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Abstrak

Latar belakang: Histoteknik merupakan rangkaian prosedur untuk menghasilkan preparat
histologis dari suatu spesimen agar dapat dianalisis secara mikroskopis. Salah satu tahapan
penting dalam proses ini adalah fiksasi, yang berfungsi untuk mempertahankan struktur jaringan
dan mencegah terjadinya perubahan bentuk maupun ukuran. Namun, durasi fiksasi yang terlalu
lama dapat menyebabkan pengerasan jaringan secara berlebihan, sehingga menurunkan
kualitas hasil pengamatan histologis. Tujuan: Mengevaluasi kelayakan fiksasi formalin selama
dua minggu terhadap kualitas preparat histologi ginjal, hepar, dan pankreas. Metode: Setelah
adaptasi 14 hari, tikus jantan Sprague Dawley di anestesi, dilakukan nekropsi, dan organ ginjal,
hepar, dan pankreas difiksasi dalam formalin 10%. Proses histoteknik meliputi dehidrasi alkohol
bertingkat, clearing toluol, embedding paraffin, pemotongan 6 um, dan pewarnaan HE. Preparat
diamati menggunakan mikroskop Olympus BX41 pada perbesaran 4x—40x. Hasil: Fiksasi selama
dua minggu menyebabkan kerusakan struktural pada organ ginjal, hepar, dan pankreas.
Kerusakan yang diamati meliputi glomerulus dan tubulus pada ginjal, struktur trias porta pada
hepar, serta sel-sel pulau Langerhans pada pankreas. menunjukkan hasil keseluruhan dari
penelitian termasuk hasil statistik jika ada. Kesimpulan: Waktu fiksasi selama dua minggu tidak
menghasilkan preparat histologis yang memadai, sehingga tidak direkomendasikan sebagai
acuan dalam penyusunan SOP histoteknik di laboratorium terkait.

Kata Kunci: Fiksasi, Ginjal, Hepar, Histoteknik, Pankreas

Optimization of Fixation Time Using 10% Formalin on Kidney, Liver, and
Pancreas of Sprague Dawley Rats for Haematoxylin-Eosin Staining

Abstract

Background: Histotechnology is a series of procedures used to prepare histological specimens
for microscopic analysis. One of the critical steps in this process is fixation, which serves to
preserve tissue structure and prevent changes in shape or size. However, excessive fixation
duration may lead to over-hardening of tissues, resulting in reduced quality of histological
observations. Objectives: To evaluate the feasibility of two week formalin 10% fixation period on
histological quality of kidney, liver, and pancreas tissues. Methods: After a 14-day adaptation
period, male Sprague Dawley rats were anesthetized, necropsied, and their kidney, liver, and
pancreas were fixed in 10% formalin. Histotechnical procedures included graded alcohol
dehydration, toluene clearing, paraffin embedding, 6 um sectioning, and HE staining.
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Preparations were observed using an Olympus BX41 microscope at magnifications of 4x—40x.
Results: Two-week fixation caused structural damage to the kidney, liver, and pancreas. Damage
observed included glomeruli and tubules in the kidney, the portal triad structure in the liver, and
the Langerhans islet cells in the pancreas. Statistical results (if any) should be included here.
Conclusions: Fixation for two weeks did not produce adequate histological preparations, and
therefore, it is not recommended as a reference for developing histotechnology SOPs in related
laboratories.
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PENDAHULUAN

Histoteknik merupakan salah satu metode laboratorium yang digunakan dalam bidang biomedis
untuk menyiapkan spesimen jaringan menjadi preparat histologis yang siap dianalisis secara
mikroskopik. Proses ini melibatkan serangkaian tahapan, mulai dari fiksasi hingga pewarnaan,
bertujuan untuk mempertahankan struktur morfologis jaringan (Chung et al., 2018). Spesimen
yang digunakan dapat berasal dari jaringan manusia maupun hewan, dan umumnya
diaplikasikan dalam kegiatan penelitian eksperimental, diagnostik, serta pendidikan kedokteran.
Salah satu komponen utama dalam proses histoteknik adalah pewarnaan jaringan dengan
metode Haematoxylin-Eosin (HE), merupakan teknik yang paling banyak digunakan karena
kemampuannya dalam membedakan struktur inti dan sitoplasma secara kontras dan jelas
(Alturkistani et al., 2015; Anil. Rajendran., 2012; Morrison et al., 2025). Namun, keberhasilan
pewarnaan sangat dipengaruhi oleh tahapan awal, terutama fiksasi, yang memiliki peran krusial
dalam mempertahankan integritas jaringan.

Fiksasi bertujuan untuk mengawetkan jaringan dengan mencegah autolisis dan
dekomposisi, serta menjaga struktur seluler tetap utuh. Larutan formalin 10% merupakan
fiksatif yang paling umum digunakan karena kestabilannya, kemudahan preparasi, dan
efektivitasnya dalam mempertahankan morfologi jaringan, dan menghasilkan pewarnaan yang
optimal (Rahman et al., 2021; Bilgin et al., 2023; Shami et al., 2025). Namun demikian, durasi
fiksasi harus diperhatikan secara ketat. Waktu fiksasi yang terlalu lama, khususnya lebih dari 24-
48 jam, dapat menyebabkan pengerasan jaringan yang berlebihan, timbulnya artefak struktural,
dan hilangnya detail morfologi yang penting (Bussolati, 2022).

Penelitian ini menggunakan durasi fiksasi selama dua minggu. Pemilihan waktu ini tidak
lepas dari keterbatasan yang dihadapi oleh peneliti sebagai mahasiswa kedokteran, khususnya
dalam penyesuaian dengan jadwal akademik yang padat. Padahal, secara ideal, waktu fiksasi
jaringan direkomendasikan berkisar antara 12 hingga 48 jam (Bauer & Chafin, 2023; Dagdeviren
et al., 2024; Meecham et al., 2021). Kondisi ini mencerminkan tantangan nyata dalam penelitian
mahasiswa, terutama dalam menghasilkan preparat histologis berkualitas pada jaringan
kompleks seperti ginjal, hepar (hati), dan pankreas yang sangat sensitif terhadap kondisi fiksasi
(Ariany et al., 2025).

Hingga saat ini, laboratorium animal house dan histologi di lingkungan Fakultas
Kedokteran dan Iimu Kesehatan UIN Syarif Hidayatullah Jakarta belum memiliki Standar
Operasional Prosedur (SOP) baku yang mengatur waktu fiksasi jaringan. Belum tersedianya
acuan teknis yang dapat dijadikan pedoman, khususnya dalam prosedur fiksasi jaringan,
sehingga berpotensi menurunkan kualitas pembelajaran dan penelitian. Validitas suatu SOP
laboratorium sangat bergantung pada ketersediaan fasilitas yang memadai, kompetensi tenaga
laboratorium, referensi prosedur yang sesuai, serta efektivitas sistem kontrol mutu.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
pengaruh fiksasi jaringan selama dua minggu terhadap kualitas preparat histologis ginjal, hepar,
dan pankreas tikus. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk menilai kelayakan durasi fiksasi
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tersebut sebagai dasar dalam penyusunan SOP histoteknik yang adaptif terhadap kondisi
laboratorium pendidikan. Diharapkan, hasil penelitian ini dapat menjadi kontribusi awal dalam
pengembangan SOP yang lebih aplikatif dan relevan di lingkungan pendidikan kedokteran.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain penelitian one group posttest
only yang dilaksanakan di Laboratorium Animal House, Biokimia, Biologi, Farmakologi, dan Riset
Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan, UIN Syarif Hidayatullah Jakarta. Subjek penelitian
adalah seekor tikus jantan strain Sprague Dawley berumur 80 hari dengan berat badan 180
gram, diperoleh dari Departemen Patologi, Institut Pertanian Bogor. Tikus diadaptasikan selama
14 hari, kemudian dilakukan proses nekropsi setelah dianestesi menggunakan eter. Organ ginjal,
hepar, dan pankreas yang telah diambil dipotong setebal 3—5 mm dan difiksasi menggunakan
formalin 10% selama dua minggu pada suhu 4°C.

Tahapan histoteknik meliputi dehidrasi bertingkat menggunakan alkohol (50%—-95%),
clearing dengan toluol, embedding dalam paraffin, dan pembuatan blok jaringan. Pemotongan
jaringan dilakukan menggunakan mikrotom dengan ketebalan 6 um, dilanjutkan peregangan
jaringan pada waterbath (37-40°C), dan penempelan ke kaca objek yang dilapisi putih telur—
gliserin. Preparat kemudian diwarnai menggunakan metode HE dengan durasi pewarnaan yang
disesuaikan berdasarkan jenis organ, serta diawali dan diakhiri dengan rehidrasi dan dehidrasi
alkohol bertingkat dan xylol. Preparat yang telah selesai diwarnai ditetesi Canada balsam,
ditutup dengan cover glass, lalu diamati dan didokumentasikan menggunakan mikroskop
Olympus BX41 dengan perbesaran 4x, 10x, 20x, dan 40x. Kemudian preparat organ-organ
tersebut diamati secara deskriptif.

HASIL

Makroskopik Organ

Setelah difiksasi selama dua minggu dalam formalin 10%, organ ginjal, hepar, dan pankreas tikus
mengalami perubahan fisik yang cukup mencolok (Gambar 1). Warna jaringan menjadi lebih
pucat dibandingkan kondisi segar, menunjukkan hilangnya darah dan cairan jaringan. Tekstur
organ menjadi lebih kaku dan keras akibat proses denaturasi protein yang berlangsung secara
progresif. Permukaan organ tampak keruh, dan cairan fiksatif berubah warna menjadi lebih
kuning dan keruh, diduga akibat pelepasan protein dan limbah sel selama fiksasi. Beberapa
fragmen jaringan terlihat rapuh dan mudah terfragmentasi saat proses pemotongan,
menandakan kekakuan jaringan yang berlebihan (Gambar 2).
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Gambar 1. Preparat organ yang diawetkan dalam larutan fiksatif formalin 10% terdiri atas: (A1) ginjal, (B1)
hepar, dan (C1) pankreas pada minggu pertama; serta (A2) ginjal, (B2) hepar, dan (C2) pankreas pada
minggu kedua.

Gambar 2. Potongan organ yang telah dikeluarkan dari larutan fiksatif formalin 10% pada minggu kedua,
meliputi: (A) ginjal, (B) hepar, dan (C) pankreas.

Mikroskopik Preparat

Ginjal

Pengamatan mikroskopik pada preparat ginjal (Gambar 3) menunjukkan bahwa struktur
glomerulus tidak tampak utuh; banyak glomerulus mengalami distorsi bentuk dan pengecilan.
Ruang kapsula Bowman tampak melebar, menandakan kehilangan tekanan turgor dan
perubahan tekanan osmotik akibat fiksasi yang berkepanjangan. Tubulus proksimal dan distal
mengalami kerusakan bentuk, beberapa tampak kolaps, dan lumen menghilang. Sitoplasma sel
tubulus menunjukkan pewarnaan eosin yang lemah, sedangkan batas antar sel sulit dibedakan.
Fragmen jaringan ginjal tampak terlepas dan mengalami retakan pada beberapa area,
mengindikasikan artefak pasca fiksasi.
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Gambar 3. Mikrofotografi jaringan ginjal tikus: (A1) ginjal tikus normal dengan perbesaran 20x (Danneman
et al., 2012); (A2) ginjal tikus normal dengan perbesaran 40x; (B1) ginjal tikus setelah perlakuan fiksasi
selama 2 minggu dengan perbesaran 20x; (B2) ginjal tikus setelah perlakuan fiksasi selama 2 minggu
dengan perbesaran 40x (insert: struktur tubulus kontortus). Tanda panah menunjukkan: (a) glomerulus
normal, (b) tubulus kontortus normal, (c) glomerulus mengalami kerusakan, (d) pelebaran ruang kapsula
Bowman, dan (e) tubulus kontortus mengalami kerusakan.

Hepar

Struktur histologis hati (Gambar 4) relatif lebih utuh dibandingkan ginjal, namun lobulus hepar
sulit dikenali. Hepatosit masih tampak tersusun radier dari vena sentralis, tetapi batas antar sel
kabur. Inti sel menunjukkan piknosis ringan dan pewarnaan hematoksilin yang tidak merata.
Trias porta—yang terdiri dari arteri hepatika, vena porta, dan duktus biliaris—tidak tampak
lengkap dan kabur di banyak area. Duktus biliaris tampak mengalami kerusakan dinding, dan
terdapat ruang antar hepatosit yang melebar, yang merupakan tanda degradasi struktur akibat
over fiksasi.
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Gambar 4. Citra histologis jaringan hepar tikus: (Al) hepar tikus normal dengan perbesaran 20x
(Danneman et al., 2012); (A2) hepar tikus normal perbesaran 40x; (B1) hepar tikus yang difiksasi selama 2
minggu dengan perbesaran 20x (insert: triad porta); dan (B2) hepar tikus dengan perlakuan fiksasi yang
sama pada perbesaran 40x. Tanda panah menunjukkan: (a) triad porta dalam kondisi normal, (b) hepatosit
normal, dan (c) kerusakan pada duktus biliaris dalam struktur triad porta.

Pankreas

Preparat pankreas (Gambar 5) menunjukkan kerusakan signifikan pada pulau Langerhans, yang
tampak mengecil dan kehilangan batas yang jelas dengan jaringan eksokrin di sekitarnya. Asinus
pankreatikus masih tampak, tetapi lumen acini melebar dan beberapa sel eksokrin mengalami
vakuolisasi ringan. Pewarnaan HE tidak homogen, dengan intensitas eosin yang lemah pada
beberapa bagian. Sel-sel endokrin di pulau Langerhans tidak menunjukkan detail morfologis
yang optimal. Ruang antar sel tampak melebar, dan banyak bagian jaringan tampak retak, yang
menandakan pengerasan jaringan berlebihan akibat waktu fiksasi yang terlalu lama.
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Gambar 5. (A1) Pankreas tikus normal, pembesaran 20x (Danneman et al., 2012); (A2) Pankreas normal,
40x. (B1) Pankreas setelah fiksasi 2 minggu, 20x; (B2) Pankreas setelah fiksasi 2 minggu dengan sisipan
pulau Langerhans.

Fiksasi jaringan selama dua minggu menyebabkan degradasi struktur morfologi pada ginjal, hati,
dan pankreas. Efek yang paling nyata adalah pelebaran ruang antar sel, hilangnya integritas
jaringan, distorsi nukleus, serta ketidakseragaman pewarnaan HE. Artefak mikroskopik seperti
retakan jaringan dan pelonggaran struktur seluler menjadi hambatan dalam interpretasi
histologi yang akurat. Temuan ini menunjukkan bahwa fiksasi melebihi waktu ideal (12—-24 jam)
berdampak negatif terhadap kualitas preparat histologis dan menegaskan perlunya SOP baku
dalam pelaksanaan histoteknik.

PEMBAHASAN
Jaringan ginjal, hepar, dan pankreas difiksasi menggunakan larutan formalin 10% selama dua
minggu—waktu yang melebihi standar ideal fiksasi yaitu 12 hingga 24 jam (Alturkistani et al.,
2015; Sanderson et al., 2018). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa fiksasi berkepanjangan
menyebabkan berbagai kerusakan morfologis, termasuk hilangnya detail nukleus, pelebaran
ruang antar sel, dan artefak jaringan seperti retakan dan vakuolisasi (Chung et al., 2018). Pada
jaringan ginjal, kerusakan glomerulus dan pelebaran kapsula Bowman mengindikasikan
terganggunya struktur filtrasi akibat over fiksasi. Selain itu, kolapsnya tubulus renal dapat
disebabkan oleh pengerasan protein struktural secara berlebihan, yang mempersulit penetrasi
pewarnaan HE ke dalam sitoplasma (Baskin, 2014). Studi juga menyebut bahwa formalin
memiliki efek cross-linking yang signifikan, yang dapat menghambat difusi zat warna jika
digunakan terlalu lama, sehingga menurunkan kualitas kontras histologis (Silva et al., 2024).
Jaringan hepar menunjukkan kerusakan ringan hingga sedang. Meskipun susunan radier
hepatosit masih tampak, batas antar sel menjadi kabur dan trias porta sulit dikenali. Hal ini
menunjukkan bahwa hepatosit memiliki ketahanan struktur yang sedikit lebih tinggi
dibandingkan sel ginjal, namun tetap rentan terhadap denaturasi apabila terkena fiksasi
berlebih. Literatur histologi hepatik menyebut bahwa fiksasi melebihi 24 jam menyebabkan
kaburnya struktur sinusoida dan kehilangan distribusi glikogen secara optimal (Likhithaswamy
et al.,, 2022; Shetty et al., 2020). Pada pankreas, sebagai organ dengan struktur kombinasi
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eksokrin dan endokrin, tampak paling rentan terhadap efek over fiksasi. Pulau Langerhans
menunjukkan disintegrasi batas dan berkurangnya kontras pewarnaan, menandakan hilangnya
integritas membran sel. Selain itu, vakuolisasi pada asinus menunjukkan pelepasan komponen
sitoplasma dan degradasi protein.

Temuan ini konsisten dengan laporan yang menyatakan bahwa jaringan dengan aktivitas
sekretori tinggi seperti pankreas sangat sensitif terhadap durasi fiksasi dan mudah mengalami
artefak (Olenovych et al., 2024). Selain akibat dari durasi fiksasi, kondisi lain seperti sirkulasi
formalin yang tidak optimal, ukuran fragmen jaringan yang terlalu besar, dan suhu ruang yang
fluktuatif juga dapat berkontribusi terhadap buruknya hasil preparat. Menurut studi terbaru,
efisiensi fiksasi sangat bergantung pada rasio volume fiksatif terhadap jaringan, durasi yang
tepat, serta homogenitas distribusi larutan dalam jaringan, terutama bila fragmen jaringan lebih
tebal dari 2-3 mm maka risiko artefak meningkat signifikan (Tran et al., 2017; Lim et al., 2019;
Adeniran et al., 2021). Penelitian ini menunjukkan bahwa fiksasi melebihi waktu ideal (12—-24
jam) berdampak negatif terhadap kualitas preparat histologis dan menegaskan perlunya SOP
baku dalam pembuatan preparat histologis.

KESIMPULAN

Fiksasi selama dua minggu tidak menghasilkan preparat histologis yang optimal, sehingga waktu
fiksasi ini tidak disarankan sebagai acuan dalam penyusunan SOP histoteknik di laboratorium
terkait.
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