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SKIRPSI 
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Pembimbing : 1. Def Primal, M.Biomed, PAK, 2. Nova Mustika , M.Pd 
Abstrak 

Penelitian ini membandingkan kualitas pewarnaan Papanicolaou pada sediaan apusan 
sitologi sputum pasien Tuberkulosis (TB) yang dibuat langsung dengan sediaan yang 
ditunda selama 6 jam. Latar belakang penelitian ini adalah tingginya kasus TB di 
Indonesia serta kendala geografis yang sering menyebabkan penundaan pemrosesan 
sampel di laboratorium. Kerangka teori mencakup patofisiologi TB, teknik isolasi 
sputum, dan prinsip pewarnaan polikromatik Papanicolaou untuk visualisasi morfologi 
sel. Metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental dengan purposive sampling 
terhadap 10 pasien. Data diperoleh melalui observasi mikroskopis terhadap kualitas 
pewarnaan inti (Harris Hematoxylin) dan sitoplasma (Orange G/Eosin Azure), serta 
kebersihan latar belakang sediaan. Hasil uji Mann-Whitney U menunjukkan perbedaan 
signifikan (p-value 0.000 < 0,05) di antara kedua kelompok. Sediaan langsung memiliki 
kualitas unggul (90% berkategori "Baik"), sementara sediaan yang ditunda 6 jam 
mengalami penurunan kualitas drastis (100% berkategori "Buruk") akibat autolisis sel 
dan degradasi protein. Kesimpulannya, pembuatan sediaan segera dalam 30 menit sangat 
krusial untuk menjaga akurasi diagnostik sitologi sputum TB. 
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A COMPARISON OF PAPANICOLAOU STAINING QUALITY IN TB SPUTUM 
CYTOLOGY SMEARS PREPARED IMMEDIATELY AND THOSE WITH 

DELAYED PREPARATION TIME 
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Abstract 

This study compares the quality of Papanicolaou staining in Tuberculosis (TB) sputum 
cytology smears prepared immediately versus those delayed for 6 hours. The research is 
driven by Indonesia’s high TB burden and geographical challenges that often cause 
processing delays in Pathology Anatomy laboratories. The theoretical framework 
integrates TB pathophysiology, sputum isolation techniques, and the principles of 
Papanicolaou polychromatic staining for cellular morphology visualization. This 
experimental study utilized purposive sampling of 10 TB patients. Data were collected 
through microscopic observation of nuclear (Harris Hematoxylin) and cytoplasmic 
(Orange G/Eosin Azure) staining quality, background cleanliness, and staining 
uniformity. The Mann-Whitney U test results showed a significant difference (p-value 
0.000 < 0.05) between the two groups. Immediate smears demonstrated superior quality 
(90% "Good" rating), while 6-hour delayed smears showed a drastic decline (100% 
"Poor" rating) due to cellular autolysis and protein degradation. In conclusion, 
immediate preparation within 30 minutes is crucial to maintain diagnostic accuracy and 
prevent artifacts in TB sputum cytology. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Tuberkulosis atau disingkat TBC adalah penyakit menular yang disebabkan 

oleh infeksi kompleks dengan Mycobacterium tuberculosis. Gejala utama penyakit 

ini adalah batuk berdahak lebih dari 2 minggu dan disertai gejala tambahan seperti 

batuk berdarah, sesak napas, badan lemas, nafsu makan menurun, berat badan turun 

tanpa sebab, malaise, keringat malam tanpa disertai aktivitas fisik kecil, Demam 

tinggi berlangsung lebih dari 1 bulan, atau nyeri dada. Tuberkulosis terutama 

menyerang parenkim paru (TB paru), tetapi bakteri ini memiliki kemampuan untuk 

menginfeksi organ lain (TB ekstra paru) (Handayani, 2024) 

Menurut laporan tuberkulosis global tahun 2023, secara geografis kasus 

tuberkulosis terbanyak berada di kawasan Asia Tenggara (45%), Afrika (24%), 

Pasifik Barat (17%), dan Mediterania Timur (8,6%), Amerika (3,2%) dan Eropa 

(2,1%). Hingga 56% kasus tuberkulosis di dunia terdapat di 5 negara yaitu India 

(26%), Indonesia (10%), China (6,8%), Filipina (6,8%) dan Amerika Serikat (10%), 

Pakistan (6,3%) dan Nigeria (4,6%), Bangladesh (3,5%) dan Republik Demokratik 

Kongo (3,1%). Berdasarkan data tersebut, Indonesia menempati posisi kedua di 

dunia dengan jumlah kasus tuberkulosis tertinggi (Handayani, 2024). 

Metode diagnosis tuberkulosis beragam seperti kultur, pemeriksaan basil 

tahan asam (BTA), uji molekuler, dan pemeriksaan secara mikroskopis baik 

histopatologi mau pun sitologi. Pemeriksaan secara mikroskopis biasanya sering 

digunakan karena memiliki sensitivitas 90% dan spesifisitas 96%. Pemeriksaan ini 



juga lebih cepat dan ekonomis dibandingkan kultur sebagai gold standard diagnosis 

TB (Olivia dkk, 2022). 

Sediiaan siitologii biisa diibuiat darii berbagaii bagiian tuibuih, sepertii uiriin, dahak, 

vagiina, dan siinuis; goresan (kerokan) dapat diiambiil darii muikosa muiluit, lambuing, 

ataui saluiran pernapasan; selaiin iitui, biisa berasal darii caiiran tuibuih yang berkuimpuil 

(pleuira, periitoneuim, periikardiiuim) ataui darii aspiirasii massa yang tampak ataui teraba. 

Ketepatan pemeriiksaan siitologii sangat bergantuing pada muitui sediiaan, termasuik 

proses persiiapan, pewarnaan, dan iinterpretasiinya. Kelemahan pada salah satui tahap 

tersebuit akan menuiruinkan kuialiitas sediiaan siitologii. Iinterpretasii yang benar 

terhadap spesiimen siitologii diitentuikan oleh beberapa faktor, yaiitui cara 

penguimpuilan spesiimen, fiiksasii dan jeniis fiiksatiif, tekniik pembuiatan sediiaan, serta 

pewarnaan dan penuituipan sediiaan (Desthaliia, 2023). 

Dalam pewarnaan Papaniicolaoui, sediiaan apuis diifiiksasii mengguinakan 

alkohol 96%. Tuijuian fiiksasii adalah mencegah denatuirasii dan terbentuiknya iikatan 

siilang proteiin, menghambat siitoliisiis, serta menjaga kekuiatan spesiimen selama 

proses preparasii. Dengan demiikiian morfologii seluiler dan suisuinan iintraseluiler tetap 

terpeliihara mendekatii kondiisii saat sel masiih hiiduip. Pengeriingan dapat 

meniimbuilkan artefak, oleh karena iitui apuisan haruis segera diifiiksasii agar kuialiitas 

sediiaan terjaga (Danii dkk., 2022). 

Pewarna yang diiguinakan dalam pewarnaan Papaniicolaoui ada 3 macam. 

Pertama, pewarna Haematoxyliin Harriis yang berguina uintuik perwarnaan iintii. 

Keduia, pewarna Orange G yang berguina uintuik pewarnaan siitoplasma, yang 



biiasanya terwarnaii pada siitoplasma yang memiiliikii komponen keratiin. Ketiiga, 

pewarna Eosiin Azuire yang meruipakan pewarna poliikrom (S. Hardiian, dkk, 2023). 

Pewarnaan Papaniicolaoui memiiliikii keuingguilan yaiitui mampui mewarnaii iintii 

sel dengan jelas sehiingga memuidahkan pemeriiksaan adanya tanda keganasan. 

Warna siitoplasmanya yang cerah juiga memuingkiinkan pengamatan sel-sel yang 

saliing menuimpuik dii lapiisan bawah (Danii dkk, 2022). 

Peneliitiian oleh Danii dkk. (2022) meneliitii perbedaan hasiil fiiksasii 

mengguinakan alkohol 96% selama 15 meniit dan 30 meniit pada pewarnaan 

Papaniicolaoui uintuik pemeriiksaan pap smear. Hasiilnya menuinjuikkan adanya 

perbedaan antara keduia duirasii fiiksasii. Uintuik fiiksasii 15 meniit, rata-rata 62,5% 

preparat menuinjuikkan iintii sel tampak jelas, 37,5% iintii sel tampak kuirang jelas, 

12,5% siitoplasma tampak cerah, dan 87,5% siitoplasma tampak kuirang cerah. 

Sedangkan pada fiiksasii 30 meniit, rata-rata 100% preparat memperliihatkan iintii sel 

yang jelas; uintuik siitoplasma, 87,5% tampak cerah dan 12,5% tampak kuirang cerah. 

Hasiil iinii mengiindiikasiikan bahwa fiiksasii alkohol 96% selama 30 meniit memberiikan 

kuialiitas pewarnaan Papaniicolaoui yang lebiih baiik diibandiingkan fiiksasii selama 15 

meniit. 

Berdasarkan uiraiian dii atas, beluim ada peneliitiian tentang Perbandiingan 

Kuialiitas pewarnaan Papaniicolaoui Apuisan Siitologii Spuituim TB yang Diibuiat 

Langsuing dengan yang suidah  Mengalamii Penuindaan Waktui Pembuiatan. Selaiin iitui, 

berdasarkan kondiisii peneliitii terdapat beberapa penuindaan diisebabkan tempat kerja 

peneliitii tiidak ada pemeriiksaan siitologii, akses lokasii yang jauih dengan iinstalasii 

laboratoriiuim patologii anatomii dan juiga uintuik meliihat peruibahan karakteriistiik darii 



sediiaan siitologii sehiingga peneliitii melakuikan penuindaan pembuiatan preparat 

selama 6 jam. Adapuin  yang melatar belakangii peneliitii mengguinakan sampel 

spuituim pada Pasiien TB dalam peneliitiian iinii karena sampel yang muidah diidapatkan, 

Hal tersebuit yang mendorong peneliitii uintuik melakuikan dan mengetahuiii 

perbandiingan kuialiitas hasiil pewarnaan Papaniicolaoui apuisan siitologii spuituim TB 

yang diibuiat langsuing dengan yang suidah mengalamii penuindaan waktui pembuiatan.  

1.2 Perumusan Masalah 

Ruimuisan masalah pada peneliitiian iinii tentang Apakah ada perbedaan kuialiitas 

hasiil pewarnaan Papaniicoloaui pada apuisan spuituim TB yang langsuing diibuiat 

dengan yang diituinda pembuiatannya selama 6 jam ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Uintuik mengetahuiii perbandiingan kuialiitas pewarnaan Papaniicolaoui pada 

sediiaan apuisan siitologii spuituim TB yang diibuiat langsuing dengan yang diituinda 

pembuiatannya selama 6 jam. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

a. Mengiidentiifiikasii kuialiitas hasiil pewarnaan Papaniicoloaui pada sediiaan 

apuisan siitologii spuituim TB yang diibuiat langsuing 

b. Mengiidentiifiikasii kuialiitas hasiil pewarnaan papaniicolaoui pada sediiaan 

apuisan siitologii spuituim TB yang diituinda pembuiatannya selama kuirang 

lebiih 6 jam 

c. Menganaliisiis pengaruih duirasii penuindaan pembuiatan selama 6 jam 

terhadap penuiruinan kuialiitas hasiil pewarnaan Papaniicolaoui 



1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Peneliti  

 Dapat mengembangkan keiilmuian dan keterampiilan penuiliis dalam biidang 

siitologii serta peniingkatan kompetensii tekniis laboratoriiuim dalam pembuiatan 

sediiaan apuisan siitologii spuituim TB uintuik pewarnaan Papaniicolaoui. 

1.4.2 Bagi Institusi Pendidikan 

 Peneliitiian iinii diiharapkan dapat memberiikan kontriibuisii dalam meniingkatkan 

repuitasii akademiik iinstiituisii dii mata masyarakat ataui dii lembaga laiin, dapat diijadiikan 

bahan stuidii kasuis dalam mata kuiliiah siitologii dan dapat menjadii suimber referensii 

yang krediibel bagii mahasiiswa laiin dalam melakuikan peneliitiian sejeniis serta dapat 

mendorong buidaya riiset yang berkelanjuitan dii liingkuingan iinstiituisii. 

  



BAB V 
PEMBAHASAN 

 
 
5.1 Pembahasan 

5.1.1  Karakteristik Responden Berdasarkan Jenis Kelamin dan Usia  

Berdasarkan peneliitiian yang telah diilakuikan dii Iinstalasii Laboratoriiuim 

RSUiD Kota Kendarii Proviinsii Suilawesii Tenggara terhadap pasiien TBC sebanyak 

10 responden. Pada tabel 4.1 meuinjuikan bahwa responden peneliitiian diidomiinasii 

oleh lakii-lakii, yaiitui sebanyak 9 orang (90%), sementara responden perempuian 

hanya berjuimlah 1 orang (10%) darii total responden 10 orang (100%). Diiliihat darii 

diistriibuisii uisiia, responden paliing banyak berada pada kelompok uisiia 23 – 33 tahuin 

dengan juimlah 5 orang (50%). Selanjuitnya, kelompok uisiia 34 – 43 tahuin berjuimlah 

3 orang (30%), dan kelompok uisiia 44 – 53 tahuin meruipakan kelompok terkeciil 

dengan juimlah 2 orang (20%). Hasiil iinii sejalan dengan peneliitiian (Ayui dkk 2022) 

diimana data menuinjuikkan bahwa pemeriiksaan BTA dengan hasiil posiitiif pada 

pasiien dengan diiagnosiis kliiniis tuiberkuilosiis parui berdasarkan uimuir, diitemuikan pada 

kelompok uimuir remaja (17%) dan dewasa (83%) yang diidomiinasii oleh pasiien lakii-

lakii (61%) sedangkan pasiien perempuian hanya 39%.  

Kasuis TB parui cenderuing terjadii pada lakii-lakii, kondiisii iinii dapat 

diiakiibatkan oleh periilakui merokok yang kebanyakan diimiiliikii oleh lakii-lakii, yang 

jiika berlangsuing dalam waktui lama serta iintens maka kebiiasaan iinii dapat berakiibat 

pada penuiruinan siistem kekebalan tuibuih, gangguian aliiran darah dan produiksii saliiva 

oleh kelenjar luidah, kondiisii iiniilah yang meniingkatkan resiiko iinfeksii bakterii TB 

parui (Ayui dkk, 2022). 



5.1.2  Kualitas Sediaan yang Dibuat Langsung 

 Sediiaan apuisan siitologii spuituim TB yang diibuiat langsuing menuinjuikkan 

kuialiitas pewarnaan secara keseluiruihan yang lebiih baiik, dengan 90% (9 darii 10 

sediiaan) mencapaii kategorii baiik pada pewarnaan iintii sel, siitoplasma, dan hasiil akhiir 

pewarnaan. Latar belakang sediiaan mencapaii 100% baiik, sementara kerataan 

pewarnaan 80% baiik diimana preparat apuisannya diifiiksasii langsuing ke alkohol 96% 

tanpa menuinggui keriing dan saat diiamatii dii bawah miikroskop nampak jelas sel 

epiitel skuiamosa suiperfiisiial dan sel iinflamasii neuitrofiil (leuikosiit poliimorfonuiklear). 

Hasiil iinii selaras dengan peneliitiian (Danii dkk, 2022) diimana data menuinjuikkan 

bahwa  terdapat perbedaan  hasiil  fiiksasii alkohol 96% selama 15 meniit dan 30 meniit 

pada pewarnaan papaniicolaoui dan diidapatkan   niilaii   rata-rata   fiiksasii   alkohol   

96%   selama   15   meniit   pada pewarnaaan  papaniicolaoui  yaiitui  62,5%  iintii  sel  

terliihat  jelas,  37,5%  iintii  sel teliihat  kuirang jelas  dan  12,5%  siitoplasma  terliihat  

cerah,  87,6%  siitoplasma terliihat kuirang cerah . Dan niilaii rata-rata fiiksasii alkohol 

96% selama 30 meniit pada  pewarnaan  papaniicolaoui  yaiitui  100%  iintii  sel  terliihat  

jelas  dan  87,7% siitoplasma    terliihat    cerah,    12,5%    siitoplasma terliihat    kuirang    

cerah. Berdasarkan hasiil peneliitiian yang telah diilakuikan terdapat perbedaan.  

Penuindaan miiniimal (kuirang darii 30 meniit) memuingkiinkan preservasii 

morfologii sel epiitel respiiratorii dan muikuis spuituim, dii mana Haematoxyliin Harriis 

mewarnaii iintii sel secara jelas, Orange G menonjolkan keratiin pada siitoplasma, serta 

latar belakang tetap bersiih tanpa artefak yang siigniifiikan. Hal iinii menduikuing 

tiinjauian puistaka bahwa fiiksasii segera menghambat auitoliisiis dan mempertahankan 

struiktuir iintraseluiler dan menjaga sel darii keruisakan ataui kehiilangan komponen sel 



layaknya ketiika sel masiih dalam kondiisii hiiduip serta menghentiikan pertuimbuihan 

seluilar dan miikroorganiisme juiga meniingkatkan diiferensiiasii optiik dan 

meniingkatkan pewarnaan struiktuir serta komponen sel (Nuirhiilaliiyah dkk, 2024). 

Selaiin iitui, karena priinsiip fiiksasii basah mengguinakan alkohol 96% yang diilakuikan 

segera setelah pengambiilan sampel, sehiingga mencegah pengeriingan dan 

degenerasii sel yang dapat meniimbuilkan artefak (Danii dkk, 2022). 

5.1.3  Kualitas Sediaan yang Mengalami Penundaan 6 Jam 

Pada kelompok penuindaan 6 jam, kuialiitas pewarnaan menuiruin secara 

siigniifiikan, dengan hanya 60% baiik pada pewarnaan iintii sel, 50% pada siitoplasma 

dan hasiil akhiir, serta 0% baiik pada latar belakang dan kerataan pewarnaan. Sampel 

diisiimpan ke dalam cool box mengguinakan iice pack selama 6 jam sebeluim 

diilakuikan fiiksasii dan pewarnaan papaniicoaloui. Sebanyak 100% sediiaan 

menuinjuikkan artefak pada latar belakang dan kerataan pewarnaanya tiidak merata, 

yang mengiindiikasiikan degradasii sampel akiibat paparan waktui lama dalam proses 

penyiimpanan sebeluim fiiksasii. Hasiil iinii sesuiaii dengan peneliitiian (Wahyuinii, 2023) 

diimana data menuinjuikkan jariingan dengan penuindaan fiiksasii mengguinakan Buiffer 

Netral Formaliin 10% selama 4 jam diikategoriikan tiidak baiik, karena iintensiitas 

warna iintii sel dan siitoplasma kuirang jelas, sebagiian besar sel mengkeruit dan 

sebagiian besar sel liisiis. 

Hal iinii diisebabkan oleh proses auitoliisiis alamii pada spuituim, dii mana enziim 

liisiis dan bakterii Mycobacteriiuim tuibercuilosiis memiicui peruibahan pH dan denatuirasii 

proteiin, menghasiilkan tuirbiidiitas latar dan pewarnaan siitoplasma kuirang cerah. 

Temuian iinii konsiisten dengan stuidii Danii dkk (2022) yang menuinjuikkan bahwa 



penuindaan fiiksasii menguirangii kejerniihan iintii sel diibandiingkan fiiksasii optiimal, 

serta faktor waktui penyiimpanan mauipuin fiiksasii yang mengakiibatkan terbentuiknya 

artefak. 

5.1.4 Perbandingan dan Signifikansi Statistik 

Uijii Mann-Whiitney Ui menghasiilkan p-valuie 0,000 (<0,05), menolak 

hiipotesiis nol (H0) dan meneriima hiipotesiis alternatiif (Ha), sehiingga terdapat 

perbedaan siigniifiikan antara keduia kelompok. Kelompok langsuing rata-rata skor 9-

10 (baiik), sementara kelompok penuindaan selama 6 jam dengan rata – rata skor 5 

– 7  (tiidak baiik), sesuiaii kriiteriia Tabel 2.5.2. Perbedaan iinii paliing mencolok pada 

latar belakang (100% vs 0% baiik) dan kerataan (80% vs 0% baiik), yang kruisiial 

uintuik deteksii sel abnormal pada siitologii spuituim TB. Hasiil iinii sesuiaii dengan hasiil 

peneliitiian darii (Danii dkk, 2022) diimana diiketahuiii hasiil  uijii wiilcoxon diiketahuiii 

bahwa  niilaii  siigniifiikan  adalah p =  0,024.  Niilaii  yang  diidapatkan  adalah p= ≤  

0,05.  sehiingga  diisiimpuilkan  bahwa  terdapat  perbedaan  hasiil  fiiksasii  alkohol  

96%  selama  15 meniit dan 30 meniit diimana perbedaan rata-rata iintii sel (62,5% vs 

100% baiik), dan siitoplasma (12,5% vs 87,5% baiik). 

Faktor uitama adalah duirasii pembuiatan yang memengaruihii permeabiiliitas 

membran sel dan diiferensiiasii pewarna (OG-6 dan EA-50), sebagaiimana diiuiraiikan 

pada bagiian 2.5.3. Peneliitiian iinii mengonfiirmasii bahwa pembuiatan sediiaan 

langsuing diianjuirkan uintuik spuituim TB guina menjaga sensiitiiviitas diiagnostiik >90%, 

menghiindarii false-negatiive akiibat artefak, teruitama dii fasiiliitas terpenciil sepertii 

BLUiD UiPTD Puiskesmas Benuia. 

 


