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Abstract

The most commonly used fixative solution in cytopathology is alcohol. However, this solution
presents several disadvantages, including carcinogenicity, expense, and limited accessibility. Honey
represents a potential natural ingredient due to its antibacterial and antioxidant properties, as well
as its proven efficacy as a medium for cell fixation. The objective of the latest research is to
ascertain whether there are any significant differences in the quality of smear preparations fixed
using 96% alcohol and 10% honey. The research design employed was a true experimental posttest
only control, utilising 12 pleural fluid samples that were subjected to three treatments: 96% alcohol
for 15 minutes, 10% honey for 20 minutes, and 10% honey for 30 minutes. The morphological results
of the preparation demonstrated that the three groups yielded identical outcomes. Subsequently,
the results of the preparation assessment were subjected to statistical analysis using the Chi-square
test, which demonstrated that there was no statistically significant difference between the three
treatments (p=0.894). The findings indicated that a 10% honey solution for 20 minutes is sufficient
to yield cell morphology quality comparable to that achieved through alcohol fixation. Additionally,
honey offers several potential advantages over alcohol, including enhanced safety for laboratory
personnel, reduced cost, and greater accessibility.
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Abstrak

Larutan fiksatif yang banyak digunakan untuk sitopatologi adalah alkohol, namun memiliki
kelemahan, yaitu karsinogenik, mahal, serta tidak dapat diperoleh dengan mudah. Madu merupakan
bahan alami yang potensial karena bersifat antibakteri dan antioksidan serta telah terbukti dapat
digunakan sebagai media untuk fiksasi sel. Penelitian terbaru bertujuan mengetahui perbandingan
hasil dari kualitas sediaan apus yang difiksasi menggunakan alkohol 96% dan madu 10%. Desain
penelitian yang digunakan adalah True Experimental Posttest Ony Control dengan menggunakan 12
sampel cairan pleura yang diberi tiga perlakuan, yaitu alkohol 96% selama 15 menit madu 10% selama
20 menit, dan madu 10% selama 30 menit. Hasil morfologi sediaan menunjukkan ketiga kelompok
mendapatkan hasil yang sama. Hasil penilaian sediaan kemudian dianalisis uji statistik dengan Chi-
square yang menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan antara tiga perlakuan tersebut
(p=0,894). Madu 10% selama 20 menit sudah cukup untuk menghasilkan kualitas morfologi sel yang
setara dengan fiksasi menggunakan alkohol, serta madu lebih aman untuk petugas laboratorium, lebih
murah, dan lebih mudah didapatkan.
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PENDAHULUAN

Sediaan sitologi umum digunakan sebagai bahan pemeriksaan penunjang untuk
membantu diagnosis penyakit. Salah satu spesimen sitologi yang sering dilakukan
pemeriksaan adalah cairan pleura. Cairan pleura diperoleh dari adanya efusi pleura.
Efusi pleura merupakan suatu kondisi adanya cairan pleura yang menumpuk di dalam
rongga pleura. Adanya efusi pleura disebabkan karena produksi cairan dan
penyerapan kembali cairan pleura yang tidak seimbang. Estimasi prevalensi efusi
pleura adalah 0,32%. Di negara berkembang, efusi pleura akibat tuberculosis dan
parapneumonic sering ditemukan (Dwianggita, 2016). Penegakan diagnosis etiologi
terjadinya efusi pleura dapat dilakukan berdasarkan anamnesa, pemeriksaan fisik,
foto toraks, torakosentesis, dan pemeriksaan sitopatologi. Pemeriksaan sitopatologi
melibatkan beberapa proses, yaitu: sentrifugasi, fiksasi, pewarnaan, mounting, dan
pembacaan sediaan secara mikroskopis.

Proses fiksasi berperan penting dalam pemeriksaan sitopatologi. Tujuan utama
dari fiksasi yaitu untuk mempertahankan keadaan sel seperti saat sel tersebut dalam
keadaan hidup, mencegah pembusukan oleh bakteri, serta mencegah autolisis.
Reagen fiksasi rutin yang umum digunakan di laboratorium adalah alkohol 96%,
namun alkohol memiliki beberapa kelemahan yaitu mudah terbakar, mudah
menguap, serta harga yang relatif mahal (Aggarwal et al., 2022). Diperlukan volume
100 mL untuk fiksasi sediaan sitologi. Estimasi perbandingan harga untuk alkohol
yaitu sekitar Rp5.000 per hari, sedangkan untuk madu 10% sekitar Rp3.064 per hari.
Alkohol juga diklasifikasikan oleh International Agency for Research on Cancer
(IARC) sebagai Grup 1 karsinogenik, yaitu zat atau senyawa yang dapat menyebabkan
kanker pada manusia.

Mengingat bahaya dari penggunaan alkohol, maka dilakukan upaya untuk
menggantikan alkohol dengan bahan alternatif alami yang lebih aman. Madu telah
terbukti dapat digunakan sebagai agen untuk mencegah autolisis dan pembusukan.
Hasil penelitian Hassan et al (2023) menyebutkan bahwa penggunaan madu 10%
selama 15 menit belum memberikan hasil yang maksimal untuk memfiksasi sampel
swab mukosa mulut (Hassan et al., 2023). Oleh karena itu, dalam penelitian tersebut
direkomendasikan untuk menambah waktu fiksasi. Penelitian juga dilakukan oleh

Sabarinath et al (2020), dengan hasil disimpulkan bahwa penggunaan madu 10%
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selama 30 menit mampu memfiksasi sampel swab mukosa mulut dengan baik
(Sabarinath et al., 2020). Penggunaan waktu selama 30 menit dinilai cukup lama,
sehingga perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan waktu diantara 15 sampai
30 menit. Oleh karena itu, dalam penelitian ini akan dicoba untuk melakukan fiksasi

dengan madu 10% dengan waktu 20 menit dan 30 menit.

BAHAN DAN METODE

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah centrifuge Nuve NF 200,
tabung centrifuge, kaca objek, label, pensil, deck glass, pipet tetes, dan mikroskop
Olympus CX12. Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah cairan pleura,
alkohol 96%, madu (merk Uray), aquades, pewarna Harris Hematoxylin, OG-6, EA-
50, Xylol, dan entelan.

Penelitian ini menggunakan desain penelitian True Experimental Posttest
Only Control. Sampel yang digunakan berupa cairan pleura dari RSUD di wilayah
Jakarta yang diproses menjadi sediaan apus. Sebanyak 12 sampel cairan pleura
diberi tiga perlakuan fiksasi yang berbeda, yaitu: menggunakan alkohol 96% selama
15 menit, madu 10% selama 20 menit, dan madu 10% selama 30 menit. Sampel yang
di fiksasi dengan alkohol 96% selama 15 menit dijadikan sebagai kontrol. Sampel
cairan pleura di sentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 1500 rpm. Dibuang
supernatan, kemudian dilakukan homogenisasi dengan cara sedot sempul pada
endapan menggunakan pipet tetes. Dipipet endapan, kemudian endapan dibuat
apusan pada tiga buah kaca objek. Sediaan difiksasi dengan tiga perlakuan berbeda,
yaitu: alkohol 96% selama 15 menit, madu 10% selama 20 menit, dan madu 10%
selama 30 menit. Setelah difiksasi, sediaan dilakukan pewarnaan Papanicolaou.
Sediaan apus cairan pleura yang sudah dilakukan pewarnaan kemudian dilakukan
penilaian oleh dokter Spesialis Patologi Anatomi menggunakan skoring dengan
parameter dan kriteria yang merujuk pada penelitian sebelumnya (Priyadarshi et

al., 2022). Data yang diperoleh akan dilakukan uji Chi-square.

HASIL

Penelitian ini menggunakan sebanyak 36 sediaan apus cairan pleura. Hasil
gambaran mikroskopis sediaan apus cairan pleura menghasilkan kualitas yang tidak

jauh berbeda antara sediaan yang difiksasi menggunakan alkohol 96% selama 15
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menit dengan madu 10% selama 20 menit dan 30 menit yang ditunjukkan pada

Gambar 1 dan Gambar 2.
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Gambar 1. Perbandingan Hasil Pewarnaan pada Kelompok Perlakuan Fiksasi dengan Kategori Baik
(Skor 5): (A) Fiksasi alkohol 96% selama 15 menit; (B) Fiksasi madu 10% selama 20 menit; (C) Fiksasi

madu 10% selama 30 menit.
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Gambar 2. Perbandingan hasil pewarnaan pada Kelompok Perlakuan Fiksasi dengan kategori Cukup
(Skor 4). (A) Fiksasi Alkohol 96% selama 15 menit. (B) Fiksasi Madu 10% selama 20 menit. (C) Fiksasi

Madu 10% selama 30 menit.

Gambar 1 menunjukkan gambaran mikroskopis sediaan apus cairan pleura yang
diproses dengan berbagai cairan fiksasi. Hasil tersebut memperlihatkan bahwa
morfologi sel jelas, inti dan sitoplasma terwarnai dengan baik, serta pewarnaan
keseluruhan sel merata. Sedangkan pada Gambar 2 memperlihatkan hasil bahwa
morfologi sel jelas, inti dan sitoplasma terwarnai dengan baik, namun pewarnaan
pada sel kurang seragam. Perbedaan kualitas hasil pewarnaan digambarkan dalam
bentuk skoring. Skoring pada seluruh sediaan apus dilakukan setelah pengamatan
secara mikroskopis oleh dokter Patologi Anatomi berdasarkan penelitian sebelumnya
(Priyadarshi et al., 2022). Distribusi frekuensi hasil skoring pada sediaan apus cairan
pleura yang difiksasi menggunakan alkohol 96% dan madu 10% selama 20 menit
mendapatkan hasil yang sama, yaitu sebanyak 5 sediaan dengan kategori cukup

(41,7%) dan 7 sediaan dengan kategori baik (58,3%). Sedangkan pada fiksasi
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menggunakan madu 10% selama 30 menit didapatkan sebanyak 6 sediaan dengan
kategori cukup (50%) dan 6 sediaan dengan kategori baik (50%).

Hasil skoring diuji statistik menggunakan uji Chi-square dan didapatkan hasil
p-value 0,894 yang artinya tidak terdapat perbedaan signifikan pada kualitas sediaan
apus cairan pleura difiksasi dengan alkohol 96% maupun yang difiksasi dengan madu
10% (20 dan 30 menit).

Tabel 1. Hasil Uji Chi-square

Kualitas Sediaan

No. Eiel::ar?ip()k Egﬁ(k Cukup Baik Total p-value
1. ’1‘;",?,'“;:},3 6% 0 5 (41,7%) 7 (58,3%) 12
2 e 0 5,7 7(83%) 12 0,894
. menit 0 6% 660y 12

Total 0 16 20 36

Tahapan fiksasi menjadi tahapan yang sangat penting untuk mempertahankan
sel seperti saat sel tersebut dalam kondisi hidup. Tahapan fiksasi pada sampel
sitologi dilakukan dengan perendaman langsung sediaan apus ke dalam reagen
fiksatif untuk menjaga karakteristik biokimia dan morfologi sel, karena hal ini sangat
penting untuk pemeriksaan mikroskopis dan interpretasi diagnostik (Quintana et al.,
2019). Berkaitan dengan bahaya penggunaan alkohol 96% sebagai reagen fiksatif,
maka banyak dilakukan uji coba terhadap bahan-bahan alami sebagai pengganti
alkohol 96%. Bahan fiksasi alami yang direkomendasikan dan telah dilakukan uji coba
adalah madu. Madu mengandung gula sebanyak 95-99% (glukosa dan fruktosa). Madu
bersifat antibakteri dan anti oksidatif yang melekat karena osmolaritas yang tinggi,
pH rendah, serta terdapat komponen seperti asam askorbat, hidrogen peroksida dan
fenol inhibine. Vitamin-vitamin yang terdapat dalam madu adalah thiamin (B1),
riboflavin (B2), asam askorbat (C), piridoksin (B6), niasin, asam pantotenat, biotin,
asam folat, dan vitamin K. Enzim yang terdapat dalam madu adalah enzim diastase,
katalase, invertase, glukosa oksidase, peroksidase, dan lipase (Singh et al., 2015).
Madu memiliki pH rendah sekitar 3,2-4,5 yang disebabkan oleh keberadaan asam

organik seperti asam sitrat, asam laktat, dan asam amino. Asam-asam ini dapat
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berkontribusi dalam pembunuhan mikroorganisme dan mempertahankan kondisi
yang cocok untuk fiksasi sel. Madu dapat dijadikan sebagai pengganti fiksatif alkohol
karena terdapat kesamaan kandungan dengan alkohol yaitu aldehid. Dalam madu,
fruktosa dengan pH rendah akan terurai menjadi aldehid, kemudian berikatan silang
dengan asam amino pada sel yang mengarah ke proses fiksasi sel. Dalam keadaan pH
rendah juga, satu molekul glukosa dan fruktosa yang terkandung dalam madu akan
terurai menjadi dua molekul, yaitu ethanol dan karbon dioksida (Pandiar et al.,
2017).

Madu sebagai bahan fiksasi alternatif untuk sediaan sitologi yang telah
dilakukan uji coba dan menghasilkan kualitas mikroskopis sediaan yang setara
dengan hasil fiksasi menggunakan alkohol 96%. Dalam penelitian ini juga telah
dibuktikan bahwa hasil mikroskopis sediaan apus cairan pleura yang dilakukan fiksasi
menggunakan madu 10% dengan waktu 20 menit dan 30 menit menghasilkan kualitas
sediaan yang tidak jauh berbeda dengan sediaan yang difiksasi dengan alkohol 96%.
Gambaran kualitas sediaan apus cairan pleura yang dihasilkan adalah: inti sel dan
sitoplasma terlihat utuh dan jelas, tidak ada sel yang hancur atau terlipat, serta
seluruh sel terwarnai.

Hasil uji Chi-square didapatkan kesimpulan tidak ada perbedaan signifikan
antara kualitas sediaan apus cairan pleura yang difiksasi dengan alkohol dan madu.
Dalam hal ini, fiksasi madu 10% selama 20 menit sudah cukup baik untuk
menggantikan alkohol 96% selama 15 menit dan madu 10% selama 30 menit, sehingga
penggunaan waktu 20 menit dapat lebih menghemat waktu (efisiensi waktu).

Kendala yang dialami dalam penelitian ini adalah daya rekat sel terhadap kaca
objek kurang baik pada madu yang membuat sel menjadi luntur. Solusi yang
dilakukan oleh peneliti adalah: setelah cairan pleura diapus pada permukaan kaca
objek, lalu kaca objek terlebih dahulu didiamkan selama sekitar 1 menit, kemudian
dimasukkan ke dalam larutan fiksatif madu 10%. Walaupun sedikit berbeda dengan
prosedur fiksasi basah, tetapi dengan cara tersebut dapat mempertahankan sel tetap
menempel pada kaca objek dan tidak menyebabkan terjadinya perubahan kondisi
sel pada sediaan, sehingga kualitas pewarnaan tetap baik. Selain itu, penggunaan
pengeringan tetap mampu mempertahankan hasil sediaan apusan yang baik

sebagaimana ditunjukkan pada hasil penelitian.



| 47

KESIMPULAN

Dari hasil skoring sediaan apus cairan pleura yang difiksasi dengan alkohol
96%, madu 10% selama 20 menit, dan madu 10% selama 30 menit dapat disimpulkan
bahwa tidak ada perbedaan signifikan pada kualitas gambaran morfologi sel,
sehingga madu 10% selama 20 menit dapat digunakan sebagai bahan alternatif fiksasi
yang lebih aman. Penggunaan madu 10% selama 20 menit juga dapat lebih efisien

dalam segi waktu.
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