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ABSTRAK

Latar Belakang: Sediaan Apus Darah Tepi (SADT) merupakan metode penting dalam pemeriksaan hematologi untuk
mengevaluasi morfologi sel darah. Proses fiksasi sebelum pewarnaan memegang peranan penting dalam mempertahankan
struktur eritrosit. Variasi waktu fiksasi diduga mempengaruhi hasil morfologi eritrosit. Tujuan: Mengetahui pengaruh variasi
waktu fiksasi (1 menit, 2 menit, dan 4 menit) terhadap morfologi eritrosit berdasarkan bentuk, ukuran, dan warna dengan
pewarnaan Giemsa. Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan 30 sampel SADT yang
difiksasi menggunakan metanol absolut selama 1, 2, dan 4 menit. Pewarnaan dilakukan dengan metode Giemsa dan diamati
secara mikroskopis untuk menilai morfologi eritrosit. Pembahasan: Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada waktu
fiksasi 2 menit, seluruh sampel menunjukkan morfologi bentuk eritrosit yang baik (100%). Sebaliknya, pada waktu
1 menit, hanya 50% sediaan menunjukkan bentuk baik, sementara sisanya menunjukkan krenasi sedang. Waktu
fiksasi 4 menit justru memberikan hasil terburuk, dengan 60% mengalami krenasi sedang dan 40% mengalami
krenasi buruk, hal ini dapat dijelaskan dari proses fiksasi itu sendiri Hasil: hasil pengamatan mikroskopis bentuk
eritrosit terhadap 30 sampel diperoleh hasil pada variasi waktu fiksasi 1 menit didapat 5 preparat (50,0%) yang
memiliki bentuk sel baik dan didapat 5 preparat (50,0%) dengan krenasi sedang. Sementara itu pada variasi waktu
fiksasi 2 menit didapat 10 preparat (100%) memiliki bentuk sel eritrosit yang baik. Dan pada pengamatan sediaan
apus darah tepi di variasi waktu fiksasi 4 menit dijumpai 6 preparat (60,0%) yang memiliki bentuk sel dengan
krenasi sedang, sementara itu terdapat juga 4 preparat (40,0%) dengan bentuk krenasi yang buruk.

Kata kunci: Sediaan apus darah tepi, fiksasi, eritrosit, morfologi, Giemsa.

ABSTRACT

Salmon is a highly nutritious food source that is widely consumed, but it is also vulnerable to contamination by Background:
Peripheral Blood Smear (PBS) is an essential hematological examination to evaluate blood cell morphology. Fixation prior
to staining plays a vital role in preserving erythrocyte structure. The variation in fixation time is suspected to influence
erythrocyte morphology. Objective: To determine the effect of fixation time variation (1 minute, 2 minutes, and 4 minutes) on
erythrocyte morphology based on shape, size, and color using Giemsa staining. Methods: This study is a laboratory
experimental design using 30 PBS samples fixed with absolute methanol for 1, 2, and 4 minutes. The slides were stained using
the Giemsa method and observed microscopically for erythrocyte morphology. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test and Mann- Whitney post hoc test with Bonferroni correction. Results: There was a significant difference in erythrocyte
morphology in terms of shape, size, and color across fixation times (p < 0.05). The 2-minute fixation time produced the best
morphology, with 100% good shape, normocytic size, and normochromic color. Meanwhile, at 4 minutes, there was an increase
in poor crenation, microcytic and macrocytic size, and hypochromic and hyperchromic staining. Conclusion: Fixation time
variation significantly affects erythrocyte morphology. Two minutes of fixation is the most optimal duration to maintain good
erythrocyte morphology with Giemsa staining.
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1. PENDAHULUAN

Kesehatan merupakan aspek terpenting dalam kehidupan manusia yang secara langsung dapat mempengaruhi
produktivitas dan kualitas hidup individu. Upaya menjaga kesehatan tidak hanya bergantung pada pola hidup
sehat, tetapi juga pada deteksi dini dan penegakan diagnosis penyakit yang tepat. Dalam hal ini, pemeriksaan
laboratorium memiliki peran penting dalam proses diagnosis medis. Laboratorium dapat memberikan informasi
mengenai kondisi kesehatan pasien, menentukan jenis penyakit, serta mengevaluasi efektivitas terapi dan strategi
pengobatan yang tepat. Salah satu bidang utama dalam pemeriksaan laboratorium adalah hematologi, yaitu
pemeriksaan untuk mengetahui keadaan darah [1].

Pemeriksaan hematologi merupakan salah satu pemeriksaaan yang memiliki peranan penting dalam diagnosis
laboratorium yang hasilnya dapat mempengaruhi terapi dan prognosis pasien. Pemeriksaan ini terbagi menjadi dua
kelompok utama yaitu pemeriksaan darah rutin dan pemeriksaan darah lengkap. Pemeriksaan darah rutin mencakup
serangkaian tes yang umum dilakukan untuk memberikan gambaran dasar tentang kondisi darah pasien, seperti
hitung sel darah lengkap, dan pemeriksaan morfologi darah tepi (Sediaan Apus Darah Tepi/ SADT). Salah satu
prosedur dalam pemeriksaan darah rutin yang dilakukan adalah pembuatan dan analisis Sediaan Apus Darah Tepi
(SADT). Pemneriksaan sediaan apus darah tepi dapat memberikan informasi penting mengenai morfologi sel
darah, yang berguna untuk mendeteksi berbagai kelainan dan gangguan hematologi [1].

Sediaan Apus Darah Tepi (SADT) atau Pheriperal Blood Smear (PBS) merupakan salah satu pemeriksaan
hematologi untuk menganalisis sel-sel darah yang kemudian diperiksa menggunakan mikroskop. Melalui sediaan
apus darah tepi, morfologi sel-sel darah dapat diamati secara langsung, sehingga membantu dalam
mengidentifikasi kelainan seperti anemia, infeksi beserta abnormalitas lain yang ada dalam sel darah. Pemeriksaan
ini juga memungkinkan evaluasi bentuk, ukuran, dan warna eritrosit, yang merupakan indikator penting dalam
menilai status kesehatan hematologi seseorang [3].

SADT memiliki peran penting dalam mendiagnosis berbagai kondisi hematologi, sehingga menjadi salah satu
metode diagnostik yang penting dan sering digunakan dalam pemeriksaan laboratorium (Ardina dan Rosalinda,
2018). Dalam kondisi anemia pemeriksaan ini dapat menunjukkan perubahan morfologi ertirosit yang spesifik,
seperti mikrositik, pada anemia defisiensi atau makrositik pada anemia megaloblastik. Selain itu, SADT juga
mendeteksi adanya parasit dalam darah, seperti Plasmodium pada malaria dan filariasis serta megidentifikasi
kelainan bentuk sel darah dan mengkonfirmasi hasil abnormal dari alat hematologi analyzer [4].

Sel darah merah atau eritrosit, merupakan sel yang jumlahnya dominsan dalam darah, yang bertanggung jawab
atas transportasi oksigen. Morfologi eritrosit normal berbentuk bikonkaf dengan diameter 7-8um, tidak memiliki
inti, dan mengandung hemoglobin yang menghasilkan warna merah di dalam darah. Pada pewarnaan Giemsa
eritrosit normal tampak berwana merah muda dengan '3 bagian pucat dari keseluruhan bagian eritrosit [5].
Evaluasi morfologi eritrosit sangat penting, karena perubahan bentuk, ukuran atau warna eritrosit dapat menjadi
indikator awal dari berbagai kondisi patologis. Kelainan morfologi eritrosit, seperti anisosotosis (variasi ukuran),
poikilositosis (variasi bentuk), dan perubahan warna, dapat mengindikasikan kondisi patologis, termasuk anemia,
kelainan enzim, dan hemoglobinopati. Identifikasi morfologi eritriosit ini bergantung pada proses pewarnaan dan
fiksasi yang optimal, yang memungkinkan visualisasi detail sel- sel darah yang jelas [6].

Untuk mempermudah pengamatan sel beserta komponennya pada SADT, maka perlu dilakukan suatu pewarnaan.
Pewarnaan Giemsa merupakan teknik pewarnaan standar yang digunakan dalam pembuatan SADT, pewarnaan
Giemsa termasuk kedalam kelompok pewarnaan Romanowsky, prinsip dari pewarnaan Giemsa yaitu adanya
presipitasi hitam yang terbentuk dari penambahan larutan metilen blue dan eosin yang dilarutkan dalam metanol.
Komposisi pewarnaan Giemsa terdiri dari eosin, metilen azur dan metilen blue yang berguna untuk mewarnai
darah melalui fiksasi dengan metanol absolut [7].

Penggunaan pewarnaan Giemsa dalam SADT memungkinkan visualisai struktur sel yang jelas, termasuk eritrosit.
Teknik pewarnaan ini memberikan pewarnaan yang kontras pada nukleus dan sitoplasma sel, yang memudahkan
identifikasi dan analisis sel darah merah. Dengan pewarnaan Giemsa, variasi bentuk dan ukuran eritrosit dapat
diamati dengan jelas, serta membantu dalam diagnosis berbagai kondisi hematologi seperti anemia dan kelainan
sel darah lainnya [8].
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2. Metode
Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah dengan metode eksperimental laboratorium yang bertujuan untuk
menganalisis pengaruh variasi waktu fiksasi pada sediaan apus darah tepi terhadap morfologi eritrosit dengan
pewarnaan Giemsa. Perlakuan yang diberikan berupa variasi waktu fiksasi 1 menit, 2 menit dan 4 menit, kemudian
morfologi eritrosit akan diamati setelah proses pewarnaan menggunakan Giemsa. Alat yang digunakan Alat yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu spuit, fourniquet, tabung vacutainer K3EDTA, object glass, rak pewarnaan
dan mikroskop. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu darah EDTA, kapas kering, kapas alkohol 70%,
metanol, Giemsa, buffer dan imersi oil.

3. Hasil

Hasil Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Institut Kesehatan Medistra

Lubuk Pakam. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh variasi waktu fiksasi terhadap
morfologi eritrosit pada sediaan apus darah tepi (SADT) yang diwarnai menggunakan pewarna Giemsa. Teknik
pengambilan sampel dilakukan dengan metode purposive sampling sebanyak 30 sediaan apus darah tepi yang
dibagi dalam 3 kelompok waktu fiksasi 1 menit, 2 menit dan 4 menit masing-masing kelompok terdiri dari 10
preparat yang difiksasi sesuai waktu yang ditentukan.

Setelah proses fiksasi selesai, seluruh preparat dilakukan pewarnaan menggunakan metode Giemsa, kemudian
diamati secara mikroskopis untuk menilai perubahan morfologi eritrosit. Parameter morfologi yang diamati
meliputi bentuk eritrosit, ukuran eritrosit, serta warna eritrosit.

Tabel 4.1 Hasil Pengamatan Morfologi Eritrosit Berdasarkan Bentuk

Waktu _ Ukuran Total %
Baik % Sedang % Buruk %

1 Menit 5 50,0 5 50,0 0 0,0 10 100

2 Menit 10 100 0 0,0 0 0,0 10 100

4 Menit 0 0,0 6 60,0 4 40,0 10 100

Jumlah 15 50,0 11 13,3 4 13,3 30 100

Berdasarkan tabel 4.1 hasil pengamatan mikroskopis bentuk eritrosit terhadap 30 sampel diperoleh hasil pada
variasi waktu fiksasi 1 menit didapat 5 preparat (50,0%) yang memiliki bentuk sel baik dan didapat 5 preparat
(50,0%) dengan krenasi sedang. Sementara itu pada variasi waktu fiksasi 2 menit didapat 10 preparat (100%)
memiliki bentuk sel eritrosit yang baik. Dan pada pengamatan sediaan apus darah tepi di variasi waktu fiksasi 4
menit dijumpai 6 preparat (60,0%) yang memiliki bentuk sel dengan krenasi sedang, sementara itu terdapat juga 4
preparat (40,0%) dengan bentuk krenasi yang buruk.

4. Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada waktu fiksasi 2 menit, seluruh sampel menunjukkan morfologi bentuk
eritrosit yang baik (100%). Sebaliknya, pada waktu 1 menit, hanya 50% sediaan menunjukkan bentuk baik,
sementara sisanya menunjukkan krenasi sedang. Waktu fiksasi 4 menit justru memberikan hasil terburuk, dengan
60% mengalami krenasi sedang dan 40% mengalami krenasi buruk, hal ini dapat dijelaskan dari proses fiksasi itu
sendiri.

Fiksasi yang terlalu cepat (kurang dari optimal) dapat menyebabkan fiksatif belum sepenuhnya meresap ke dalam
sel, sehingga struktur sel tidak terawetkan secara sempurna. Di sisi lain, waktu fiksasi yang terlalu lama dapat
menyebabkan sel kehilangan air secara berlebihan dan mengakibatkan perubahan bentuk seperti krenasi yaitu
tonjolan-tonjolan kecil di permukaan eritrosit[9]. Hasil ini juga sejalan dengan penelitian oleh [10] yang
menunjukkan bahwa fiksasi selama 3 menit menghasilkan morfologi terbaik, sedangkan durasi lebih lama
menyebabkan peningkatan jumlah sel dengan morfologi tidak normal.

Pada waktu fiksasi 1 menit dan 2 menit, seluruh preparat menunjukkan ukuran eritrosit yang normositik (100%).
Namun, pada waktu fiksasi 4 menit, hanya 40% eritrosit yang normositik. Sisanya menunjukkan perubahan ukuran
yaitu mikrositik (40%) dan makrositik (20%). Perubahan ukuran ini kemungkinan terjadi akibat perubahan tekanan
osmotik intrasel yang dipicu oleh overfixation. Eritrosit yang terpapar metanol terlalu lama dapat mengalami
penyusutan atau bahkan pembengkakan akibat rusaknya membran sel, sehingga mengakibatkan munculnya bentuk
mikrositik atau makrositik secara artifisial. Ini merupakan bentuk artefak yang dapat mengganggu interpretasi
klinis jika tidak diperhatikan. Ukuran eritrosit merupakan indikator penting dalam identifikasi jenis anemia.
Misalnya, mikrositik sering dikaitkan dengan anemia defisiensi besi, sedangkan makrositik bisa mengarah pada
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anemia megaloblastik [12]. Oleh karena itu, perubahan ukuran akibat waktu fiksasi yang tidak tepat dapat
menyebabkan misinterpretasi diagnostik jika tidak dikontrol dengan baik.

Warna eritrosit yang normal adalah normokromik, ditandai dengan warna merah muda dengan bagian tengah lebih
pucat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa warna normokromik sepenuhnya dipertahankan pada waktu fiksasi 1
dan 2 menit (100%). Namun, pada fiksasi 4 menit, hanya 30% yang normokromik. Selebihnya, terdapat 40%
eritrosit hipokromik dan 30% hiperkromik. Hal ini menunjukkan bahwa pewarnaan yang optimal sangat
dipengaruhi oleh proses fiksasi.

Pewarna Giemsa bekerja dengan prinsip reaksi asam-basa antara komponen sel dan zat warna, dan proses fiksasi
yang terlalu lama dapat mengganggu keseimbangan penyerapan warna. Eritrosit yang overfixed dapat menyerap
zat warna secara berlebihan (hiperkromik), atau justru mengalami penolakan terhadap zat warna akibat kerusakan
membran (hipokromik). Warna eritrosit yang terlalu gelap (hiperkromik) atau terlalu pucat (hipokromik) dapat
menyulitkan interpretasi mikroskopis, terutama dalam mendeteksi hipokromik akibat anemia [5].

Uji normalitas digunakan untuk menentukan apakah data mengikuti distribusi normal, sebagai dasar pemilihan uji
statistik yang sesuai. Dalam penelitian ini, uji normalitas dilakukan terhadap parameter morfologi eritrosit yaitu
bentuk, ukuran, dan warna, menggunakan uji Shapiro-Wilk, karena jumlah sampel kurang dari 50. Berdasarkan
hasil uji Shapiro-Wilk, diperoleh nilai signifikansi (Sig.) sebesar 0,000 untuk seluruh, yang berarti p < 0,05. Hal ini
menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi normal. Oleh karena itu, peneliti menggunakan uji non-parametrik
Kruskal-Wallis dalam analisis selanjutnya, yang lebih tepat digunakan untuk data yang tidak berdistribusi normal
atau berskala ordinal.

Hasil uji Kruskal-Wallis yang dilakukan pada data morfologi eritrosit menunjukkan nilai p < 0,05 untuk seluruh
parameter bentuk, ukuran, dan warna. Artinya, hal ini menandakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
secara statistik antara kelompok waktu fiksasi 1 menit, 2 menit, dan 4 menit terhadap hasil morfologi eritrosit pada
sediaan apus darah tepi. Untuk mengetahui secara lebih spesifik kelompok mana yang memiliki perbedaan
bermakna, dilakukan uji lanjutan menggunakan Post Hoc Mann- Whitney U test dengan koreksi Bonferroni.
Berdasarkan hasil uji Post Hoc Mann- Whitney U test dengan koreksi Bonferroni, diketahui bahwa terdapat
perbedaan morfologi eritrosit yang signifikan pada seluruh aspek yang diamati, yaitu bentuk, ukuran, dan warna
antar kelompok waktu fiksasi (1 menit, 2 menit, dan 4 menit). Pada parameter bentuk eritrosit, ketiga perbandingan
menunjukkan perbedaan signifikan. Hal ini mengindikasikan bahwa lamanya waktu fiksasi memengaruhi
kestabilan membran eritrosit, yang dapat menyebabkan perubahan bentuk seperti peningkatan krenasi. Waktu
fiksasi yang terlalu cepat atau terlalu lama dapat menyebabkan gangguan struktural pada eritrosit.

5. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai “Pengaruh Variasi Waktu Fiksasi Sediaan Apus Darah Tepi
(SADT) Terhadap Morfologi Eritrosit dengan Pewarnaan Giemsa” dapat disimpulkan bahwa: Variasi waktu
fiksasi memberikan pengaruh yang signifikan terhadap morfologi eritrosit, baik dari segi bentuk, ukuran, maupun
warna, pada sediaan apus darah tepi (SADT) yang diwarnai menggunakan pewarnaan Giemsa. Waktu fiksasi 2
menit menghasilkan morfologi eritrosit terbaik, dengan seluruh preparat menunjukkan bentuk yang baik, ukuran
normositik, dan warna normokromik. Sebaliknya, fiksasi 1 menit masih menunjukkan beberapa bentuk krenasi
sedang, dan fiksasi 4 menit menyebabkan kerusakan morfologi berupa bentuk buruk, ukuran tidak normal, serta
perubahan warna yang signifikan.Fiksasi merupakan tahap penting dalam pembuatan SADT, karena durasi yang
tidak sesuai dapat menimbulkan artefak morfologi yang mengganggu interpretasi hasil mikroskopis. Oleh karena
itu, pemilihan waktu fiksasi yang tepat sangat penting untuk menjaga kualitas preparat.
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