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KETERANGAN LAYAK ETIK
DIESCRIPTION OF ETHICAL EXEMPTION
“ETHICAL EXEMPTION"

No 3SWKEPK-TIR/IV 2024

Protokol penelitian verst | yang dasulkan olch |
The research protcol proposed by

Peoelin utama : Amanda Khaimnnisa Rh
Principal In Investigator

. Polickkes Kemenkes Tunjumghkurung
Niame of the Institution

Dengan judul:

Tide
"Perbandingan Kualitas Pewarnaan Perasan Jeruk Purut (Cistrny Hystrix De) dengan Xylol Sebagai Agen
Depurafinisasi datam Proses Pewarnaan Hematoxylin Eosin pada Scdinan Ginjal Mencit (Mux Musculis)™

“he Comparizon of Saming Quality Ustng Kaffir Lime (Citrax Hystrex DC) Fotract and Nylol Ax a Deparaffimzing Agent
In the 1 Win Eosin 5 8 'rocess on Mowse Kidney Secrions (Mus Muscwius).

Dinyatakan layak ctik sesuai 7 {lujuh) Standar WHO 2011, yaitu 1) Nikai Sasial, 2) Nilai Timiah, 3) Pemerataan Beban dan
Munfaat, 4) Risiko, 5) Bujukan/Eksploitisi, 6) Kerahastaan dan Privacy, dan 7) P uan Seeeloh Penjel yang merjuk
pada Pedoman CIOMS 201 6. Hal ini seperti yang diunjukkan oleh wrpenubinya mdikitor setiap standar

Declared fo be ethically appropriate in accordance 1o 7 (vweven) WIHO 201 1 Siandards, 1) Social Valwes, 2) Scientific Valuwes,
3) Equitable Assexsment and Benefils, 3) Rirky, $) Per ion/Faploi 6) Confidentiality and Privacy, and 7) Informed
Concent, referring to the 2016 CIOMS Guidelines. This is as indicared by the fulfillment of the indi 1 of each dund.

Permyatnan Laik Etk i berlaku selama kurnn wakiu tanggl 0 April 2024 sumpas dengan tanggal 05 Apnl 2025,

Thix declaration of ethics applies during the period Apeil 05, 2024 until Aped 3, 2025,

April 05, 2024
Professor and Chatrperson

Dr, Apring, S.Kp., M Kes
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Kode Dokumen MU PAT BVETLPG
No Bagian : 10
METODE UJI
NEKROPSI (BEDAH BANGKAI)

1. RUANG LINGKUP
Nekropsi atau pemenksaan bedah bangkai merupakan teknik yang sangat penting dalam
pengukuhan diagnosa penyakit. Uji ini dapat menentukan sebab-sebab kematian hewan
dan sangat berguna datam pengendalian dan pemberantasan penyakil.

2. PRINSIP

21.

22

23.

24

25,

26

27.

28

Wakiu nekropsi dilakukan secepat mungkin setefah terjadi kematian Untuk kondisi

hewan mati;

Pengaruh suhu terutama pada suhu tinggi menyebabkan perubahan pasca mati pada

karkas lebih cepat,sehingga karkas sebaknya ditaruh/disimpan didalam suhu dingin

(freezer);

Pengaruh kondisi hewan seperti hewan gemuk atau tertutup wol lebih cepat

mengalami pembusukan;

Karkas yang telah membusuk masih tetap dapat diamati pada perubahan-perubahan

seperti abses, thrombus, eksudat, tumor, trauma dan lain-iain;

Tempat nekropsi ddakukan diruang laboratorium khusus nekropsifuang bedah

bangkai.

Tindakan setelah nekropsi adalah memusnahkan karkas dengan cara dibakar

(mcenerator);

Protokol nekropsi atau catatan bedah bangkai dibuat oleh sekan dengan lengkap dan

baik untuk pengukuhan diagnosa di laboratorium,

Euthanasia harus ddakukan dengan cara

- Tidak memmbulkan rasa sakittakut pada hewan,

- Tidak menyinggung/menyakili perasaan pemilik;

- Tidak menimbulkan perubahan pasca mati;

- Dilakukan dengan cara antara lain dislokasi capitis pada unggas serta emboli dan
bius umum pada mamalia.

Terbitan ke 2
Tanggal terbt 16 Jun 2023
Status Dokumen Terkendall
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Kode Dokumen MU PAT BVETLPG

4. PERALATAN
Pakaian nekropsi menggunakan coverall atau sejenisnya, sarung tangan karet, sepatu boot
karel. Setiap selesai nekropsi alat-alat ini harus di desinfeksi
Alat-alat nekropsi yang disiapkan antara lain'
- pisau mata lurus untuk menyayat kulit,
- pisau melengkung untuk menyayat kulit,
- gunting dengan ujung tumpul (enterotome),
- gunting dengan ujung fancip;
- botol spesimen/palri/plastik
- gergaji, pahat, kapak, gunting tulang untuk membuka rusuk,
- Benang nilon
- needla
Desifektan untuk mendesinfeks| alat dapat mempergunakan bahan-bahan kmia seperti
kresol, senyawa ammonium quartener, dii

5. CARA KERJA
Cara meletakkan karkas
- Karkas unggas dibaringkan pada punggungnya (posisi dorso veniral),
~ Karkas mamalia ruminansia dibanngkan pada sisi kin, non rummasia pada sisi kanan
dan hewan kacil pada punggung (dorso ventral)

Karkas Perfu dibasahl
- Karkas dibasahl dulu dengan air atau desifektan sebelum diakukan nekropsi untuk
menghindan pencemaran sekan dan lingkungan

Pemenksaan Keadaan Luar

- Jenis hewan |, jers kelamin, umur, kondisi tubuh, kult, selaput lendir mata dan  mulut
paruh, hidung, lidsh, gigl, telinga, keadaan perul, kelenjar susu, pangkal ekor bawah
perut, bidang dalam paha, ceracak, dil Diperksa dengan cermat

—
Terditan ke 2

Tanggal tlerbt 16 Jun| 2023
Status Dokumen  Terendak
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Melepaskan Tungkal

- Keempat tungkai hewan mamalia dilepaskan dar tubuhnya dengan dikuliti terlebih
dahulu sehingga jaringan muskulatur dan kelenjar limpa bawah kult dapat diperiksa,

- Kedua tungksi pada hewan unggas juga di lepaskan agar lebih mudah telentang

Membuka Rongga Perut

- Rongga perut dibuka dengan sayatan sepanjang gans median perut, pentoneum ditusuk
tumpul dilenjutkan dengan ifisan memanjang. Setelah itu otot-otot dinding perut dipotong
dan dilepaskan untuk memenksa letak alat-alat pencemaan dalam rongga perut.

Membuka Rongga Dada

- Sebelumnya keadaan diafragma diperiksa, dinding rongga dada dibuka dengan irisan
pada muskulatur kedua sisi rongga dada, kemudian dibuat diins dari bagian atas tulang
rusuk periama kearah periengahan tulang rusuk terakhir Diafragma dan pertautan
antara medijastinum dan stemum dilepaskan.

Mengeluarkan Isi Rongga Dada

- Jantung dan paru-paru dikeluarkan bersamaan dengan lidah dan seluruh trachea Lidah
dikeluarkan dengan memotong tulang lidah pada sendi rawannya Trachea dilepaskan
dan pertautan otol leher dan esophaqus, aorna dipolong pada tempat menyilang
esophagus, kerongkongan dikeluarkan dan dipolong dipertengahan leher  Paru-paru
dilepaskan mulai dari belakang vena cara dipotong Kemudian paru-paru bersama
jantung trachea dan lidah dikeluarkan

Memeriksa Isi Rongga Dada

- Paru-paru Trachea diletakkan di atas meja bedah dengan ligamentum trachea dibagian
atas, lobus paru-paru diletakkan secara rapl Trachea dan Brochus besar dibuka Buat
insan besar pada lobus paru-paru dan lakukan ujl apung. Jantung diletakkan dengan
ventrikel kin di sebelah kanan sekan Ventrkel kin dan kanan dins sejajar sulkus
longitudinal. Aorta serta arteri pulmonalis dibuka.

Terbitan ke 2
Tanggal tertst 16 Juni 2023
Status Dokumen T erkondal



@ BALAI VETERINER LAMPUNG ﬂﬂ

Kode Dokumen MU PAT BVET-LPG

Mengeluarkan Isi Rongga Perut

- Limpa dan omentum dikeluarkan Limpa diiris pada hilus untuk memeriksa keadaan
pulpanya Usus dikeluarkan dengan mengikal ganda rektrum dan memotong antara
kedua ikatan ini. Usus dilepaskan dari alat penggantunganya sampai pancreas Usus
dikat ganda lagi dan dipotong. Beberapa kelenjar linfe mediastinalis diis Diafragma
dins untuk mengeluarkan lambung dan esophagus Kedua ginjal dan hati dikeluarkan.

Alat urogenital dikeluarkan dengan menggeraji tulang pinggul beberapa centi menter kiri
dan kanan dari symphisis pelvis

Memeriksa Isi Rongga Perut

- Lunbtmdimpadakuwaturanwyordunﬂkmjwapadamen. reticulum, omasum,
abomasum (ruminansia) dan ventrikulus, proventriculus (unggas) Usus dibuka pada
bagian pertautan dengan alat penggantungnya Setelah pembungkus ginjal dibuka, ginjal
yang satu diris memanjang yang lan dibiarkan utuh Bust beberapa insan pada hati,

kantung empadu dibuka (kecuali pada hewan lanpa kantung empedu seperti gajah,
kuda, rusa dil) Alat urogenital dibuka Pada unggas, bursa fabrisius dan seka tonsil dan
proventriculus juga dibuka.

Membuka Otak

- Kepala dipisahkan dari persendiaan atlanto-occipitalis, kulit dan otot kepala juga
dipisahkan, Insan pertama dibuat tranversal pada belakang/posteriaor rongga mata
insan, dibagian lateral mulai dan dorsal foramen magnum menuju tepl posterior rongga
mata. Irisan ini mungkin periu dibantu pahat sehingga otak bisa keluar sscara utuh

Memernksa Otak

- Perhatikan selaput otak. Berbagal bagian otak diris untuk melihat bagian dalamnya

Memenksa sendi dan kalenjar-kelenjar

- Persendiaan dibuka untuk melihat kemungkinan arintis Juga kelenjar-kelenjar susu dan
linfoglandula supramamaria juga dipenksa,

_
Tertitan ke 2
Tanggal terbit 16 Juni 2023
Status Dokumen Tervendal
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Mengambil Spesimen
- Spesimen diambil secara fege artis untuk pemenksaan mikrobiologik, parasitologik,
histopatologik dan toksikologi

6. PEMBACAAN HASIL
Interprestasi lesi patologi anatomi diarahkan pada sualu kesimpulan diagnosa penyaki
apabila lesi tersebul bersifal palognomonde Jika lesi thidak patognomonik. disimpulkan
dengan diagnosa morfologi

Disusun Penyela Patolog

Referance John M Kmg, Lois Roth-Johnson, David C Dodd and Maion E NewsomT he Necropsy
Hook A Guide for Veternary Students Readeris, Chriclans, Pathologein and Bulogical
Researchers, January 2013

Tertatan ke 2
Tanggal tertt 16 Jun| 2023
Status Dokumen  Terkendah
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No Bagian : 21
METODE uJI
HISTOPATOLOGI

1. RUANG LINGKUP
Pemenksaan Histopatologl adalah pemenksaan mikroskopik terhadap organ/aringan yang
mengalami perubahan morfolog: sel atau jaringan yang terinfeksi

2. PRINSIP
Pengupan histopatologi merupakan salah satu pemeriksaan berdasarkan perubahan
morfologi Janngan atau sel tennfeks: agen penyakit Perubahan morfologi janngan atau ssl
dapal diamat setelah dilskukan pewamaan H&E dari preparat jaringan terinfeksl

3. PEREAKSI

Pereaks: yang diperiukan daiam pembuatan preparat histopatologi antara lain:  formatin
buffer netral 10% yang dibuat dengan mencampur 6.5 gram sodium fosfat dibasik
anhydrous (Na;HPO,) ditambah 4,0 gram sodium fosfat monobasik, 900 ml aquades dan
100 ml formalin (37-40%). Larutan H & E yang dipersiapkan dengan cara menambahkan
100 gram ammonium/potasium alum dalam 100 mi aquades selanjutnya dipanaskan dan
ditambahkan 5 gram kristal haematoxylin dilarutkan datam 50 mi alkohol absolul. Setelah itu
ditambahkan perlahan-lahan 2,5 gram merkun oksida sampal berwama jingga gelap
Seteiah dingin tambahkan 2-4 ml asam asetat glasial per 100 mi larutan. Larutan ini periu
disaring. Larutan acid alkohol dibuat dengan cara menambahkan 10 ml hidroklonk acd
dengan 1000 ml alkohol 70%. Larutan ammonium yaitu 2-3 ml ammonium hidroksida
dicampur dengan 1000 ml aquades Larutan stok eosin alkohol 1% yaitu 1 gram eosin Y
water soluble ditambah 20 ml aqudes dan 80 ml alkohol 95% Selanjutnya larutan stok
eosin 1% diambil sebanyak 1 bagian dicampur dengan 3 bagian alkohol 80%)

4. PENGAMBILAN DAN PENANGAN SAMPEL
Spesimen untuk pengujian histopatologl berupa bagian perbatasan antara organ yang
normal dan berlesi yang diambil dimasukkan ke dalam buffer neutral formahin 10% dengan
parbandingan 1 bagian jarngan dengan 10 bagian buffer neutral formalin 10%

Tertitan ke 2
Tanggal beetet 16 Jum 2023
Stotus Dokumen Terkendal
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5. PERALATAN

Kode Dokumen

MU PAT BVETALPG

Beberspa peralatan yang digunakan antara lain ftissue processor, lissue embeding,
mikrotom, pisau mikrotom dispossibie Automalic staining, jarum osa, inkubator (38-42°C),
Flotation Bath Hol plate, gelas preparat, gelas penutup, mikroskop binokuler, pensil kaca,
pinset, skalpel no 22, satu set jar (emmbeding casette)

6. TEHNIK PENGUJIAN HISTOPATOLOG!

6.1. Setelah proses fiksasi ddakukan pemotongan janngan (timming) yaitu pemotongan
tipis janngan dengan ketebalan kurang lebih 5§ mikron

62 Dehidrast

Jaringan didehidrasi pada tisue processor selama 23 jam

63 Emmbedding.

Cassate embedding yang lelah disi spesimen janngan dimasukan ke
processor dengan pengaluran wakiu seperti tabel berkut

dalam lissue

Proses Reagensia Waktu
Fiksas: Formalin buffer 10% 2 jam
Formalin buffer 10% 2 jam
Dehidras Alkohol 80 % 2 [am
Alkohol 85 % 2 jam
Alkoho! absolut 2 jam
Alkohol absolut 3 jam
Clearing Xylol 3 jam
Xylol 3 jam
Impregnasi Parafin 2 jam
Parafin 2 j1am

- Cassele embedding dikeluarkan dan Lssue prosesor.

- Keluarkan organ dar cassstte embedding lalu masukan dalam bistmout lalu
tuangkan parapin kedalam bistmout, tutup dengan cassette embedding kemudian
beri label lalu dinginkan pada alat processor embedding bagian yang coolidingin.

Terbitan ke 2
Tanggal terbd 16 Jurw 2023
Status Dokumen  Torkendal
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64 Pemotongan (cutting)

Pemotongan blok janngan menggunakan mikrotom dengan ketebalan 3-5 mikron

641 Gelas preparat dibersihkan dengan handuk supaya bersih, kemudian disi
dengan nomor patologl dengan menggunakan pensil kaca  Mikrotom distel
menunjukan 3 mikron. Pisau mikrotom kasar difiksir pada mikrotom

642 Ambi blok jaringan Permukaan yang akan dipotong didinginkan dan difiksir
pada mikrotom  Blok janngan dipotong dengan pisau mikrotom kasar,
sehinggga didapatkan permukaan yang rata.

643 Pisau mikrotom diganti dengan pisau yang halus. Blok janngan dipotong
kembali, dipilin potongan yang terbaik Potongan jaringan diambil dengan
menggunakan kuas dan jarum ose. Janngan diapungkan kedalam bak air
yang teiah berisi larutan Janngan dibiarkan mengapung, bagian yang melipat
diratakan sehingga permukaannya rata

644 Janngan disalut dengan gelas perparat yang tslah berisi nomor patologi
Preparat dimasukkan ke dalam hotplate dan dibiarkan semalam, minimal 12
am janngan siap diwamai.

65 Pewamaan (sfaining).

Untuk meiihat perubahan histopatologis janngan, preparat diwarnai denganH & E
Proses pewamaan H & E dapat dilthat pada tabel berikut ini

No | Reagensia Waktu

1 Xylol | 5 menit
2 Xylol i 5 menit
3 Xylol 11l 5 menit
4 Alkohol absolut | 5 menit
5 Alkohol absolut 11 5 menit
6 Alkonol 95% 5 menit
7 Alkohol 95% 5 menit
8 Alkohol 90% 5 menit
9 Alkohol 90% 5 menit
10 | Aquades 1 menit
1 Harris-haemotoxyln 5 menit
12 Aqudes 15 menit
13 Eosin 2 menit
14 Alkohol 90% 3 menit
15 | Alkohol 90% 3 menit

Testatan ke 2

Tanggal terbt 16 Juni 2023
Status Dokumen Terkendal
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18 Alkohol 95% 3 manit
17 Alkohol 95% 3 menit
18 Alkohol Absolut 3 menit
19 Alkohol Absolut 3 menit
20 Xylol IV 5 menit
21 Xylol Vv 5 menit
22 Dimounting dengan penmount

7. PEMERIKSAAAN PADA MIKROSKOP .
Preparat jafingan yang telah diwamai, kemudian diperiksa di bawah mikroskop dengan
pembesaran 10x, 100x dan 400x .

8. CARA MENETAPKAN HASIL
Pengujian histopatologi dilakukan pada mikroskop sinar diawal dengan pembesaran
objektif 40X Organ diperiksa satu persatu secara cermal. Lesi mikroskopik diarahkan pada
suatu kesimpulan diagnosa penyakit apabila lesi tersebutl bersifat patognomonik. Jika lesi
tidak patognomonik, disimpulkan dengan diagnosa morfologi

Disusun | Penyelia Patologi
Reference : s.m&m"?cnmwum.mo,mmmmmm

Histological Techniques. Eighth Editon. March 2018

—_—— ——— — -
Toctatan ko 2

Tanggal testsl 16 Jurd 2023

Status Dokumen Terkandal
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KEMENTERIAN PERTANIAN
DIREKTORAT JENDERAL PETERNAKAN DAN KESEHATAN HEWAN
BALAI VETERINER LAMPUNG
Ji. Untung Suropat! No.2, Labuhan Ratu, Kec. Ked. Kota dar Lampung, Lampung 35142
Telp : 62721701851 Fax : (0721) 772894
E-mall : bppyreg3gmail.com
htpsy//vetiampang.ditfenpih, pertanian,go.ld/

LAPORAN HASIL UJI
No. Reglstrasl: 310023/R187101/05/2024

No. Surat 1 1002106/2024 Kepada Yth .
No. Registras/ : 310023/R187101/05/2024 AIASTON NI i1
Lampiran i Kode Pos -
Parihal i Hasll Pengujian
Tgl. Kirim : 31 Mel 2024
Tgl. Terima 131 Mei 2024
No.Epi : PR187101241016
Jenis Layanan : Peneltian Mahasiswa D1, D2, D3, D4,
dan 51
Tgl. Terbit 1 10 Jum 2024
Pengambilan Contoh
Pengambil Cantoh : Pemohon

Tanggal Pengujian

Pembuatan Slide Histopatologi (Pewamaan HE) 4 Juni 2024 - 7 Juni 2024
Pembacaan Slide Histopatolog| 4 Juni 2024 - 7 juni 2024

No Jenis Uji Lab Pengujlan  Jumlah Sampel + - Lainnya

1 Pembuatan Slide Histopatologi (Pewamaan HE) Patologl 24 [} 24

2 Pembacaan Slide Histopatolog! Patologl 24 o 0 24

] | ) = - |1 ]
= PELTE ESUT
*Hasd Wi ni Rah dan
Kepala Balal Manager Teknis
-
drh.Suryantana, M.SI dr. Syarifah Alawlah
NIP.197606052008011021 NIP.196807142003122001

Tembusan:
Arsip

*Sertifikat stau laparan ini dilarang diperbanyak tanpa persetujuan tertulis don Balai Veteriner Lampung
[Halaman 1 dori 5)
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Anatomi Balai Veteriner Lampung
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1. Uji Normalitas

Analisa Data Statistik

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnova

Shapiro-Wilk

Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Total Skor Xylol 6 6
Jeruk Purut 1% 6 6
Jeruk Purut 2% 285 6 138 831 6 110
Jeruk Purut 3% 492 6 .000 496 6 .000
2. Uji Kruskal Wallis Test
Ranks
Perlakuan N Mean Rank
Total Skor Xylol 6 21.50
Jeruk Purut 1% 6 5.50
Jeruk Purut 2% 6 8.75
Jeruk Purut 3% 6 16.75
Total 24
Test Statistics™”
Total Skor
Kruskal-Wallis H 17.781
df 3
Asymp. Sig. <.001
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: perlakuan
3. Uji Mann Whitney U
No Perlakuan Hasil uji Mann Whitney U Keterangan
1 Jeruk Purut 1% <0,001 Ada Perbedaan
2 Jeruk Purut 2% 0.002 Ada Perbedaan
3 Jeruk Purut 3% 0.317 Tidak ada perbedaan
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LOG BOOK PENELITIAN
Nama : Amanda Khairunnisa RH
NIM : 2013350309
Judul SKRIPSI . Perbandingan Kualitas Pewamaan Perasan Jeruk
Purut (Cistrus Hystrix Dc) Dengan Xylol Scbagai
Agen Deparafinisasi Dalam Proses Pewarnaan
Hematoxylin Eosin Pada Sediaan Ginjal Mencit
(Mus Musculus)
Pembimbing Utama . Lendawati, SKM., MM, M.Si
Pembimbing Pendamping  : Misbahul Huda, S.Si, M kes
No HanTanggal Jenis Kegiatan
Seaun
[ |2m w | PMOPPN, Siaak grgyal
Prenal.
2. SO U0d | Denbualan  Fhde.
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PERBANDINGAN KUALITAS PEWARNAAN PERASAN
JERUK PURUT (Cistrus hystrix DC) DENGAN XYLOL
SEBAGAI AGEN DEPARAFINISASI DALAM PROSES

PEWARNAAN HEMATOXYLIN EOSIN PADA SEDIAAN

GINJAL MENCIT (Mus musculus)

Amanda Khairunnisa RH', Lendawati?, Misbahul Huda?
Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Program Studi Teknologi Laboratorium Medis
Program Sarjana Terapan Politeknik Kesehatan Tanjung Karang

ABSTRAK

Deparafinisasi merupakan tahapan penting dalam pengolahan sampel jaringan untuk pewarnaan
hematoxylin dan eosin, bertujuan menghilangkan atau melarutkan parafin sehingga sampel dapat
menyerap pewarna dengan efektif. Xylol umumnya digunakan dalam proses deparafinisasi, namun
toksisitasnya yang tinggi mendorong pencarian alternatif yang lebih aman dari xylol, seperti
menggunakan perasan jeruk purut. Penelitian ini bertujuan membandingkan kualitas hasil
deparafinisasi menggunakan xylol dan perasan jeruk purut pada konsentrasi 1%, 2%, dan 3%. Jenis
penelitian ini adalah eksperimen yang melibatkan 24 preparat ginjal mencit, dianalisis menggunakan
uji Kruskal-Wallis dengan nilai signifikansi p < 0,05. Hasil penelitian menunjukkan bahwa xylol
menghasilkan skor deparafinisasi tertinggi dengan nilai rata-rata 8, diikuti oleh perasan jeruk purut
3% dengan skor 7,3, sementara konsentrasi 1% dan 2% masing-masing memperoleh skor 4 dan 5.
Berdasarkan skor penilaian yaitu 4-5 tidak baik dan 6-8 baik , perlakuan dengan xylol dan perasan
jeruk purut 3% dinilai baik, sedangkan konsentrasi 1% dan 2% dinilai buruk.

Kata Kunci: Xylol, Deparafinisasi, Jeruk Purut

COMPARISON OF STAINING QUALITY BETWEEN KAFFIR
LIME JUICE (Citrus hystrix DC) AND XYLOL AS
DEPARAFFINIZATION AGENTS IN HEMATOXYLIN-EOSIN
STAINING PROCESS ON MOUSE KIDNEY SAMPLES (Mus
musculus)

ABSTRACT

Deparaffinization is a crucial step in tissue sample processing for hematoxylin and eosin staining,
aiming to remove or dissolve paraffin so that samples can effectively absorb the stain. Xylol is
commonly used in the deparaffinization process, but its high toxicity drives the search for safer
alternatives, such as kaffir lime juice. This study aims to compare the deparaffinization quality using
xylol and kaffir lime juice at concentrations of 1%, 2%, and 3%. This experimental study involved
24 mouse kidney preparations, analyzed using the Kruskal-Wallis test with a significance level of p
< 0.05. The results showed that xylol produced the highest deparaffinization score with an average
of 8, followed by 3% kaffir lime juice with a score of 7.3, while the 1% and 2% concentrations
scored 4 and 5, respectively. Based on the scoring criteria, where 4-5 is considered poor and 6-8 is
considered good, treatments with xylol and 3% kaffir lime juice were rated good, whereas the 1%
and 2% concentrations were rated poor.

Keywords: Xylol, deparaffinization, Kaffir Lime Juice
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Pendahuluan

Deparafinisasi adalah tahapan di dalam proses
pengolahan sampel jaringan yang bertujuan
menghilangkan atau melarutkan parafin, sehingga
sampel menjadi lebih mampu menyerap warna
dengan efektif saat dilakukan pewarnaan. Parafin
sendiri adalah sebuah campuran hidrokarbon yang
terbuat dari minyak atau lemak dan memiliki sifat
yang tidak dapat larut dalam air. Biasanya, dalam
proses deparafinisasi, zat seperti Xylol dan toluol
digunakan untuk menguraikan parafin yang
sebagian besar berupa lemak (Sumanto, 2014).

Xylol adalah agen deparafinisasi yang paling
umum digunakan karena memiliki sifat
pembersihan yang sangat baik. Xylol komersial
adalah cairan bening dan tidak berwarna (Raj B.V.
et al., 2018). Xylol lebih banyak dipakai oleh
histologis karena jaringan menjadi transparan dan
hasilnya menjadi lebih baik (Pandey et al., 2014).
Namun, Xylol tidak hanya mahal tetapi juga
memiliki efek berbahaya pada kesehatan manusia,
Xylol dapat menghasilkan dampak kesehatan baik
dalam jangka pendek (<14 hari) maupun jangka
panjang (>365 hari). Jenis dan tingkat keparahan
efek kesehatan ini dipengaruhi oleh beberapa
faktor, termasuk jumlah paparan dan lamanya
paparan tersebut. Beberapa akibat paparan Xylol
adalah, iritasi pada paru paru, iritasi pada hidung,
telinga dan tenggorokan (Rai et al., 2016).

Air lemon dan Jeruk nipis dapat digunakan
sebagai pengganti Xylol karena sifat dari air
lemon dan jeruk nipis sebagai pelarut, hal tersebut
disebabkan oleh adanya asam sitrat, yang
menyebabkan wax atau lilin paraffin tidak dapat
menempel sehingga air lemon dapat menjadi agent
deparafinisasi (Ananthaneni et al., 2014).

Asam sitrat selain mudah untuk dicari, juga lebih
murah dibandingkan dengan Xylol, selain itu juga
Asam sitrat tidak menyebabkan gangguan
kesehatan tidak seperti Xylol. Asam sitrat dapat
ditemukan dalam bahan-bahan organik seperti
jeruk, termasuk jeruk purut, dan jeruk lemon. Kadar
asam sitrat yang ada pada jeruk purut adalah
1,3359% atau 22,176 g/L dan pada jeruk lemon
didapatkan 1,3590% atau 22,56 g/ (Izza &
Rahayu, 2018).

Metode
Jenis Penelitian yang akan dilakukan adalah
eksperimen. Penelitian ini bertujuan

membandingkan kualitas hasil deparafinisasi pada
proses pewarnaan hematoxylin dan eosin,
menggunakan xylol dan perasan jeruk purut pada
konsentrasi 1%, 2%, dan 3% dengan Spesimen
yang digunakan adalah ginjal mencit. Teknik
perhitungan sample dilakukan dengan Rumus
Federer (1963). Data yang didapatkan dari hasil
skoring penilaian kualitas pewarnaan hematoxylin
eosin deparafinisasi dengan xylol dan perasan
jeruk purut 1%, 2% dan 3% diuji statistik dengan
Kruskal Wallis Test dengan nilai signifikan p<0,05
agar dapat mengetahui apakah ada perbedaan atau
tidak antara kualitas hasil pewarnaan hematoxylin
eosin sediaan ginjal mencit menggunakan
deparafinisasi dengan xylol dan jeruk purut.

Hasil

Berdasarkan hasil penelitian perbandingan
deparafinisasi perasan jeruk purut dengan xylol
yang dilakukan dengan 24 sediaan di balai
veteriner pada mei 2024 adalah sebagai berikut:

Tabel 1. Hasil Deparafinisasi dengan xylol

Kualitas Sediaan Histologi

Inti sel Sitoplas Intensitas Kontras
ma Pewarnaan Pewarnaan
N % N % N % N %
Baik 6 100 6 100 6 100 6 100
Tidak Baik 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 6 100 6 100 6 100 6 100

Berdasarkan Tabel 1. didapatkan hasil bahwa
xylol memiliki kualitas baik dengan nilai 4
parameter yaitu inti sel mendapat persentase 100%
dengan 6 sediaan, sitoplasma mendapat nilai
100% dengan 6 sediaan, intensitas pewarnaan
mendapat persentase 100% dengan 6 sediaan dan
kontras pewarnaan mendapat persentase 100%
dengan 6 sediaan.



Tabel 2. Hasil Deparafinisasi dengan perasan
jeruk purut 1%

Kualitas Sediaan Histologi

Inti sel Sitoplas Intensitas Kontras
ma Pewarnaan Pewarnaan
N % N % N % N %
Baik 0 0 0 0 0 0 0 0
Tidak Baik 6 100 6 100 6 100 6 100
Total 6 100 6 100 6 100 6 100

Berdasarkan table 2 didapatkan hasil tidak baik
pada seluruh kualitas hasil pewarnaan dengan
deparafinisasi menggunakan perasan jeruk purut
1% pada 4 parameter yaitu inti sel dengan
persentase 100% tidak baik pada 6 sediaan,
sitoplasma dengan persentase 100% tidak baik
pada 6 sediaan, intensitas pewarnaan dengan
persentase 100% tidak baik pada 6 sediaan dan
kontras pewarnaan mendapatkan persentase 100%
tidak baik pada 6 sediaan.

Tabel 3. Hasil Deparafinisasi dengan perasan

jeruk purut 2%
Kualitas Sediaan Histologi
Inti sel Sitoplas Intensitas Kontras
ma Pewarnaan = Pewarnaan

N % N % N % N %

Baik 1 17 3 50 2 33 0 0
Tidak Baik 5 83 3 50 4 67 6 100
Total 6 100 6 100 6 100 6 100

Berdasarkan table 3 didapatkan hasil tidak baik
pada kualitas hasil pewarnaan hematoxlyn eosin
deparafinisasi dengan perasan jeruk purut 2%
kualitas hasil pada 4 parameter yaitu inti sel
dengan persentase 83% tidak baik pada 5 sediaan
dan 1 sediaan baik dengan persentase 17%,
sitoplasma dengan persentase 50% tidak baik pada
3 sediaan dan dan 50% baik pada 3 sediaan,
intensitas pewarnaan dengan persentase 67% tidak
baik pada 4 sediaan dan 33% baik pada 2 sediaan,
dan kontras pewarnaan mendapatkan persentase
100% tidak baik pada 6 sediaan.

Tabel 4. Hasil Deparafinisasi dengan perasan

jeruk purut 3%
Kualitas Sediaan Histologi
Inti sel Sitoplasma Intensitas Kontras
Pewarnaan Pewarnaan

N % N % N % N %

Baik 5 83 5 83 5 83 5 83

Tidak Baik 1 17 1 17 1 17 1 17
Total 6 100 6 100 6 100 6 100

Berdasarkan table 4 didapatkan hasil baik pada
kualitas hasil pewarnaan hematoxlyn eosin
deparafinisasi dengan perasan jeruk purut 3%
kualitas hasil pada 4 parameter yaitu inti sel
dengan persentase 17% tidak baik pada 1 sediaan

dan 5 sediaan baik dengan persentase 83%,
sitoplasma dengan persentase 17% tidak baik pada
1 sediaan dan dan 83% baik pada 5 sediaan,
intensitas pewarnaan dengan persentase 17% tidak
baik pada 1 sediaan dan 83% baik pada 5 sediaan,
dan kontras pewarnaan mendapatkan persentase
17% tidak baik pada 1 sediaan dan 83% baik pada
5 sediaan.

Pembahasan

Berdasarkan dengan rata rata yang telah
diperoleh pada hasil kualitas pewarnaan
hematoxylin eosin proses deparafinisasi dengan
xylol dan perasan jeruk purut 1%, 2% dan 3%
didapatkan hasil dengan rata rata skor 8; 4; 5; 7,3
dimana  xylol memilki skor tertinggi.
Deparafinisasi dengan perasan jeruk purut 3%
mendapatkan hasil kedua terbaik dengan nilai 7,3
namun masih tersisa paraffin yang lebih sedikit
dari konsentrasi 1% dan 2%.

Gambear 1. Hasil pewarnaan hematoxylin
eosin deparafinisasi dengan
xylol

Pada gambar 1 dapat dilihat sediaan pewarnaan
hematoxylin eosin deparafinisasi dengan xylol
menghasilkan hasil yang baik berdasarkan skoring
yang telah dengan parameter inti sel, sitoplasma,
intensitas pewarnaan dan kontras pewarnaan
dengan total skor rata rata 8.

Hal ini disebabkan oleh xylol adalah zat
pembersih yang sangat baik dan sebagai pelarut
yang baik, Raj (2018) mengatakan bahwa Xylol
adalah agen deparfinisisasi yang memiliki sifat
pembersihan yang sangat baik dan menurut
Pandey (2016) xylol merupakan Gold Standar
dalam pewarnaan Hematoxylin & Eosin. Karena
menurut Akmalia (2018) sifat paraffin yaitu tidak
dapat terlarut didalam air sehingga membutuhkan
pelarut nonpolar yaitu xylol.



Gambar 2. Hasil pewarnaan hemafdxylin
eosin deparafinisasi dengan
perasan jeruk purut 1 %

Pada gambar 2 dapat dilihat sediaan pewarnaan
hematoxylin eosin deparafinisasi dengan perasan
jeruk purut 1% menghasilkan hasil yang buruk
berdasarkan skoring yang telah dengan parameter
inti sel, sitoplasma, intensitas pewarnaan dan
kontras pewarnaan dengan total skor rata rata 4.

Kurangnya konsentrasi perasan jeruk purut
yang mengakibatkan asam sitrat yang terlarut
tidak pekat dan tidak dapat melunturkan lemak
secara maksimal, Pada penelitian yang dilakukan
oleh Aparna (2018) yang melakukan
deparafinisasi dengan dengan perasan jeruk lemon
kosentrasi 95% didapatkan hasil yang baik.

Pemanasan dan  waktu juga  dapat
mempengaruhi hasil, penelitian oleh Ebhohimen
(2023), yang menggunakan perasan jeruk lemon
95% dengan waktu selama 15 menit dan
menggunakan pemanasan dengan suhu 70° dan
mendapatkan hasil yang baik.

mey” of
o 4

Gambear 3. Hasil p'ewarnaan hematoxylin
eosin deparafinisasi dengan
perasan jeruk purut 2 %

Pada gambar 3 dapat dilihat sediaan pewarnaan
hematoxylin eosin deparafinisasi dengan perasan
jeruk purut 2% menghasilkan hasil yang buruk
berdasarkan skoring yang telah dengan parameter
inti sel, sitoplasma, intensitas pewarnaan dan
kontras pewarnaan dengan total skor rata rata 5,
Namun dapat terlihat bahwa paraffin yang tersisa
jauh  lebih  sedikit dibandingkan dengan
deparafinisasi dengan perasan jeruk purut 1%,
karena Tingkat konsentrasi perasan jeruk purut 2%
yang lebih tinggi dari pada perasan jeruk purut
1%.

Masih tersisanya paraffin dapat disebabkan
oleh suhu dan konsentrasi yang terlalu rendah
sehingga paraffin tidak terlarut secara sempurna.
Penelitian Sravya (2018) yang melakukan
deparafinisasi dengan perasan jeruk lemon 95%
pada suhu 94° dengan hasil yang sangat baik.
Proses deparafinisasi juga dapat dipengaruhi oleh
waktu, dimana semakin lama waktu deparafinisasi
maka semakin baik pula hasil, Penelitian Dewi
(2020) dengan  melakukan  deparafinisasi
menggunakan ekstrak jeruk peras dengan variasi
waktu 40, 50 dan 60 menit didapatkan hasil terbaik
pada deparafinisasi dengan waktu 60 menit.

Gambar 4. Hasil pewarnaan hematoxylin
eosin deparafinisasi dengan
perasan jeruk purut 3 %

Pada gambar 4 dilihat hasil sediaan
Deparafinisasi  dengan jeruk purut 3%
menghasilkan hasil yang baik dengan 4 parameter
yaitu inti sel, sitoplasma, intensitas pewarnaan dan
kontras pewarnaan dimana didapatkan hasil
dengan total skor rata rata 7,3. Deparafinisasi
dengan 3% menghasilkan Paraffin yang tersisa
pada sediaan jauh lebih sedikit dari pada



deparafinisasi dengan perasan jeruk purut 1% dan
2%.

Konsentrasi yang lebih tinggi dari pada kedua
perlakuan (1% dan 2%) dimana Tingkat asam
sitrat pada 3% lebih pekat dari kedua perlakuan
sehingga didapatkan hasil yang lebih baik dan
tersisa lebih sedikit.

Penelitian Aenun (2018) yang melakukan
deparafinisasi dengan perasan kulik jeruk nipis
1%, 2% dan 3% dan hasil terbaik didapatkan pada
konsentrasi 3%. Paraffin yang masih tersisa pada
sediaan dapat terjadi karena waktu yang
digunakan terlalu singkat sehingga deparafinisasi
tidak sempurna, serta suhu yang tidak sesuai.
Penelitian Aswani (2020) yang melakukan
deparafinisasi dengan perasan jeruk lemon 95%
selama 20 menit dengan suhu 70°, didapatkan
hasil yang baik, karena titik leleh paraffin yaitu
53,7°C.
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