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KUALITAS FIKSASI PADA PEWARNAAN SEDIAAN APUSAN
DARAH

SKRIPSI
Oleh : Gratiana Clarita Reko

IPembimbing : 1. Def Primal, M.Biomed
2. Rita Permatasari, M.Biotek
Abstrak

Metanol adalah bahan fiksatif yang krusial dalam proses pewarnaan preparat apusan darah
tepi (SADT) dengan menggunakan metode Giemsa. Studi ini bertujuan untuk
menginvestigasi dampak kondisi penyimpanan methanol pada kualitas fiksasi preparat
lapusan darah, baik dari segi makroskopik maupun mikroskopik. Desain penelitian yang
diterapkan adalah eksperimen laboratorium dengan dua perlakuan, yaitu penyimpanan
methanol di luar ruangan dan di dalam lemari reagen selama satu bulan. Sampel terdiri atas
30 sediaan darah dari 15 responden yang masing-masing dites dengan dua kondisi
penyimpanan. Hasil observasi menampilkan bahwa secara makroskopik kedua kelompok
memperlihatkan kualitas yang baik. Namun, secara mikroskopik, hanya metanol yang
disimpan dalam lemari reagen yang menjaga morfologi eritrosit dengan baik tanpa sel
krenasi. Uji statistik Chi-Square menunjukkan hasil yang signifikan (p < 0.001),
menandakan bahwa kondisi penyimpanan berpengaruh pada kualitas fiksasi. Dapat
disimpulkan bahwa menyimpan methanol di dalam lemari reagen lebih efisien untuk
mempertahankan kualitas pewarnaan sediaan apusan darah.

Kata kunci: Metanol, pengikatan, pewarnaan Giemsa, apusan darah perifer,
mikroskopis, makroskopis
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THE EFFECT OF METHANOL STORAGE CONDITIONS ON FIXATION
QUALITY IN BLOOD SMEAR STAINING

THESIS
By : Gratiana Clarita Reko

Mentor : 1. Def Primal, M.Biomed
2. Rita Permatasari, M.Biotek
Abstract

Methanol is a crucial fixative agent in the staining process of peripheral blood smear (PBS
preparations using the Giemsa method. This study aims to investigate the impact of methanol
storage conditions on the fixation quality of blood smear preparations, both macroscopically
land microscopically. The research design applied was a laboratory experiment with two
treatments: methanol stored in open space and methanol stored in a reagent cabinet for one
month. The samples consisted of 30 blood smears from 15 respondents, each tested under
both storage conditions. Observations showed that macroscopically, both groups exhibited
lgood quality. However, microscopically, only methanol stored in the reagent cabinet
maintained erythrocyte morphology properly without crenated cells. The Chi-Square
statistical test showed a significant result (p < 0.001), indicating that storage conditions affect|
fixation quality. It can be concluded that storing methanol in a reagent cabinet is more|
effective in preserving the quality of blood smear staining.

Keywords: Methanol, fixation, Giemsa staining, peripheral blood smear, microscopic,
macroscopic
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BABI
PENDAHULUAN
LatarBelakang

Sediaan Apus Darah Tepi (SADT) adalah pemeriksaan mikroskopis yang
digunakan untuk mengamati sel darah beserta komponen lainnya yang dapat
memberikan informasi yang berarti tentang kondisi hematologi seseorang. Sediaan
Apus Darah Tepi (SADT) merupakan slide yang salah satu permukaannya dilapisi
menggunakanlapisantipisdarahdandiwarnaidenganpewarnaanGiemsaatauWright.
Sediaan Apus Darah Tepi (SADT) dikatakan layak untuk diperiksa, jika memenubhi
beberapa persyarat yang telah ditetapkan (Nugraha, G, 2015).

Salah satu persyaratannya ialah sebelum melakukan pewarnaan, preparat
terlebihdahuludifiksasimenggunakanmethanol(metilalkohol) yang bertujuanuntuk
merekatkanapusandarahtepisupayatidakterkelupasdaripreparatdanmenghentikan
proses metabolisme tanpa mengubah struktur sel. Pada prosesnya, larutan fiksasi
(methanol) yang digunakan dapat mengalami penurunan kualitas apabila terjadi
penguapan dan penurunan konsentrasi sehingga dapat mempengaruhi perubahan
morfologi sel dan juga perlekatan yang kurang baik (Houwen B, 2002). Peurunan
kualitas dan penguapan larutan fiksasi (methanol) dapat terjadi ketika methanol
teroksidasi oleh oksigen dengan bantuan sinar matahari menjadi karbondioksida dan
air seperti pada rumus kimia berikut: 2CH3OH + 3 O.— 2 CO2+ 4 H20. Larutan

fiksasidalamhalini(methanol)jugadapatmenguappadasuhu64,7°C.Padasaat
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terpapar sinar matahari dan juga dalam keadaan suhu tertentu, kadar methanol dapat
berkurang akibat dari terjadinya proses penguapan (Maloney dan James, 2007)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Dian Rachmawati tahun 2016
menunjukkan bahwa penguapan larutan fiksasi yang lama dapat menurunkan
konsentrasilarutanfiksasisehinggadapatberpengaruhterhadaphasilmakroskopikdan
mikroskopik SADT (Rachmawati D, 2018). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Fatimah EmySholekha pada tahun 2018 juga menunjukan bahwa terdapat perbedaan
bermaknakonsentrasilarutanfiksasiterhadaphasilmikroskopikSADT(SholekhaFE,
2018).

MenurutRomanowsky,terdapat4macampewarnaanyaitupewarnaanWright,
pewarnaan Liesman, pewarnaan May Grundwald, dan pewarnaan Giemsa. Menurut
Kiswari, apusan darah yang difiksasi dan digenangi methanol serta dibiarkan selama
2-3 menit (Wirawan R, 2011). Sedangkan menurut Trevor dalam pewarnaan sediaan
apusdarah,SADT harusdirendamdalamfiksatifyangdirekomendasikanuntukteknik
iniselama 15 menit (Harper TA,1974). Menurut Barbara J setelahdikering udarakan,
preparatdarahdifiksasidenganmethanolabsoluteselamal0-20menit(BainBJ,2014).
Larutanyangdigunakanuntuk fiksasiharussebisa mungkinbebasdariair (<3%) atau
biasanya digunakan larutan absolute (Houwen B, 2002).

Didalam pewarnaan Giemsa dilakukan fiksasi terlebih dahulu menggunakan
methanol absolute, fiksasi tersebut harus dilakukan setelah sediaan kering, supaya
tidakmenimbulkanlatarbelakangwarnabiru.Fiksasiinijugaberfungsisupayaapusan

darahdapatmenyerapwarnadengansempurna.Larutanfiksasiyangtidakbaikakan
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menyebabkan perubahan morfologisel dan perlekatan yang tidak baik. Hal ini terjadi
ketika tidak menggunakan larutan fiksasi methanol absolute dikarenakan adanya
penguapan sehingga dapat mengubah konsentrasi yang dapat menyebabkan fiksasi
tidak sempurna (Houwen Berend, 2000). Proses fiksasi dengan methanol absolute
selamalimamenit  berfungsiuntukmembukadindingseleritrosit agarcat Giemsadapat
masuk sehingga dapat mewarnai sel eritrosit. Methanol yang dibiarkan terlalu lama
diudara terbuka akan menguap (mengalami penurunan konsentrasi) dan mengandung
air sehingga akan mempengaruhi morfologieritrosit. (Pamungkas KP, 2014).Melihat
di Laboratorium Puskesmas Ile Boleng yang menggunakan methanol yang disimpan
ditempat terbuka dan terkena cahaya matahari langsung hal ini akan berdampak pada
kualitas pewarnaan preparat terutama pewarnaan SADT melalui gambaran morfologi
sel darah merah yang diperiksa.

Berdasarkan permasalahan di atas, peneliti bermaksud melakukan penelitian
tentang “Pengaruh Kondisi Penyimpanan Methanol Terhadap Kualitas Fiksasi Pada
Pewarnaan Sediaan Apusan Darah” untuk melihat perbedaan hasil penggunaan
methanol yang disimpan di tempat tertutup atau lemari penyimpanan reagen dan
methanol yang dibiarkan ditempat terbuka (meja kerja pewarnaan yang berdekatan
dengan jendela laboratorium) dan terkena cahaya matahari langsung selama 1 bulan.

Pemeriksaan sampel dilakukan di Puskesmas lle Boleng.
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RumusanMasalah
Berdasarkan latar belakang diatas dapat dirumuskansuatu permasalahan yaitu
apakah ada pengaruh kondisi penyimpanan methanol terhadap kualitas fiksasi pada
pewarnaan sediaan apusan darah?
TujuanPenelitian
TujuanUmum
Untuk mengetahui pengaruh penyimpanan methanol terhadap kualitas
pewarnaan sediaan apusan darah.
TujuanKhusus

1. Untuk melihat kualitas pewarnaan sediaan apusan darah tepi menggunakan fiksasi
methanol yang disimpan ditempat terbuka dan terkena cahaya matahari langsung
(meja pewarnaan) setelah pemakaian selama satu bulan dan yang disimpan dalam
lemari reagen secara makroskopis.

2. Untuk melihat kualitas pewarnaan sediaan apusan darah tepi menggunakan fiksasi
methanol yang disimpan didalam lemari reagen (tempat tertutup) dan di ruang
terbuka secara mikroskopis.

3. Untukmelihat pengaruhpenyimpanmethanolterhadapkualitaspewarnaansediaan
darah tepi.

ManfaatPenelitian

BagiPeneliti
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Sebagai wadah menerapkan ilmu pengetahuan yang diperoleh selama
mengikutipendidikanDIVdiJurusanAnalisKesehatanUniversitasPerintisindonesia
Padang.

Bagilnstitusi

Sebagai bahan referensi baru bagi mahasiswa Jurusan Analis Kesehatan, atau
tenaga analis kesehatan, atau akademisisebagairujukanatau bahanacuan baru dalam
melihat sebarapa penting kualitas zat fiksasi terhadap kondisi lingkungan kerja
laboratorium.

BagilnstansiKesehatan

Dapat menjadikan perhatian yang cukup tinggi terhadap proses dan regulasi
penyimpananmethanoldansebagaisalahsatuagenfiksasidalammenentukankualitas
pewarnaan SADT pada pemeriksaan sitopatologiterutama pemeriksaan apusan darah

tepi.
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BAB Il
TINJAUANPUSTAKA
SediaanApusanDarah
Sediaan apus darah tepi merupakan pemeriksaan dengan teknik mikroskopik
untuk mengamati morfologi darah (Nugraha G, 2015), seperti gambaran darah tepi,

jumlah eritstosit, indeks eritrosit, jumlah retikulosit, dan trombosit.
U o

\ >
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Gambar2.1SediaanApusDarahNormal(SubawadanSanti, 2016)
Sediaan apus darah tepi ini meliputi 2 bagian pemeriksaan yaitu pemeriksaan hitung
jenisseldarahputih(termasukpemeriksaanrutin) dangambaranseldarahsertaunsur-
unsurlain,anataralainparasit,selganasdanlain-lain(Budiyonol,2002).Sediaanapus yang
dibuat dan dipulas dengan baik merupakan syarat mutlak untuk mendapatkan hasil
yang baik (Mescher, Anthony L, 2012).
Kriteriasediaanyangbaik:
1. Sediaantidakmelebarsampaipinggirkacaobjek,panjangnyal/2sampai2/3 panjang

kaca.
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2. Harus ada bagian yang cukup tipis pada sediaan untuk diperiksa, pada bagian itu
eritrosit terletak berdekatan tanpa bertumpukan dan tidak menyusun gumpalan
atau rouleaux.

3. Pinggirsediaanituratadantidakbolehberlobang-lobangataubergaris-garis.

4. Penyebaranleukosittidakbolehburuk,leukosittidakbolehberhimpitanpada pinggir-
pinggir atau ujung-ujung sediaan (Subrata G, 2007).

Terdapatbeberapa jenisapusandarahyangdigunakanyaituapusantetestebal,apusan tetes

tipis dan apusan khusus (Nugraha G, 2015).

PreparatDarahApusTebal
Preparat darah apus tebal dibuat dari tetesan darah pada kaca objek yang
diapus secara spiral menggunakan ujung kaca objek atau kaca penutup. Preparat
darah apus tebal pada umumnya digunakan untuk pemeriksaan parasit malaria,
denganteknikapusdarahtebaleritrosit akanlisisdanmemudahkandalammelakukan

pemeriksaan malaria (Nugraha G, 2015).

Gambar2.2SediaanApusDarahTebal(NugrahaG,2015).
Sedian darah tebal biasanya di hemolisis terlebih dulu sebelum pewarnaan,
sehingga parasit tidak lagi tampak dalam eritrosit. Kelebihan dari sediaan ini yaitu

dapat menemukan parasit lebih cepat karena volume darah yang digunakan lebih

banyak.Jumlahparasitlebihbanyakdalamsatulapangpandang,sehinggapadainfeksi
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ringanlebihmudahditemukan. Sedangkankelemahandarisediaandarahtebalbentuk
parasit yang kurang lengkap morfologinya (Safar, 2009).

Sediaan darah yang dibuat harus bersih yaitu sediaan tanpa endapan zat
pewarnaan. Sediaan juga tidak terlalu tebal, ukuran ketebalan dapat dinilai dengan
meletakkansediandarahtebaldiatasarloji.Bilajarumarlojimasihdapatdilihatsamar-
samarmenunjukkanketebalanyangtepat(Sandjaja,2007).Selainmenggunakanarloji
dapat juga dengan cara meletakkan sediaan darah tebal di atas koran, kalau tulisan di
bawah koran sediaan masih terbaca, bearti tetesan tadi cukup baik (Sandjaja, 2007).

Hasil sediaan darah yang baik ialah inti sel darah putih biru lembayung tua,
granula biasanya tidak tampak, hanya granula eosinofil. Trombosit berwarna
lembayung muda dan sering berkelompok. Parasit tampak kecil, batas sitoplasma
sering tidak nyata (Irianto, 2009).

PreparatDarahApusKhusus

Apusan darah khusus merupakan apusan yang digunakan untuk pemeriksaan
tertentu seperti buffy coat smear yang dapat digunakan untuk pemeriksaan sel lupus
(Nugraha G, 2015).

PreparatDarahApusTipis

Preparat apus darah tipis merupakan apusan yang digunakan dalam
laboratorium hematologi. Apus darah tipis terdapat dua teknik pembuatan preparat
yaitu menggunakan kaca objek atau kaca penutup (Nugraha G, 2013). Bahan
pemeriksaan yang terbaik adalah darah segar yang berasal dari kapiler atau vena dan

dapat pula digunakan darah EDTA (Subrata G, 2007).
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Gambar2.3SediaanApusDarahTepi(SubrataG,2007).

Sediaanapusdarahtepiseringdigunakandallaboratoriumadalahapusandarah
tetestipis. Hasilsediaan yang baik untuk pemeriksaandapat dinilaisecara visualatau
secara makroskopis. Sediaan apusan darah tepi yang baik harus tiga bagian yaitu
kepala, badan dan ekor sengan ketebalan apusan tersebut menggambarkan distribusi
sel darah (Nugraha G, 2015).

Kriteria penilaian darah tipis yang baik secara mikroskopik dinilai dari
gambaran bentuk sediaan terlihat jernih, gambaran warna sediaan darah kombinasi
warnamerah,ungudanbiru.Sedangkansecara mikroskopisdinilaidarilatarbelakang
jernih, biru pucat dan pucat kemerah-merahan, sel-sel eritrosit warna kontras yang
jelas, sebagian leukosit terlihat jelas dan bersih dari partikel-partikel Giemsa.

PewarnaanSediaanApusanDarah

Pewarnaan sediaan darah dapat menggunkan beberapa macam pewarnaan,
misalnya dapat menggunakan zat warna menurut Romanowsky yaitu pewarnaan
Leishman,Giemsa, FielddanWright.ZatwarnayangseringdigunakanadalahGiemsa
(Sandjaja, 2007). Di Indonesia, pewarnaan yang umum digunakan ialah pewarnaan

Giemsa sebab Giemsa lebih tahan lama dalam iklim tropis (Subrata G, 2007).
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Gambar2.4PewarnaanSediaanApusDarahTepi(SubrataG, 2007).

Menurut Wulandari dkk, (2009) dalam jurnal (Yuniastutik, 2019) pewarnaan
Giemsa dilakukan dengan cara memberi beberapa tetes Giemsa diatas apusan darah
dan didiamkan lalu dibilas kemudian keringkan. Tujuan pewarnaan pada pembuatan
apusan darah adalah untuk mempertajam atau memperjelas berbagai elemen sel,
terutama sel-selnya sehingga dapat dibedakan dan ditelaah dengan mikroskop.

Sediaan apus darah dilakukan pewarnaan Giemsa atau Wright sehingga sel
terwarnai, agar mudah dibedakan dan dapat terlihat lebih jelas. Pewarnaan Giemsa
digunakan untuk membedakan intiseldan morfologisitoplasma dariseldarah merah, sel
darah putih, trombosit dan parasit yang ada didalam darah. Sel mewarnai komponen-
komponennya dengan pewarna netral atau campuran pewarna asam dan basa serta
akan tampak ungu. Granula pada sel yang bersifat basa akan menyerap

pewarnayangbersifatasam(eosin)dankelihatanmerah.Granulapadaselyangbersifat
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asam akan menyerap pewarna yang bersifatbasa (azure B) dan akan berwarna
biru(lrianto, 2004).
Faktor-faktoryangharusdiperhatikanuntukmencapaipewarnaanyang baik:
1. KualitasdariGiemsastockyangdigunakansesuaidenganstandarmutu:

a. Giemsastockyangbelumtercemarair.

b. Zat warnapadaGiemsa masihaktif.
2. KualitasdariairpengencerGiemsa

a. AirpengencerGiemsaharusjernih,tidakberbau.

b. DerajatkeasamaanpengencerhendaknyaberadapadapH6,8-7,2.Perubahan pH

pada larutan Giemsa berpengaruh pada sel-sel darah.
3. Kualitasdaripembuatanseldarah, ketebalanseldarahyangdiwarnaimempengaruhi
hasil pewarnaan, semakin berat fiksasi akan semakin sukar bagi larutan Giemsa
menerobos plasma darah untuk melakukan proses hemolisa.
4. Kebersihan sediaan darah zat warna yang mengendap dipermukaan pada akhir
pewarnaan tertinggal pada sel darah dan mengotorinya. Oleh karena itu pada akhir
pewarnaan Giemsa harus dibilas dengan air mengalir (Mega Putri Agnes, 2019)

Methanol

Methanolmerupakanbentukalkoholpalingsederhana.Padakeadaanatmosfer

methanol berbentuk cairan yang ringan, mudah menguap, tidak berwarna, mudah

terbakar,danberacundenganbauyangkhas(berbaulebihringandaripadaetanol).
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Methanoldigunakansebagaibahanpendinginantibeku,pelarut,bahanbakardan sebagai

bahan aditif bagi etanol industri (Hermansyah, 2015).

Gambar2.5RumusStrukturMethanol(Hermansyah,2015).

Methanol diproduksi secara alami oleh metabolisme anaerobik oleh bakteri.
Hasil proses tersebut adalah uap methanol (dalam jumlah kecil) di udara. Setelah
beberapa hari, uap methanol tersebut akan teroksidasi oleh oksigen dengan bantuan
sinar matahari menjadi karbon dioksida dan air. Karena sifatnya yang beracun,
methanol sering digunakan sebagai bahan additif bagi pembuatan alkohol untuk
penggunaan industri. Penambahan racun ini akan menghindarkan industri dari pajak
yang dapat dikenakan karena etanol merupakan bahan utama untuk minuman keras
(minuman beralkohol) (Hermansyah, 2015).

Dahulumethanoljugadisebutsebagaiwoodalcoholkarenamerupakanproduk
samping dari distilasi kayu. Saat ini methanol dihasilkan melalui proses multi tahap.
Secara singkat, gas alam dan uap air dibakar dalam tungku untuk membentuk gas
hidrogen dan karbon monoksida. Kemudian, gas hidrogen dan karbon monoksida ini

bereaksidalamtekanantinggidenganbantuankatalisuntukmenghasilkanmethanol.
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Tahap pembentukannya adalah endotermik dan tahap sintesisnya adalah eksotermik
(Hermansyah, 2015).

Penggunaanmethanolseringsebagaipelarut  dansebagaiantibeku, danlarutan
fiksatif. Methanol sebagai pelarut karena memiliki kemampuan yang baik dalam
menarik berbagai senyawa polar maupun nonpolar (Herlina, 2018). Hal lain yang
menjadi alasan dalam penggunaannya sebagai pelarut adalah harganya yang cukup
murah dibandingkan dengan pelarut lain seperti etanol atau aseton (Hermansyah,
2015).

Fiksasi

Dalam pembuatan sediaan apus darah tepi harus dilakukan fiksasi, fiksasi
merupakan langkah yang penting untuk hasil sediaan yang baik. Fiksasi berfungsi
untuk merekatkan sel darah dan mudah untuk diwarnai. Tujuan fiksasi adalah untuk
menghentikan proses metabolisme secara cepat, mencegah kerusakan jaringan,
mempertahankankeadaansebenarnya.Fiksasiyangseringdilakukandalampembuatan
sediaan apus darah yaitu dengan fiksasi basah dengan menggenangi preparat dengan
larutan methanol absolute. Konsentrasi methanol dalam pewarnaan sangat
berpengaruh, sebaiknya menggunakan methanol absolute dalamproses masuknya zat
warna kedalam seldarah. Penyimpanan methanol yang tidak baik akan menyebabkan
hasil preparat sediaan apus darah mengalami perbedaan (Rudyatmi, 2011).

Methanol dalam pewarnaan digunakan untuk melisiskan dinding sel sehingga
zat warna bisa masuk kedalam sel darah. Preparat sediaan apus darah setelah kering

dianginkansegeradilakukanfiksasidenganmethanolabsoluteselamalimabelas
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menit.Fiksasiyangtidaksegeradilakukan<ljammakaakanmenyebabkanperubahan
morfologi, warna dan perekatan yang tidak baik. Ini mungkin dapat terjadi apabila
larutan fiksasi yang digunakan methanol yang tidak absolute, methanol mempunyai
kandungan air >3%, karena telah menguap dan dapat mengubah konsentrasi dari
methanol tersebut yang dapat menyebabkan fiksasi yang tidak sempurna (Houwen,
Berend 2000). Sel darah yang dimasukan dalam larutan hipertonis, maka tekanan
osmosis akan tejadi dari dalam sel keluar sel yang akan menyebabkan sel akan
mengalamikrenasi(pengerutan),sedangkanapabilaeritrosit beradadalamlingkungan
yang hipotonis, maka tekanan osmosi akan terjadi dari luar kedalam sel yang akan
menyebabkan sel akan menggembung hingga sel blurr (Psini dkk, 2006).
Hipotesis

HipotesisNol(HO)

Tidakadapengaruhyangsignifikandarikondisipenyimpananmethanol
terhadapkualitasfiksasipadapewarnaansediaanapusandarah.
3.8.2.HipotesisAlternatif(Ha)

Adapengaruhyangsignifikandarikondisipenyimpananmethanolterhadap kualitas

fiksasi pada pewarnaan sediaan apusan darah.



BAB I
METODEPENELITIAN
JenisdanDesain Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksperimental
laboratoriumyaitupenelitimemberikanperlakuantempatpenyimpananlarutanfiksasi
methanol terhadap preparat SADT sebagai subyek penelitian. Peneliti memberikan
perlakuan tempat penyimpanan methanol yang berbeda dengan menggunakan
methanol absolute yang disimpan di tempat tertutup (didalam lemari reagen) dan
tempatterbukaterkenacahayamataharilangsung(mejapewarnaan)setelahsatubulan
pemakaianuntukmengetahuihasilmakroskopisdanmikroskopissediaanapusandarah
tepi. Hasilpenelitiandiuji dengan menggunakanujiSPSS Chi-Squere. Untuk melihat
adanyapengaruhdaritempat penyimpanan methanol untuk fiksasisediaanapusdarah
tepi secara makroskopis dan mikroskopis.
WaktudanTempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2024-Januari 2025 di
LaboratoriumPuskesmaslleBolengKabupatenFloresTimur ProvinsiNusaTenggara
Timur.
PopulasidanSampel
Populasi
Pupulasi pada penelitian ini adalah Sediaan Apus darah dari 15 sampel darah

EDTA remaja dengan rentang usia 17-23 tahun.
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Sampel
Sampelyangdigunakandalampenelitian iniadalahsediaanapusdarahkapiler dari
remaja. Sampel akan dibuat menjadi 30 sediaan apus darah dari 15 orang remaja
setiap 1 orang akan mempunyai 2 sediaan apus darah. Setiap sediaan akan di fiksasi
dengan2perlakuanyaitumethanolyangdisimpanditempatterbukadanterkenacahaya
matahari langsung (methanol yang dibiarkan diatas meja kerja) dan methanol yang
disimpan didalam lemari penyimpanan. Fiksasi dilakukan selama 5 menit.
Alat danBahan
Alat

Alat-alatyangdigunakandalampenelitianiniadalah:

1. Objekglass

2. Coverglass

3. Timer

4. Mikroskop

5. Mikropipet
Bahan

Bahan-bahanyangdigunakandalampenelitianinimeliputi:



DarahEDTARemaja usia 15-23tahun
LarutanGiemsa

Aquadest

Methanol

Minyakimersi

ProsedurPenelitian

PembuatanSlideSediaanApusDarahTepi

Teknikpembuatanslidesediaanapusdarahtepisesuaidenganprosedurmenurut

(Hormalia, 2018) adalah sebagai berikut:

1.

2.

Siapkanobjekglassyangbersihkeringdanbebas lemak.

Hisapdarahsebanyak10uLdenganmikropipet daritabungEDT Aditeteskanpada

permukaan objek glass.

Buatlidahapidenganmeletakankacapemulasmembentuksudut30-40°C kemudian

geser kaca pemulas kebelakang.

Tetesan akan melebur disepanjang pinggir kaca pemulas kedepan dengan cepat

dan tekanan yang cukup.

Kemudiankeringkan.
PewarnaanSlideSediaanApusDarahTepidenganGiemsa

Teknik pewarnaan slide sediaan apus darah sesuai dengan prosedur menurut

(Hormalia, 2018) adalah sebagai berikut:

1.

Letakansediaanapusandarahyangakandipulasdiatasraktempatmemulas dengan

sediaan darah keatas
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2. Genangi dengan 2 jenis perlakuan pada methanol yaitu methanol yang disimpan
ditempatterbukadanmethanolyangdisimpandalamlemaripenyimpananpada2 slide
dari 1 sampel proses fiksasi selama 5 menit

3. Buangsisa-sisamethanol

4. Genangislide denganpewarnaan Giemsa

5. Bilasdenganairmengalir

6. Keringkan

7. Lihatdibawahmikroskopdenganperbesaran100 kali
VariabelPenelitian

Variabellndependen
Variabel bebas dari penelitian ini adalah lokasi penyimpanan methanol untuk
fiksasisediaan apus darah yaitu pada tempat terbuka dan dalam lemaripenyimpanan.
VariabelTerikat
Variabelterikatdalampenelitianiniadalahhasilmakroskopisdanmikroskopis

morfologi sel pada sediaan apus darah.

DefenisiOperasional

Tabel3.1DefinisiOperasional
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Variabel Definisi CaraUkur Skala
Operasional
Makroskopis Evaluasi preparat Melihat hasil preparat darah ~ Nominal
sediaanapusan  darah apus dengan apus dan melakukan
darah melihatperlengketan  penilaian preparat. Hasil
sel darah pada objek  berdasarkan perlekatan
glass dan warna preparat yang baik dan
preparat setelah buruk. Preparat yang baik
dilakukanpewarnaan  akanmenunjukanperlekatan
Giemsa(Rahmawati,  yang sempurna tidak
Dian 2016) mengelupas. Preparat yang
buruk menunjukan
perlekatan yang kurang
sempurna atau dapat
terkelupas (Rahmawati,
2016)
Mikroskopis Evaluasi preparat Melihathasilpreparatdarah Ordinal

sediaanapusan
darah

darah apus
menggunakan
mikroskop dengan
melihat kelainan
morfologi sel darah
merah antara lain:
warna, ukuran, dan
bentuk (krenasi)
akibatpengerutansel
pada cairan dalam
keadaan hipertonis
dimana cairan dari
seldarahmerahakan
keluar dari sel
tersebut(Rahmawati,
Dian 2016)

apus dibawah mikroskop
denganperbesaran100kali.
Hasil:

Baik: sel eritrosit ukuran
normositik, warna
normokrom, gambar latar
belakangbiru,pewarnaaninti
leukosit birumembrane inti
eritrosit merah dan

Buruk: sel eritrosit ukuran
mikrositik dan makrositik,
dan warna
hipokrom/hiperkrom,gambar
latar belakang tidak biru,
pewarnaan inti leukosit tidak
biru, membran inti eritrosit
tidak merah

(Rahmawati,Dian2016
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KerangkaProsedur
SediaanApusDarah
FiksasidenganMethanol
Lokasi penyimpan Lokasipenyimpanan
methanol diruangan methanoldalamlemari
terbukadanterpapar
matahari

PewarnaanGiemsa

T

AmatiSecaraMakroskopis AmatiSecaraMikroskopis

Gambar3.1KerangkaProsedur

TeknikPengumpulandanAnalisisData
Data penelitian didapatkan dari hasil pemeriksaan SADT dengan pewarnaan
Giemsa menggunakan methanol yang disimpan dalam lemari reagen dan methanol
yang disimpan dimeja pewarnaan dan dipakai berulang setelah 1 bulan penyimpanan
diperolehhasilpemeriksaanlangsungtentangmakroskopisdanmikroskopisdilakukan

pemeriksaansesuaidengankriteriapenilaianpadatabeldefenisioperasional. Hasil



yangdiperolehdilakukananalisisdata.Data-datatersebutdiolah,ditabulasidan dianalisa

menggunakan uji Anova dengan aplikasi SPSS.
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BAB IV
HASILPENELITIAN
HasilPenelitian

KarakteristikUmum Responden

Penelitian ini telah dilakukan terhadap 15 sampel dengan 2 perlakukan yang
berbeda,diperoleh30 sediaanapusandarahtepi.Setiapsediaanakandifiksasidengan
2 perlakuan yaitu methanol yang disimpan ditempat terbuka dan terkena cahaya
matahari langsung (methanol yang dibiarkan diatas meja kerja) dan methanol yang
disimpandidalamlemaripenyimpanan.Fiksasidilakukanselama5Smenit.Pengamatan
yang diamati adalah adanya sel krenasi (pengerutan sel) di bawah mikroskop.

AnalisisUnivariat
1. GambaranHasilPemeriksaanMikroskopisSediaanApusDarahTepidengan

methanolyangdisimpanditempatterbuka.

Gambar4.1HasilPemeriksaanMikroskopisSADTmethanol(tempatterbuka)
Berdasarkan gambar 4.1 dapat dilihat kualitas sediaan apus darah tepi dengan
methanol yang disimpan ditempat terbuka terlihat sediaan agak sedikit buram dan

adanya sel krenasi (pengerutan sel).
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2. GambaranHasilPemeriksaanMikroskopisSediaanApusDarahTepipadamethanol

yang disimpandidalamlemaripenyimpananreagen

Gambar4.2HasilPemeriksaanMikroskopisSAD Tmethanol(lemari reagen)

Berdasarkan gambar 4.2 dapat dilihat kualitas sediaan apus darah tepi dengan

methanol yang disimpan didalam lemari penyimpanan reagen terlihat sediaan jelas,

warna jelas dan tidak adanya sel krenasi (pengerutan sel).

3. HasilKualitasPreparatSediaanApusanDarahyangdifiksasidenganmethanolpada

penyimpanan yang berbeda secara mikroskopis dan makroskopis

Tabel4.1HasilKualitas Preparat

TEMPAT

NO PENYIMPANAN MAKROSKOPIK | JUMLAH | MIKROSKOPIK | JUMLAH
Methanoldiruang .
1 terbuka Baik 15 Buruk 15
2 Methanoldidalam Baik 15 Baik 15

lemari reagen

Berdasarkan tabel 4.1 menunjukkan hasil kualitas preparat terhadap kondisi

methanol yang disimpan di dua lokasi berbeda, yaitu di ruang terbuka dan di dalam

lemarireagen.Daril5sampelmethanolyangdisimpandiruangterbuka,seluruhnya
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menunjukkan kondisi makroskopik yang tetap "Baik,"” namun secara mikroskopik
mengalami penurunan kualitas dengan status "Buruk.” Sebaliknya, pada 15 sampel
methanol yang disimpan di dalam lemari reagen, seluruhnya tetap dalam kondisi
"Baik" baik secara makroskopik maupun mikroskopik.

AnalisisBivariat

Untukmenganalisisdata diatas menggunakanSPSS, langkahpertama yangperlu
dilakukan adalah memasukkan data ke dalam SPSS dengan tiga variabel utama:
Tempat Penyimpanan (kategori: "Ruang Terbuka™ dan "Lemari Reagen"),
Makroskopik (kategori: "Baik™), dan Mikroskopik (kategori: "Baik" atau "Buruk™).
Setelah data dimasukkan, analisis dapat dilakukan dengan menggunakan uji Chi-
Squareuntukmengujihubungansertapengaruhantaratempat penyimpananmethanol
dengan kondisi mikroskopiknya.

Hasil uji Chi-Square akan menunjukkan apakah terdapat hubungan serta
pengaruh yang signifikan antara metode penyimpanan dan kualitas mikroskopik
methanol.ApabilanilaiP-Value<0.05,makadapatdisimpulkanbahwaadahubungan serta
pengaruh yang signifikan, yang berartipenyimpanan methanol diruang terbuka
memangberdampakburukterhadapkondisimikroskopiknya.Sebaliknya, jikaP-Value
> 0.05, maka tidak ada hubungan serta pengaruh yang signifikan, sehingga
menunjukkan bahwa faktor penyimpanan tidak memengaruhi kualitas mikroskopik
methanol secara data statistik.

1. UjiChi-SquareKualitasMethanolSecaraMakroskopikDiRuang Terbukadandi

Dalam Lemari Reagen
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Tabel4.2HasilUjiChi-SquareKualitasMethanolSecaraMakroskopikdi Ruang
Terbuka dan di Dalam Lemari Reagen

Chi-Square Tests

Value

PearsonChi-Square .2

NofValidCases 30

a. No statistics are computed
becausekualitasmakroskopikis a
constant.

BerdasarkanoutputChi-SquareTestsdariSPSS, terlihatbahwatidakadastatistik
yang dihitung untuk Pearson Chi-Square. Hal ini disebabkan oleh peringatan: "No
statisticsarecomputedbecausekualitasmakroskopikisaconstant.”" Artinya,variabel
kualitas makroskopik dalam dataset memiliki nilai yang sama untuk semua sampel
(konstan). Dari tabel data yang telah dianalisis sebelumnya, memang terlihat bahwa
seluruhsampelmemilikinilai”Baik"padavariabelmakroskopik,baikpadakelompok
methanol diruang terbuka maupun methanol di dalam lemarireagen. Karena uji Chi-
Square membutuhkan adanya variasi dalam kategori data, maka uji ini tidak dapat
dijalankan karena tidak ada perbedaan (semua nilainya sama).

2. UjiChi-SquareKualitasMethanolSecaraMikroskopikDiRuangTerbukadandi

Dalam Lemari Reagen
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Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance
Value Df (2-sided)
PearsonChi-Square  30.000% 1 <.001

a. Ocells(0.0%)haveexpectedcountlessthan5.The
minimum expected count is 7.50.

b. Computedonlyfor a2x2 table

Berdasarkan hasil uji Chi-Square yang dilakukan, diperoleh nilai Pearson Chi-
Squaresebesar30.000denganP-Value<0.001.Hasilinimenunjukkanbahwaterdapat
hubungansertapengaruhyangsignifikanantarakondisipenyimpananmethanoldengankua
litas fiksasimikroskopikpadapewarnaansediaanapusandarah(P <0.05).
Dengandemikian,dapatdisimpulkanbahwakondisipenyimpananmethanolsecara
signifikan mempengaruhi kualitas fiksasi mikroskopik, di mana penyimpanan
didalamlemarireagenmemberikanhasilyanglebihbaikdibandingkanpenyimpanan

diruangterbuka.



35

BAB V
PEMBAHASAN
AnalisisUnivariat

Berdasarkan hasil penelitian mikroskopis kualitas sediaan apus darah tepi pada
methanol yang disimpan ditempat terbuka terlihat sediaan agak sedikit buram dan
adanya sel krenasi (pengerutan sel).

Menurut asumsi peneliti methanol yang disimpan di tempat terbuka cenderung
mengalami penguapan, yang dapat menurunkan konsentrasinya dan meningkatkan
kandungan air. Metanol dengan kandungan air lebih dari 3% dapat mempengaruhi
morfologieritrosit selama proses fiksasi, menyebabkan tampilan sediaan yang buram
dan munculnya sel krenasi.

Penelitian sebelumnya mendukung asumsi ini. Misalnya, sebuah studi
menyatakan bahwa methanol yang dibiarkan terlalu lama terbuka akan menguap dan
mengalami penurunan konsentrasi, yang dapat mempengaruhi morfologi eritrosit
(Triyani, P. 2023). Selain itu, penelitian lain menunjukkan bahwa methanol yang
dibiarkan terlalu lama diudara terbuka akan menguap dan mengandung air, sehingga
mempengaruhi morfologi eritrosit (Ghofur, A. dkk. 2022).

Berdasarkan hasil penelitian mikroskopis kualitas sediaan apus darah tepi pada
methanol yang disimpan didalam lemari penyimpanan reagen terlihat sediaan jelas,
warna jelas dan tidak adanya sel krenasi (pengerutan sel).

Menurut asumsi peneliti penyimpanan methanol dalam lemari reagen yang

tertutuprapat mencegahpenguapandankontaminasiair. Methanoldengankandungan
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air kurang dari 3% dan konsentrasi 96% dianggap ideal untuk fiksasi, karena dapat
mempertahankan morfologi sel darah merah dengan baik. Penelitian sebelumnya
mendukung temuan ini. Studi menunjukkan bahwa methanol yang disimpan dengan
baik mempertahankan kualitasnya, sehingga fiksasi sediaan apus darah tepi
menghasilkan morfologi eritrosit yang optimal tanpa adanya sel krenasi (Ghofur, A.
dkk. 2022).

Methanol berperan sebagai agen fiksatif yang mencegah perubahan struktur sel
darah, sehingga teknik penyimpanannya menjadi faktor kunci dalam menentukan
keberhasilan pewarnaan (Jayadi, G. dkk. 2021). Methanol digunakan dalam fiksasi
karena mampu menstabilkan struktur sel tanpa menyebabkan perubahan morfologi
yang signifikan. Methanol bekerja dengan mendehidrasi sel, menggantikan air dalam
jaringan dengan molekulnya, sehingga menjaga integritas sel. (Sholekha, F. 2018).
Namun, paparan oksigen dan sinar matahari dapat menyebabkan oksidasi methanol
menjadi formaldehida dan air, yang dapat mengubah efektivitas fiksasi.

Merujukpadaduakondisipenyimpananyangditelitidalampenelitianini, yaitu:
penyimpanan dalam lemari reagen (tertutup) dan penyimpanan di ruang terbuka
dengan paparan sinar matahari langsung. Secara makroskopis, hasil pewarnaan pada
kedua kondisi penyimpanan menunjukkan kualitas yang tampak baik. Hal ini
menunjukkan bahwa secara kasat mata, methanoldalamkedua kondisimasih mampu
mempertahankanfiksasiyangmemadai.Namun,pengamatansecaramakroskopissaja

tidak cukup untuk menilai kualitas fiksasi yang sebenarnya.



37

AnalisisBivariat

Dari hasil uji statistik chi square diperoleh hasil kualitas methanol secara
makroskopik di ruang terbuka dan di dalam lemari reagen memiliki nilai yang sama
untuk semua sampel (konstan). Sehingga tidak menunjukan adanya perbedaan yang
signifikan.

Pada pemeriksaan mikroskopis menunjukkan perbedaan yang signifikan antara
methanol yang disimpan di lemari reagen dan yang disimpan di ruang terbuka.
Methanol dalam lemari reagen menghasilkan pewarnaan yang lebih jelas dengan
morfologi sel yang terjaga, sedangkan methanol di ruang terbuka menyebabkan
perubahan morfologi sel seperti krenasi (pengerutan sel) dan pewarnaan yang tidak
merata.

Analisis data menggunakan uji Chi-Square menunjukkan bahwa ada hubungan
yang signifikan antara kondisi penyimpanan methanol dengan kualitas fiksasi
mikroskopis(P<0.001).Halinimenegaskanbahwapenyimpananmethanolyangtidak
tepat dapat menurunkankualitas fiksasidan mempengaruhihasilanalisis mikroskopis
pada pewarnaan sediaan apusan darah tepi (SADT).

PenelitianinisejalandenganstudiyangdilakukanolehRachmawati(2016)yang
menunjukkan bahwa penguapan methanol dapat mengurangi efektivitas fiksasi.
Sholekha, F (2018) juga menemukan bahwa penurunan konsentrasi methanol akibat

penyimpanan yang tidak tepat berpengaruh pada hasil pewarnaan sel darah merah.
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Hasil penelitian ini memiliki implikasi penting dalam prosedur laboratorium
Klinis. Penyimpanan methanol dalam kondisi tertutup harus menjadi standar untuk
memastikan hasil pewarnaan yang optimal. Selain itu, laboratorium perlu memiliki
sistem pemantauan kualitas reagen yang baik secara berkala dan konsisten untuk
mencegah degradasi pada semua jenis reagen yang digunakan dalam laboratorium.

Selain penguapan, kelembaban dan pH lingkungan juga berkontribusi terhadap
degradasi methanol. Kelembaban tinggi dapat menyebabkan penyerapan air oleh
methanol, yang mengurangi efektivitas fiksasi karena adanya kandungan air yang
berlebihan. Olehkarena itu, sesuaidenganLembar Data KeselamatanBahan(LDKB)
tahun2014 methanol  sebaiknyadisimpandalamwadahtertutupdilingkungandengan
kontrolkelembabanyangbaik.Selainmethanol,beberapalaboratoriummenggunakan
etanolatau campuran formalin sebagaifiksatifalternatif (Wardani, Y. 2020). Namun,
methanol tetap lebih disukai karena menghasilkan fiksasi yang lebih seragam dan
minim artefak dibandingkan formalin, yang dapat menyebabkan pengerasan jaringan
berlebihan.

Berdasarkan temuan penelitian, laboratorium Klinis disarankan untuk
menyimpanmethanoldalamlemarireagentertutupdanjauhdarisinarmatahari.Selain itu,
laboratoriumperlu melakukanpengecekanberkalaterhadapkonsentrasi methanol dan
menggantinya jika terdapat indikasi degradasi atau penurunan konsentrasi.

Selain itu, perlu dilakukan uji spektrofotometri untuk mengukur perubahan
komposisi kimia dari larutan methanol akibat penyimpanan yang berbeda. Penelitian

inimenunjukkan bahwakondisipenyimpananmethanolmemilikipengaruhsignifikan



terhadapkualitasfiksasipadapewarnaansediaanapusandarahtepi(SADT).Methanol yang disimpan di ruang
terbuka mengalami degradasi, yang menyebabkan hasil pewarnaan mikroskopis yang kurang optimal.

Oleh karena itu, penyimpanan dalam lemari reagen sangat disarankan untuk menjaga kualitas

pewarnaan.
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