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ABSTRACT

Preparation of tissue preparations using hematoxylin eosin staining. The price of
reagents used is relatively expensive so it has the potential to use local raw materials
to replace eosin staining. Red Ashoka flowers (Ixora coccinea) contain red anthocyanin
glycosides that can be used as an alternative to eosin. The research aimed to utilize
environmentally friendly Ashoka flower extract as a substitute for eosin in hematokxylin
eosin staining. The research design used is true experiment design. Sampling
techniques in research using nonprobability in the form of purposive sampling.
Samples of human breast tissue (mammae) be rjumlah 32 tissue preparations to see
the results of the examination using Ashoka flower alternatives as many as 16
preparations and eosin as a control as many as 16 preparations. The examination data
will be processed by descriptive analysis based on the results of the assessment score
of tissue preparation. In hematoxylin eosin staining control 100% showed very good
preparation quality with a score of (4), producing blue in the cell nucleus is very clear,
pink is very clear, and can be diagnosed, while for the ash flower extract staining
93.8% showed less good preparation quality with scores of (2) and (1), producing blue
in the cell nucleus, less pink but still can be diagnosed. Chi-Square test results
obtained p-value 0.000<0.05 shows that there are significant differences from the two
staining processes using Ashoka flower extract with eosin.

Keywords: ashoka flower extract, eosin extract, hematoxylin eosin extract, benign
tumor breast

ABSTRAK

Pembuatan preparat jaringan menggunakan pewarnaan hematoksilin eosin. Harga
reagensia yang digunakan relatif mahal sehingga berpotensi untuk pemanfaatan
bahan baku lokal dalam menggantikan pewarnaan eosin. Bunga Asoka merah (Ixora
coccinea) mengandung glikosida antosianin berwarna merah yang dapat digunakan
sebagai alternatif pengganti eosin. Tujuan penelitian untuk memanfaatkan ekstrak
bunga asoka yang ramah lingkungan sebagai pengganti eosin dalam pewarnaan
hematokxylin eosin. Desain penelitian yang digunakan adalah true experimen design.
Teknik sampling pada penelitian menggunakan Nonprobability dalam bentuk
Purprosive sampling. Sampel berupa jaringan payudara (mammae) manusia
berjumlah 32 preparat jaringan untuk melihat hasil pemeriksaan menggunakan
alternatif bunga asoka sebanyak 16 preparat dan eosin sebagai kontrol sebanyak 16
preparat. Data hasil pemeriksaan akan diolah secara analisis deskriptif berdasarkan
hasil skor penilaian preparat sediaan jaringan. Pada kontrol pewarnaan hematoxylin
eosin 100% menunjukkan kualitas sediaan yang sangat baik dengan skor adalah (4),
menghasilkan warna biru pada inti sel sangat jelas, warna merah muda sangat jelas,
dan dapat didiagnosis, sedangkan untuk pewarnaan esktrak bunga asoka 93,8%
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menunjukkan kualitas sediaan kurang baik dengan skor adalah (2) dan (1),
menghasilkan biru pada inti sel, kurang warna merah muda tetapi masih dapat
didiagnosis. Hasil uji Chi-Square diperoleh p-value 0.000<0.05 menunjukan bahwa
terdapat perbedaan signifikan dari kedua proses pewarnaan menggunakan ekstrak

bunga asoka dengan eosin.

Kata kunci: ekstrak bunga asoka, eosin, pewarnaan hematoxylin eosin, tumor jinak

payudara

PENDAHULUAN

Patologi anatomi adalah spesialis
medis terkait diagnosis  penyakit
berdasarkan pemeriksaan makroskopis
dan mikroskopis terhadap sel, jaringan,
dan organ.! Laboratorium patologi
anatomi adalah laboratorium yang
memeriksa spesimen jaringan dan
cairan tubuh pasien untuk diagnosis
klinis.?

Histoteknik adalah suatu metode
untuk membuat preparat histologi
melalui suatu proses sehingga menjadi
sajian yang siap untuk dianalisis.?
Sampel dapat berupa jaringan manusia
atau jaringan hewan seperti mencit,
tikus ataupun marmut menggunakan
organnya. Untuk jaringan manusia juga
bisa digunakan seperti payudara,
ginjal.*

Pewarna Histologi adalah sebuah
cara pemberian warna pada bagian
organel sel agar mudah diamati dengan
mikroskop.® Salah satu tahap dalam
proses pembuatan preparat histologi
adalah staining atau proses pewarnaan
pada preparat jaringan, dalam diagnosa
medis dan penelitian menggunakan
pewarnaan hematoksilin eosin.®

Eosin digunakan pada pH 5 untuk
mendapatkan hasil yang optimal, cara
menurunkan pH yaitu eosin
ditambahkan asam asetat sebanyak
lima tetes, pH akan turun menjadi pH
4.” Harga reagensia eosin yang mahal
membuka jalan untuk menggunakan
bahan baku lokal sebagai alternatif
untuk menggantikan pewarnaan eosin.®

Bunga Asoka merah  (Ixora
coccinea) ini mengandung glikosida
antosianin yang berwarna merah, yang
dimana diduga jenis pelargonidin °. Zat
warna antosianin merupakan turunan
struktur aromatik tunggal, yaitu sianidin,
dan semuanya terbentuk dari zat warna
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sianidin dengan penambahan atau
pengurangan gugus hidroksil, metilasi
dan glikolisasi.®

Penelitian  sebelumnya tentang
potensi bunga asoka sebagai pewarna
alami makanan dan minuman yang
ditinjau dari stabilitas pH selama masa
penyimpanan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kestabilan ekstrak
bunga asoka terhadap pengaruh pH
selama masa penyimpanan. Pada
penelitian ini menggunakan waktu 10
hari, pada penelitan ini juga
menggunakan variasi pH vyaitu pH
2,3,4,5,6. Hasil penelitian ini
menunjukkan zat warna ekstrak bunga
asoka stabil pada pH 2 setelah masa
penyimpanan 10 hari dengan
presentasi degradasi 36,21%.°

Penelitian sebelumnya juga
melakukan penggunaan air perasaan
bunga asoka merah (Ixora coccinea)
pengganti eosin pada pewarnaan STH
lebih jelas kelihatan dibanding dengan
zat warna Eosin. Hasil ekstraksi zat
warna alami yang paling optimal
diperoleh dengan menggunakan etanol
sebagai pelarut organik polar untuk
mengekstraksi antosianin dari bunga
ixora, yang menunjukkan bahwa zat
warna tersebut stabil pada suhu yang
relatif tinggi dan dalam kondisi asam,
terutama pada pH 4.1

Berdasarkan latar belakang diatas
maka penulis tertarik untuk
memanfaatkan ekstrak bunga asoka
yang ramah lingkungan sebagai
pengganti eosin dalam pewarnaan
hematokxylin eosin.

METODE

Penelitian ini dilakukan setelah
mendapatkan surat layak etik dengan
nomor: 000086/ KEP IKesT
Muhammadiyah Palembang/ 2024.
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Jenis penelitian yang dilakukan dalam
penelitian ini adalah metode
Exsperimental.*? Variabel bebas terdiri
atas Pewarnaan HE menggunakan
ekstrak bunga asoka dan eosin,
sedangkan variable terikat yaitu
kualitas spesimen. Teknik sampling
pada penelitian menggunakan
Nonprobability dalam bentuk Purposive
sampling vyaitu teknik penentuan
sampel dengan pertimbangan tertentu.

Populasi penelitian menggunakan
Blok Paraffin yang didiagnosis Tumor
Jinak Payudara dari Laboratorium
Patologi Anatomi Barokah Palembang
berjumlah 32 preparat jaringan untuk
melihat hasil pemeriksaan
menggunakan alternatif bunga asoka
sebanyak 16 preparat dan eosin
sebagai kontrol sebanyak 16 preparat.
Penelitian  dilakukan pada Bulan
Februari 2024 di Laboratorium Patologi
Anatomi Barokah Palembang.

Alat dan bahan yang digunakan
adalah bunga asoka, timbangan
analitik, mortar, etanol 96%, kertas
saring, waterbath, pewarnaan
hematoksilin eosin. Ekstrak bunga
asoka yang digunakan pada penelitian
ini adalah bunga asoka yang berasal
dari Lr Sinar Ladang 2, Kecamatan
Seberang Ulu 2, Kelurahan 16 ulu Kota
Palembang.

Prosedur kerja pembuatan ekstrak
bunga asoka yaitu bunga segar dicuci
dengan air mengalir, bunga ditimbang
sebanyak 500 gram, Bunga dihaluskan
menggunakan mortar, kemudian bunga
dimasukkan kedalam wadah kedap
cahaya, dan kemudian etanol 96%
ditambahkan sebanyak 500ml| pada
wadah kedap cahaya tersebut.®

Prosedur kerja maserasi bunga
asoka yaitu ekstrak bunga asoka
ditutup rapat, ekstrak bunga disimpan
selama 1 hari dalam waktu 6 jam sekali
di kocok pada suhu ruang, ekstrak
bunga disaring menggunakan kertas
saring, selanjutnya menghilangkan sisa
etanol dengan cara dipanaskan
menggunakan  waterbath ~ sampai
kental, menambahkan 10 ml etanol
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96%, pH akhir ekstrak adalah 4,
selanjutnya masukkan kedalam botol
dan reagensia siap untuk digunakan.®

Prosedur kerja pewarnaan
hematoksilin  eosin yaitu jaringan
dicelupkan ke dalam xylol selama 5
menit sebanyak 3x pengulangan,
kemudian jaringan ditiriskan dan
dicelupkan ke etanol selama 3 menit
lakukan sebanyak 2x pengulangan,
dicelupkan ke alkohol 96% selama 3
menit sebanyak 2x pengulangan, dicuci
menggunakan air mengalir 3 menit,
dicelupkan ke hematoksilin selama 5 -
7 menit, dicuci menggunakan air
mengalir selama 3 menit, celupkan ke
hematoksilin selama 5 — 7 menit, dicuci
menggunakan air mengalir selama 5
menit, dimasukkan ke alkohol 70%
sebanyak 7 celup, dimasukkan ke
alkohol 80% sebanyak 7 celup,
dimasukkan ke ekstrak bunga asoka
sebanyak 1 — 2 celup, dimasukkan
alkohol 96% sebanyak 7 celup dengan
2x pengulangan, dimasukkan etanol
sebanyak 7 celup, dan dimasukkan
xylol sebanyak 7 celup.®

Data di analisis dengan uji Chi-
Square. Instrumen pemeriksaan
menggunakan mikroskop berdasarkan
kriteria skor 1 — 5 dengan deskripsi
sebagai berikut: Skor 1: Tidak Baik;
Skor 2: Kurang Baik; Skor 3: Cukup
Baik; Skor 4: Baik; Skor 5: Sangat Baik

Data yang telah diperoleh dilakukan
dokumentasi dan disajikan dalam
bentuk foto dengan melihat
perbandingan antara pewarnaan
hematatoxylin eosin menggunakan
ekstrak bunga asoka dan eosin secara
mikroskopis oleh tiga orang yang terdiri
atas satu orang dokter spesialis
patologi anatomi, satu orang laboran,
dan satu orang peneliti sendiri sebagai
verifikator mendapatkan hasil skor 4
menggunakan eosin, sedangkan skor
2 dan 1 menggunakan alternatif ekstrak
bunga asoka.

HASIL
Hasil kualitas  jaringan pada
pewarnaan  menggunakan  ekstrak

bunga asoka mendapatkan interpretasi
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hasil yang dilakukan pengamatan oleh
dokter ahli patologi anatomi pada
gambar 1 sebagai berikut:
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Gambar 1. Hasil Pengamatan Pewarnaan
Menggunakan Ekstrak Bunga Asoka

Perbesaran 400x

Berdasarkan gambar 1 didapatkan
hasil pada kode (A) tampak gambaran
arsitektur  payudara tidak normal
dengan sel-sel tumor tidak tersusun,
warna biru keunguan pada inti sel
terlihat sangat jelas, kode (B) warna
merah eosin pada sitoplasma terlihat
kurang jelas dan dapat membedakan
jaringan ikat, serta warna pada preparat
kurang seragam tetapi masih dapat

didiagnosis.

Hasil  kualitas jaringan pada
pewarnaan hematoksilin eosin
mendapatkan interpretasi hasil yang

dilakukan pengamatan oleh dokter ahli
patologi anatomi pada gambar 2
sebagai berikut:
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Gambar 2. Hasil Pengamatan Pewarnaan
Menggunakan Eosin Perbesaran 400x

Berdasarkan gambar 2 didapatkan
hasil pada kode (A) tampak gambaran
arsitektur  payudara tidak normal
dengan sel-sel tumor tidak tersusun,
warna biru keunguan pada inti sel
terlihat sangat jelas, kode (B) warna
merah eosin pada sitoplasma terlihat
sangat jelas dan dapat membedakan
jaringan ikat, serta warna pada preparat
seragam masih dapat didiagnosis.

Hasil yang sudah diteliti jumlah rata-
rata hasil mikroskopis sediaan jaringan
tumor jinak payudara yang diwarnai
menggunakan ekstrak bunga asoka
dan eosin pada pewarnaan
hematoksilin eosin sebagai berikut.

Tabel 1. Hasil Tabulasi Proses Pewarnaan

Proses Pewarnaan

Tidak Baik Kurang Baik Sangat Baik
Ekstrak Bunga Asoka 1 15 0
Eosin 0 0 16
Total 1 15 16
Nilai P = 0,000 < 0.05
Berdasarkan Tabel 1 tabulasi sebanyak 15 sampel dan tidak baik

proses pewarnaan mendapatkan hasil

ekstrak bunga asoka yang kurang baik

sebanyak 1 sampel, sedangkan eosin
sangat baik sebanyak 16 sampel.

Diagram Rata-Rata Hasil Pewarnaan

120%
100% 93,8% 100 %
§ 282? Keterangan
- 0 [
S 40% m Ekstrak
2 20% Bunga Asoka
[O]
o 0% 9 0% Eosin
Tidak  Kurang Baik Sangat
Baik Baik Baik
Kriteria Hasil

Gambar 3. Diagram Rata-Rata Hasil Pemanfaatan Ekstrak Bunga Asoka Sebagai
Pengganti Eosin pada Pewarnaan Hematoxylin Eosin

https://doi.org/10.34011/juriskeshbdg.v17i1.2707
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PEMBAHASAN

Penelitian menggunakan sampel
mamae sebanyak 16 preparat diwarnai
HE dengan menggunakan ekstrak
bunga asoka dan 16 preparat diwarnai
HE dengan menggunakan eosin.
Sediaan yang telah diwarnai diamati
menggunakan  mikroskop  dengan
perbesaran  400x dan dilakukan
penilaian terhadap kualitas pewarnaan
secara  mikroskopis. Hasil  dari
penelitian pada pemeriksaan
mikroskopis sediaan jaringan payudara
pada proses pewarnaan menggunakan
eosin yaitu 16 sampel preparat
jaringan mamae mendapatkan hasil
yaitu 100% dengan kriteria hasil
mikroskopis sangat baik (skor 4). Hasil
penelitian menggunakan ekstrak bunga
asoka yaitu 16 sampel preparat
jaringan mamae mendapatkan hasil
yaitu 93,8 % dengan kriteria hasil
mikroskopis kurang baik (skor 2) dan 1
sampel didapatkan hasil yaitu 6,3%
sediaan jaringan dengan kriteria hasil
mikroskopis kualitas tidak baik (skor 1).

Hasil penelitian terdapat
perbedaan pada pemeriksaan jaringan
tumor jinak payudara yang di warnai
menggunakan eosin dan ekstrak bunga
asoka pada pewarnaan hematoksilin
eosin. Hal tersebut terjadi karena
memiliki hasil perwarnaan yang sama,
yaitu dengan memberikan gambaran
tentang bentuk, susunan sel, inti sel,
dan sitoplasma, serta susunan serat
jaringan ikat yang sesuai dengan
gambaran jaringan.

Ekstrak bunga asoka terdapat
senyawa fenol dan flavonoid. Menurut
hasil penelitian Ramadhan, dkk. (2023)
bahwa ekstrak etanol bunga asoka
(Ixora Coccinea) mengandung senyawa
metabolit sekunder flavonoid, alkaloid,
triterpenoid dan saponin serta memiliki
potensi sebagai antioksidan pada
konsentrasi 1 mg/mL dengan nilai
persen penghambatan sebesar
88,10%.1314

Pada ekstrak bunga asoka
terdapat senyawa fenol dan flavonoid.
Senyawa ini  berperan  sebagai
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antioksidan dikarenakan memiliki gugus
hidroksil (-OH) pada struktur senyawa
fenolik dan flavonoid dapat
menyumbangkan atom hidrogennya
sehingga senyawa radikal bebas
menjadi stabil, senyawa ini dapat
berpotensi sebagai antioksidan alami.*®

Menurut hasil penelitian Lestario,
dkk. dan Jenianti, dkk. (2019) bahwa
bunga asoka pengganti pewarnaan
alternatif karena mempunyai
kandungan  antosianin.  Antosianin
merupakan pigmen yang disebut
flavonoid yang pada biasanya larut
dalam air. Konsentrasi pigmen sangat
berfungsi dalam memastikan warna,
pada konsentrasi kecil antosianin
berwarna biru, pada konsentrasi normal
antosianin berwarna ungu serta pada
konsentrasi tinggi antosianin berwarna
merah.16 10

Pemilihan pelarut etanol 96%
didasarkan pada tingkat keamanan dan
kemudahan saat diuapkan serta
sifatnya yang mampu melarutkan
hampir semua zat, baik yang bersifat
polar, semipolar, dan nonpolar serta
dapat menarik senyawa flavonoid
secara optimum.t’

Pada pengamatan mikroskopis
sediaan jaringan tumor jinak payudara
yang pewarnaan menggunakan ekstrak
bunga asoka didapatkan hasil 98,3%
baik, pada inti sel terlihat jelas, warna
merah pada sitoplasma kurang jelas
tetapi dapat membedakan jaringan ikat
dan dapat didiagnois sehingga dapat
digunakan sebagai alternatif.

Faktor yang memengaruhi
kestabilan antosianin pada penelitiaan
adalah metode pengambilan
antosianin, suhu pada saat penelitian,
jenis pelarut yang digunakan serta pH
antosianin  pada saat pewarnaan
membuat kurang terserapnya zat warna
antosiasnin, sehingga memengaruhi
kualitas sediaan yang diujikan.!

SIMPULAN

Hasil pewarnaan hematoxylin eosin
menggunakan alternatif ekstrak bunga
asoka mendapatkan hasil 93,8% yang
kurang baik (skor 2) tetapi masih dapat
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didiagnosis dan terdapat hasil 6,3%
yang tidak baik (skor 1). Hasil
pewarnaan hematoxylin eosin
menggunakan eosin mendapatkan hasil
100% sangat baik (skor 4) sebagai
pewarna gold standard. Adanya
perbedaan signifikan hasil kualitas
preparat pewarnaan hematoxylin eosin
menggunakan alternatif ekstrak bunga
asoka dengan eosin.

Bagi peneliti selanjutnya hasil
penelitian ini dapat digunakan sebagai
bahan perbandingan dan referensi
untuk penelitian dalam melakukan
pengujian terhadap faktor-faktor yang
memengarubhi kualitas pigmen
antosianin agar bisa mewarnai sediaan
histologi menggunakan alat vakum
rotary evaporatory, dan melakukan
maserasi dengan waktu yang lebih
lama.
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