari pengamatan Gambaran histologi sel mast
jaringan ikat kulit tikus wistar (Rattus norvegicus) dengan pewarnaan hematoxylin
eosin dari 16 preparat didapatkan 62,5% baik dan 37,5% kurang baik. Pewarnaan
dengan alcian blue safranin dari 16 preparat didapatkan 81,25% baik dan 18,75%
kurang baik. Hasil penelitian dari preparat yang diwarnai dengan alcian blue
safranin menunjukkan hasil lebih baik dibandingkan dengan preparat yang diwarnai
dengan hematoxylin eosin.

Kata Kunci: Alcian Blue Safranin, Hematoxilin Eosin, Kulit Tikus, Pewarnaan, Sel Mast
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PENDAHULUAN

Histoteknik merupakan metode dalam pembuatan sajian
histologi yang menggunakan spesimen tertentu melalui
suatu rangkaian atau proses sehingga akan menjadi sajian
yang siap untuk digunakan, diamati maupun dianalisa.
Kualitas sediaan dipengaruhi oleh faktor yang dapat
mempengaruhi hasil, dari tahap-tahap pengolahan jaringan
itu sendi Respati (2020).

Tahapan yang penting dalam proses histoteknik salah
satunya adalah pewarnaan. Proses pewarnaan memiliki
tujuan untuk mempermudah dalam proses pengamatan
struktur jaringan dengan menggunakan mikroskop dan dapat
membedakan bagian jaringan seperti sel, sitoplasma,
jaringan ikat dan masih banyak lagi Nagsyabandi (2022).
Terdapat beberapa pewarnaan yang dapat digunakan pada
proses histoteknik antara lain pewarna khusus dan pewarna
umum, untuk pewarna umum dapat menggunakan
hematoxylin eosin dan pewarna khusus seperti alcian blue
safranin.

Banyak macam organ yang dapat diamati struktur
jaringannya salah satunya kulit. Komponen kulit yang dapat
dilakukan pengamatan salah satunya adalah jaringan ikat,
dimana komponen pada jaringan ikat dibagi menjadi dua
yaitu sel tetap dan sel bebas, dimana yang termasuk sel tetap
yaitu sel mast. Sel mast pada jaringan ikat dapat ditemukan
diantara batas jaringan dan lingkungan eksternal, pada
permukaan mukosa, usus, paru-paru, kulit dan sekitar
pembuluh darah. Sel mast memiliki bentuk sel yang besar,
lonjong dengan inti kecil dan tidak terdapat komponen
seluler yang dapat membedakan secara mencolok. Pada sel
mast banyak mengandung histamin dimana kegunaan
histamin sebagai mediator dalam reaksi alergi akut Wangko
& Karundeng (2014).

Identifikasi sel mast dapat dilakukan dengan beberapa
macam pewarnaan, salah satunya dengan pewarna alcian
blue safranin. Alcian blue merupakan pewarna khusus
dengan pH 2,5, metode pewarnaan dengan menggunakan
alcian blue digunakan untuk mendeteksi mukopolisakarida
atau karbohidrat yang bersifat asam, dengan cara mengikat
gugus hidroksil pada pH 2,5 Safrida (2012). Alcian blue
akan memberikan warna biru pada sel-sel sitoplasma karena
pada sel sitoplasma tidak mengandung karbohidrat asam.
Penggunaan pewarna safranin akan memberikan warna
merah yang bertujuan sebagai counterstain, sehingga
memberikan warna kontras pada preparat dan juga sel dan
dapat membantu mempermudah dalam proses pengamatan
Nugroho & Maeyama (2011).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Nugroho
dan Maeyana (2011), pewarnaan alcian blue dilakukan pada
kulit kaki tikus. Hasil yang diperoleh dari pewarnaan alcian
blue pada sel mast jaringan ikat memberikan warna biru

langit hingga hijau, sedangkan pewarnaan alcian blue-
safranin memberikan warna yang bervariasi yaitu biru,
merah, dan campuran. Sel mast yang diwarnai dengan
toluidine blue akan terlihat cukup jelas dibandingakan
diwarnai dengan alcian blue. Namun, ketika diwarnai
dengan alcian blue-safranin, jumlah sel mast yang diamati
lebih banyak dibandingkan dengan pewarnaan toluidine blue
Nugroho & Maeyama (2011).

METODE

Jenis penelitian ini adalah penelitian true eksperiment
dengan desain deskriptif kualitatif, dimana terdapat
kelompok lain yang tidak dikenai eksperimen, tetapi ikut
dalam pengamatan, dengan adanya kelompok sebagai
kontrol yang digunakan sebagai pembanding. Pengambilan
sampel untuk penelitian ini menggunakan cara pengambilan
purposive sampling dengan menggunakan kriteria yang
dipilih oleh peneliti berupa kriteria inklusi dan eksklusi
sehingga didapatlkan sampel dengan rumus Federer

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini berupa
alat pemeriksaan dan bahan pemeriksaan. Alat pemeriksaan
yang digunakan antara lain, alat narkose dan sectioning
organ , APD,toples kaca, Styrofoam, jarum pentul, gunting
bedah, scapel, bengkok dan pinset, tissue processor,tissue
embedding, base mold, dan tussue cassete, mikrotom, water
bath, objeck glass,bak pewarnaan, mikroskop, tisu lensa.
Bahan pemeriksaan terdiri dari NBF 10%, alkohol 70%,
90%, 100%, xylol I, xylol II, parain cair, pewarna
hematoxylin eosin, alcian blue, safranin, aquadest,asam
asetat, enthellan,cover glass. Pemeriksaan dilakukan di
Laboratorium Kesehatan Hewan dan Laboratorium
Sitohistoteknologi Jurusan Analis Kesehatan Kampus 3
Poltekkes Kemenkes Semarang.

Teknik pengumpulan data pada penelitian ini
menggunakan data yang berasal dari hasil pengamatan
gambaran kulit tikus wistar (Rattus norvegicus) yang
diwarnai dengan menggunakan Hematoxylin-Eosin dan
Alcian Blue Safranin. Data tersebut berisikan penilaian
mengenai gambaran mikroskopis sediaan jaringan kulit sel
mast tikus wistar (Rattus norvegicus) yang dilihat dari
jumlah sel mast dan keseragaman warna sel mast. Data yang
sudah terkumpul disajikan dalam bentuk tabel dan
dijelaskan secara deskriptif.

Preparat diamati pada mikroskop dengan perbesaran
400X Ibrahim et al., (2008) untuk mengamati keseragaman
warna sediaan. Parameter yang diamati meliputi jumlah sel
mast yang terlihat, dan juga keseragaman warna. Masing-
masing parameter tersebut diberikan skor 3 jika jumlah sel
mast banyak dan keseragaman warna sel mast baik. Skor 2
jika jumlah sel mast sedikit dan keseragaman warna sel
mast kurang baik. Skor 1 jika jumlah sel mast nol (tidak
ada) dan keseragaman warna sel mast tidak baik. Kemudian
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nilai yang diperoleh dijumlahkan dengan kriteria a. Hasil Pengamatan Mikroskopsi Sel Mast Dengan
ditunjukkan pada Tabel 2 Pewarnaan Hematoxylin eosin.

TABEL 1. Kriteria Penilaian Kualitas Mikroskopis Preparat

No. Stuktur Deskripsi Kualitas
Ordinal  Nominal
1. Jumlahsel Sel mast tidak dapat Tidak 1

mast terlihat pada preparat baik
yang telah diamati
dibawah mikroskop
perbesaran 400X tidak
terlihat sama sekali dan
tidak dapat di identifikasi.

Sel mast yang terlihat Kurang 2

pada preparat yang telah baik

diamati dibawah <15

mikroskop  perbesaran GAMBAR 1. Gambaran sel mast jaringan ikat kulit

400X hanya sedikit yang tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai

terlihat tetapi masih bisa dengan Hematoxylin Eosin.

di identifikasi.

Sel mast yang terlihat Baik 3

pada preparat yang telah =15 b. Hasil Pengamatan Mikroskopis Sel Mast Dengan
diamati dibawah Pewarnaan Alcian Blue Safranin

mikroskop perbesaran
400X terlihat banyak dan

dapat teridentifikasi. g e ~
2. Warna biru pada inti sel Tidak 1 g “"":. s
Keseragam mast tidak jelas dan  baik B s
an warna warna merah pada
sitoplasma tidak jelas. g
Warna biru pada inti sel Kurang 2 !
mast kurang dan warna  baik N,

merah pada sitoplasma
kurang tewarnai.

Warna biru pada inti sel  Baik 3 Q\.

mast terlihat dan warna

. S
merah pada sitoplasma

jelas. GAMBAR 2. Gambaran sel mast jaringan ikat kulit
Sumber: Kriteria penilaian ini diambil dari penelitian Ariyadi & tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai
Suryono (2017) dengan Alcian Blue Safranin.

TABEL 2. Skoring Kualitas Mikroskopis Preparat o . . o .
TABEL 3. Tabel nilai gambaran mikroskopis sel mast jaringan ikat

No. Deskripsi Nilai kulit tiksu wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai dengan alcian
1. Tidak Baik 1-2 blue safranin.
2. Kurang Baik 3-4 Gambaran mikroskopis Pewarnaan
3. Baik 5-6 Alcian Blue Safranin
Sumber: Kritera skoring dari Penelitian (Prasetiawan et al., 2013) n %
dan dikembangkan oleh (Elen, 2019) Tidak Baik 0 0
Kurang Baik 3 18.75%
H 0,
HASIL DAN PEMBAHASAN Baik 13 81.25%
Jumlah 16 100%

Gambar 2 merupakan gambaran mikroskopis sel mast
jaringan ikat kulit tikus wistar (Rattus norvegicus) yang
diwarnai dengan Alcian Blue Safranin dengan melihat
jumlah sel mast dengan menggunakan mikroskop
perbesaran 400X terlihat bahwa banyak sel mast yang
terlihat. Keseragaman antar warna sel mast juga terlihat
seragam dengan warna merah keunguan atau violet.

Penelitian Berdasarkan Tabel 3. Dapat dijelaskan
bahwa hasil pengamatan mikroskopis gambaran sel mast
jaringan ikat kulit tikus wistar (Rattus norvegicus) yang
diwarnaidengan alcian blue safranin dari 16 preparat
terdapat 3 preparat hasil kurang baik (18.75%) dan
sebanyak 13 preparat hasil baik (81.25%).
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TABEL 4. Tabel nilai gambaran mikroskopis sel mast jaringan ikat
kulit tiksu wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai dengan
hematoxylin eosin.

Gambaran mikroskopis Pewarnaan
Hematoxylin Eosin
n %
Tidak Baik 0 0
Kurang Baik 6 37.5%
Baik 10 62.5%
Jumlah 16 100%

Berdasarkan Tabel 4. Dapat dijelaskan bahwa hasil
pengamatan mikroskopis gambaran sel mast jaringan ikat
kulit tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnaidengan
hematoxylun eosin dari 16 preparat terdapat 6 preparat hasil
kurang baik (37.5%) dan sebanyak 10 preparat hasil baik
(62.5%).

A. Pembahasan

Histoteknik merupakan proses pembuatan sediaan histologi
menggunakan spesimen tertentu, salah satu proses dalam
histoteknik yang paling penting adalah pewarnaan atau
pengecatan jaringan. Tujuan dari proses pewarnaan ialah
untuk  mempermudah  dalam  proses  pengamatan
dikarenakan sel akan terlihat jelas dan kontras saat diamati
dibawah mikroskop. Terdapat dua jenis macam pewarnaan
yaitu pewarnaan umum dan pewarnaan khusus, pewarnaan
umum dapat menggunakan pewarna alcian blue safranin
dan pewarnaan umum dapat menggunakan hematoxylin
eosin Jusuf (2009).

Berdasaran hasil penelitian di atas didapatkan hasil
gambaran mikroskopis sel mast jaringan ikat kulit tikus
wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai dengan alcian
blue safranin dan hematoxylin eosin sebagai berikut,
pewarnaan sel mast menggunakan alcian blue safranin
mendapat hasil 3 preparat kurang baik dengan persentase
(18.75%) dan 13 preparat baik dengan persentase
(81.25%).Hasil preparat yang kurang baik dikarenakan
terdapat beberapa sel mast tidak terwarnai sehingga susah
untuk di identifikasi, dan juga keseragaman antar sel mast
kurang seragam. Hasil preparat baik menunjukkan sel mast
terwarnai dengan baik sehingga mudah untuk di identifikasi
jumlah sel mastnya, dan keseragaman warna antar sel mast
juga baik yaitu bewarna merah, biru atau campuran.

Hasil pewarnaan menggunakan hematoxylin eosin
didapatkan hasil 6 preparat kurang baik dengan persentase
(37.5%) dan 10 preparat baik dengan persentase (62.5%).
Hasil preparat yang kirang baik dikarenakan terdapat
beberapa sel mast yang tidak terwarnai dengan baik
sehingga susah untuk di identifikasi, dan juga warna antar
sel mast kurang seragam. Hasil preparat baik menunjukkan
sel mast terwarnai dengan baik sehingga mudah untuk di

identifikasi jumlah sel mastnya, dan warna antar sel mast
seragam dengan warna ungu violet.

Perbedaan warna antar pewarna alcian blue safranin
dan hematoxylin eosin sangat mencolok dikarenakan
penggunaan pewarna alcian blue safranin  dapat
membedakan sel mast dengan sel yang lain sehingga
memudahkan untuk mengidentifikasinya dibandingkan
dengan pewarnaan menggunakan hematoxylin eosin
Sofyanita & Annisa (2023). Pewarna hematoxylin eosin
terdiri dari dua macam pewarna yaitu hematoxylin
mempunyai sifat basa sehingga dapat mewarnai sel yang
bersifat asam dan menghasilkan warna biru, sementara
eosin mempunyai sifat asam sehingga dapat mewarnai sel
yang bersifat basa dan menghasilkan warna merah muda
Ellyawati (2018). Pewarna alcian blue pH 2.5 mempunyai
sifat asam, pewarna menggunakan pewarna alcian blue
akan mewarnai sel yang besifat basa dan akan
menghasilkan warna biru pada sitoplasma Safrida (2012).
Pewarna safranin biasa digunakan pada pewarnaan jaringan
yang digunakan sebagai counterstain, yang bertujuan untuk
membantu mempermudah dilakukan pengamatan sel dan
menghasilkan warna merah. Pewarnaan menggunakan
alcian blue safranin merupakan pewarnaan yang dapat
digunakan untuk pengamatan sel mast karena hanya
mewarnai sel mastnya saja yang menghasilkan warna
merah, biru, atau campuran Nugroho & Maeyama (2011).

Penelitian ini memiliki kelemahan dalam area
pembacaan dikarenakan terlalu kebawah dari dermis,
sehingga sel mast kurang banyak yang terlihat. Pembacaan
pada area dermis dikarenakan pada dermis banyak terdapat
sel- sel jaringan ikat seperti sel lemak, fibroblast, sedikit
makrofag dan sel mast. Akan lebih baik dapat dilakukan
pengamatan pada dermis yang dekat dengan suputan
dikarenakan pada area tersebut banyak sel mast Kalangi
(2014).

Terdapat beberapa faktor yang dapat terjadi dalam
pewarnaan alcian blue safranin antara lain, waktu
pewarnaan yang kurang lama, konsentrasi pewarna yang
kurang, pewarna terlalu encer, pewarna yang sudah
kadaluarsa, pH pewarna. Kemudian terdapat kesulitan
dalam membedakan antara sel mast dengan sel yang lain
seperti sel fibroblast dikarenakan pada pewarnaan
hematoxylin eosin warna antara sel mast dan fibroblast
hampir mirip dengan warna biru keunguan.

KESIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah gambaran histologi
sel mast jaringan ikat kulit tikus wistar (Rattus norvegicus)
yang diwarnai dengan alcian blue safranin sebanyak 3
preparat (18,75%) kurang baik, dan sebanyak 13 preparat
(81,25%) baik. Sedangkan yang diwarnai dengan
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hematoxylin eosin sebanyak 6 preparat (37,5%) kurang
baik dan sebanyak 10 preparat (62,5%) baik. Gambaran
histologi sel mast jaringan ikat kulit pada preparat tikus
wistar (Rattus norvegicus) yang diwarnai dengan alcian
blue safranin menunjukkan hasil lebih baik dibandingkan
dengan preparat yang diwarnai dengan menggunakan
hematoxylin eosin.
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