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@UMM ABSTRAK

Metode rentang adalah teknik membuat preparat dengan
merentangkan jaringan subcutan dpada kaca benda dan menghasilkan
lapisan tipis yang daﬁat diamati di bawah mikroskop, sehingga dapat
terlihat struktur-struktur pada jaringan tersebut. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mendeskripsikan gambaran struktur histologis jaringan
subcutan pada kelinci (Oryctolagus cuniculus). Desain penelitian yang
digunakan adalah ekperimen. Metode penelitian yang digunakan acf;lah
metode rentang. Metode ini umumnya digunakan untuk jaringan tipis
dan sederhana seperti jaringan pengikat. Pewarnaan yang digunakan
dalam metode rentang adalah hematoxylin dan eosin. Hematoxylin yang
bersifat basa mengikat inti sel yang bersifat asam, memberikan warna
ungu atau biru, sedangkan Eosin bersifat asam mengikat sitoplasma
yang bersifat basa, memberikan warna merah muda. Penelitian ini
menggunakan dua perlakuan berbeda. Pewarnaan pada perlakuan
normal Hematoxylin selama 20 menit dan Eosin selama 30 menit, dan
pada perlakuan variasi Hematoxylin selama 10 menit dan Eosin selama
20 menit. Analisis data secara deskriptif. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa durasi pewarnaan mempengaruhi kualitas
preparat. Pewarnaan dengan Hematoxylin selama 20 menit dan Eosin
selama 30 menit menghasilkan warna yang lebih merata, sementara
durasi pewarnaan yang lebih singkat menghasilkan warna yang kurang
merata. Pada kedua perlakuan ditemukan adanya fibroblast, sabut
kolagen, dan sabut elastis. Terdapat kekurangan dalam pembersihan
rambut (Oryctolagus cuniculus) sebelum pengambilan jaringan, yang
berpotensi menyebabkan kontaminasi dan artefak pada preparat,
memengaruhi kualitas pengamatan mikroskopis.

Kata kunci: Eosin, Hematoxylin, Oryctolagus cuniculus, Rentang,
Subcutan

PENDAHULUAN

Histologi merupakan salah satu cabang ilmu pengetahuan yang mempelajari tentang
jaringan tubuh penyusun suatu organ, contohnya seperti jaringan ikat, jaringan epitel, jaringan
otot, dan jaringan saraf (Soesilawati, 2019). Histologi merupakan metode penting dalam
analisis jaringan, terutama dalam penelitian biologi dan kedokteran. Kualitas preparat
histologis sangat dipengaruhi oleh tahap pewarnaan, yang bertujuan memberikan kontras pada
struktur jaringan sehingga mempermudah pengamatan di bawah mikroskop. Variasi lama
waktu pewarnaan merupakan salah satu faktor utama yang memengaruhi hasil akhir preparat
histologis, baik dalam hal kejelasan detail maupun akurasi identifikasi struktur jaringan
(Junqueira & Carneiro, 2015).

Menurut Wangko (2014) Jaringan ikat terdiri dari dua komponen dasar utama yaitu sel
dan matriks intersel. Komponen sel terdiri dari sel tetap dan sel bebas. Yang termasuk
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komponen sel tetap antara lain: sel mesenkim/perisit, fibroblas, sel lemak (adiposit), sel mast,
dan makrofag; sedangkan yang termasuk komponen sel bebas ialah: sel plasma, limfosit,
neutrofil, eosinofil, basofil, monosit, dan makrofag. Sel ini berbentuk bintang, lebih kecil dari
fibroblas, biasanya terletak di sepanjang dinding kapiler, dan dikenal sebagai sel
perivaskuler/sel adventisia, atau biasa juga dinamakan sel perisit. Sel perivaskuler dapat
berdiferensiasi menjadi sel fibroblas, sel lemak dan sel otot polos (bersifat pluripoten). Sel
fibroblas merupakan sel yang paling umum ditemui pada jaringan ikat dan mensintesis
beberapa komponen matriks ekstraseluler (kolagen, elastin, retikuler), beberapa
makromolekul anionik (glikosaminoglikans, proteoglikans) (Sumbayak, 2015). Bentuk dari sel
fibroblas adalah sel berukuran agak besar memipih, seringkali berbentuk bulat panjang atau
avoid, disertai tonjolan-tonjolan sitoplasma tumpul yang bercabang. Bentuk inti lonjong
mengikuti bentuk sel nya (Sumartiningsih, 2007).

Jaringan subkutan merupakan jaringan yang terdapat pada bagian bawah kulit, jaringan
subkutan termasuk dalam jaringan ikat longgar. Jaringan subkutan secara umum tersusun atas
serabut dan sel mesenkim (Susetyarini, et.al, 2019). Jaringan subkutan menjadi salah satu jenis
jaringan yang sering dianalisis, terutama dalam penelitian yang melibatkan hewan model
seperti kelinci. Metode pewarnaan yang paling umum digunakan adalah pewarnaan
hematoksilin-eosin (HE), yang menghasilkan gambaran struktur inti sel berwarna biru dan
sitoplasma berwarna merah muda. Namun, lama waktu pewarnaan harus dioptimalkan untuk
mencegah pewarnaan berlebih (overstaining) atau pewarnaan kurang (understaining), yang
dapat mengurangi validitas hasil analisis (Suvarna, Layton, & Bancroft, 2018).

Jaringan subkutan kelinci dipilih sebagai model dalam penelitian ini karena
karakteristiknya yang representatif dalam analisis histologi. Selain itu, kelinci sering digunakan
sebagai hewan uji dalam penelitian biomedis, sehingga hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan kontribusi dalam menentukan protokol pewarnaan jaringan yang lebih efisien
dan akurat. Dengan demikian, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh variasi
lama waktu pewarnaan terhadap kualitas preparat histologis jaringan subkutan kelinci, yang
dapat menjadi dasar untuk meningkatkan kualitas analisis jaringan dalam penelitian histologi.
Optimasi prosedur pewarnaan, termasuk durasi pewarnaan, sangat penting untuk memastikan
hasil analisis histologis yang akurat. Dengan mengetahui pengaruh variasi waktu pewarnaan
terhadap kualitas preparat, penelitian ini diharapkan dapat memberikan pedoman praktis
untuk menghasilkan preparat berkualitas tinggi. Hal ini tidak hanya bermanfaat untuk
penelitian dasar tetapi juga untuk aplikasi klinis dalam diagnosis histopatologi.

METODE

Desain penelitian yang digunakan adalah ekperimen. Metode penelitian yang
digunakan adalah metode rentang. Metode ini umumnya digunakan untuk jaringan tipis dan
sederhana seperti jaringan pengikat. Penelitian ini merupakan studi kasus yang menggunakan
satu ekor kelinci sebagai sampel dengan kriteria kelinci ( Oryctolagus cuniculus) jantan dewasa
dengan berat berkisar 4 kg berusia 2,5 tahun dan sehat. Sampel penelitian diambil secara
purposif (purposive sampling), dengan mempertimbangkan kriteria inklusi antara lain; usia
kelinci, berat kelinci, dan kesehatan kelinci. Penggunaan satu kelinci dalam penelitian ini
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dimaksudkan untuk eksplorasi awal dan pemahaman mendalam terhadap efek pewarnaan
subkutan dalam kondisi terkendali. Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu handscoon,
papan parafin, section set, kaca benda, cover glass, jarum pentul, pipet tetes , tisu, spuit 10 ml,
dan mikroskop. Bahan yang digunakan yaitu subcutan kelinci (Oryctolagus cuniculus),
campuran Alkohol : Xylol, Xylol murni, alkohol bertingkat (70%, 80%, dan 100% atau absolute),
aquades, pewarna Hematoxylin, pewarna Eosin, dan enthellen.

Langkah prosedur pengamatan dengan membedah Kkelinci (Oryctolagus cuniculus),
mengambil lapisan subcutan kelinci (Oryctolagus cuniculus), merentangkan lapisan subcutan
kelinci (Oryctolagus cuniculus) pada kaca benda, apabila kurang tipis dan merata dapat dibantu
direntangkan dengan jarum pentul, menetesi spesimen dengan alkohol 70% selama 10 menit
secara terus menerus spesimen tidak boleh kering, menetesi spesimen dengan aquades selama
10 menit secara terus menerus, memberikan pewarna Hematoxylin selama 20 menit pada
perlakuan normal dan 10 menit pada perlakuan variasi secara terus menerus, mencuci
kelebihan warna menggunakan aquades dan menyerap dengan menggunakan tisu,
memberikan pewarna Eosin selama 30 menit pada perlakuan normal dan 20 menit pada
perlakuan variasi secara terus menerus, mendehidrasi spesimen dengan alkohol bertingkat
(70%, 80% dan 100% atau absolute) selama 10 menit, mendealkoholisasi larutan alkohol :
xylol dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing - masing selama 10 menit, menetesi xylol
murni, mengamati spesimen dengan mikroskop, dan menetesi spesimen dengan enthellen
langkah terakhir menutup kaca benda berisi spesimen dengan cover glass.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Klasifikasi Ilmiah

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Sub Phylum :Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Legomorpha

Family : Leporidae

Genus : Oryctogalus

Species : Oryctogalus cuniculus (Rinanto, et.al, 2018)

Analisis Hasil Pengamatan

Hasil pengamatan pada struktur jaringan subcutan kelinci (Oryctogalus cuniculus)
ditemukan adanya fibroblas, sabut kolagen, dan sabut elastis pada kedua perlakuan (Lesson,
2017). Fibroblas merupakan sel yang paling umum ditemui pada jaringan ikat dan mensintesis
beberapa komponen matriks (Sumbayak,2015). Fibrosit adalah sel progenitor mesenkimal
yang bersikulasi yang berpartisipasi dalam respon jaringan terhadap cedera dan invasi (Herzog
E.and Bucala R.,2010). Sabut kolagen bersama fibroblas berperan penting dalam penyembuhan
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luka (Raharyani, et.al 2015). Kolagen membentuk matriks untuk memperbaiki jaringan yang
rusak membentuk kolagen baru mengasilkan jaringan ikat yang menghubungkan tepi - tepi
luka dengan erat serta kolagen dapat meningkatkan pertautan antar jaringan baru, sehingga
dapat memperkuat area penyembuhan (Ermawati, et.al, 2021). Fungsi fisiologis sabut elastis
memberikan elastisitas pada jaringan. Serabut ini berpengaruh terhadap ketegangan dan
elastisitas kulit. Ketika diberi tekanan akan meregang dan dapat kembali ke bentuk semula
setelah tekanan hilang (Brahmanti, et.al, 2023). Pewarnaan yang digunakan adalah pewarna
Hematoxylin dan pewarna Eosin (Apriani, et.al, 2023).

Jaringan subcutan yang terdiri dari adiposa dan jaringan ikat memiliki karakteristik
histologis yang penting dalam berbagai penelitian biomedis. Sebagai salah satu lapisan jaringan
di bawah kulit, jaringan ini sering digunakan dalam studi eksperimental, termasuk pada hewan
model seperti kelinci. Kelinci merupakan hewan model yang sering digunakan karena struktur
jaringan subkutannya yang mirip dengan manusia dan kemudahan dalam manipulasi
eksperimental (Kumar et.al, 2020).

Pewarnaan komponen jaringan terjadi karena proses reaksi asam basa. Inti sel yang
bersifat asam akan menarik zat yang bersifat basa, maka inti akan tampak berwarna ungu atau
biru dari Hematoxylin (Annisa and Sofyanita, 2022). Sedangkan sitoplasma bersifat basa akan
menarik zat yang bersifat asam, maka sitoplasma akan berwarna merah dari Eosin (Naziifah
dan Sofyanita, 2023). Penyataan diatas juga sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Wahyuni,et.al. (2020). Eosin merupakan pewarna yang bersifat asam sehingga memiliki
afinitas terhadap sitoplasma sel yang bersifat basa dengan memberikan warna merah muda
pada sitopalsma sel dan jaringan penyambung. sedangkan pewarna hematoxylin yang bersifat
basa memiliki afinitas terhadap nukleus yang bersifat asam dengan memberikan warna
biru/basofilik (Naziifah T. dan Eko N., 2023). Lamanya waktu pewarnaan mempengaruhi hasil.
Pada pewarnaan Hematoxylin 20 menit dan Eosin 30 menit hasil preparat menunjukkan warna
yang merata sedangkan pada pewarnaan Hematoxylin 10 menit dan Eosin 20 menit didapatkan
hasil yang kurang merata (Halim, 2018).

Variasi lama waktu pewarnaan sering kali menjadi penentu utama dalam menghasilkan
preparat histologis berkualitas tinggi. Pewarnaan yang terlalu lama (overstaining) dapat
menyebabkan detail struktur jaringan menjadi buram akibat kelebihan pewarna, sedangkan
pewarnaan yang terlalu singkat (understaining) dapat menghasilkan preparat yang kurang
kontras sehingga sulit untuk dianalisis (Suvarna, Layton, & Bancroft, 2018). Oleh karena itu,
diperlukan optimasi terhadap durasi pewarnaan untuk mendapatkan hasil yang optimal.

Tabel 1. Kualitas hasil preparate terhadap perbedaan waktu pewarnaan

Pewarnaan Kualitas Preparat
Hematoksilin-Eosin Jernih Terwarnai Keutuhan Struktur
20 menit — 30 menit jernih merata utuh
10 menit - 20 menit kurang jernih kurang merata utuh

181



Seminar Nasional Pendidikan Biologi IX:
Biologi dan Pendidikan untuk Mendukung Pencapaian SDGs
Malang, 30 November 2024

Fibroblast

Sabut Kolagen

Sabut elastis

Sabut elastis

Fibroblast

Sabut elastis

Fibroblast

Sabut Elastis

Sabut Kolagen

Gambar 3. (Pewarnaan Hematoxylin dan Eosin perbesaran 400x, Susetyarini, 2019)

KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa durasi pewarnaan hematoxylin dan eosin memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap kualitas preparat histologis jaringan subkutan kelinci
(Oryctolagus cuniculus). Pewarnaan dengan hematoxylin selama 20 menit dan eosin selama 30
menit menghasilkan warna yang lebih merata pada preparat, sementara durasi pewarnaan
yang lebih singkat (hematoxylin 10 menit dan eosin 20 menit) menghasilkan warna yang
kurang merata. Selain itu, penelitian ini berhasil mengidentifikasi komponen jaringan
subkutan, termasuk fibroblas, sabut kolagen, dan sabut elastis, yang berperan penting dalam
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proses penyembuhan luka dan elastisitas jaringan. Hasil analisis juga mengungkapkan bahwa
pewarna hematoxylin memberikan warna biru pada inti sel, sementara eosin memberikan
warna merah muda pada sitoplasma. Salah satu tantangan yang ditemukan adalah kurangnya
pembersihan rambut kelinci sebelum pengambilan jaringan, yang menyebabkan kontaminasi
dan artefak pada preparat. Secara keseluruhan, penelitian ini menegaskan pentingnya optimasi
durasi pewarnaan untuk menghasilkan preparat histologis berkualitas tinggi, yang dapat
berkontribusi pada penelitian lebih lanjut dalam bidang histologi dan aplikasi klinis.
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