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PEMERIKSAAN IMMUNOHISTOKIMIA 

1. Pendahuluan 

Telah lebih dari 100 tahun 1amanya ah1i Pato1ogi amat men

ganda1kan pemariksaan mikroskop sinar dari irisan b10k parafin 

dengan fiksasi formalin at au for.a1dehid untuk diagnosis histopa1o

gi. Me1a1ui penga1runan yang laJIIa ini seorang ah1 i Patologi (surgi

cal pathologist) mampu membuat interprestasi proses penyakit dengan 

eara mengena1i po1a dari sa1-se1 seeara individual, susunannya dan 

hubungannya dengan se1 sekitarnya. Kenda1a dari diagnosis morpologi 

ini adalah penentuan janis kanker yang differensiasinya rendah at au 

tumor ganas anap1astik yang jum1ahnya 60X. Kenda1a diagnosis ini 

timbu1 sete1ah bahan difiksasi dengan formalin dan dib10k dangan 

parafin. 

Interprestasi dari fungsi sal yang dapat di 1 ihat me1a1ui 

warna hasi1 pengeeatan khusus inilah yang saat ini merupakan -gold 

standard" untuk menegakkan kebenaran dalam eva1uasi diagnosi s 

klinis suatu penyakit. 

Pengena1an pola, susunan dengan per_ainan warna ini merupakan 

bagian utama dari diagnosis jaringan saat ini. 

I .. unohistoki.ia 

Immunohistoki.ia marupakan prosedur yang relatif tidak 

_aha1, tidak memer1ukan a1at dan ketrampilan dengan spesia1isasi 

tinggi serta 1ebih eepat. metoda ini sakarang te1ah digunakan 

seeara 1uas dinegara maju untuk Pato1ogi bedah (surgical pathology) 

dan dapat memberi informasi penting da1am identifikasi kanker 

anaplastik, penentuan jenis lakemia dan lymphoma, identifikasi agen 

keradangan, hormon esse, hormon reseptor, "'tumor grOtfth Fraction"' 

dan oncogenes, yang terakhir ini sebagai pe_bantu penentu prognosis 
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kanker. Immunohistokimia dimulai tahun 1941, ketika Coon dkk berha

sil mel abel antibodi dengan fluorescein. 

Selama 25 tahun immunofluorescence Ift9rupakan satu-satunya 

metode immunohisto (sito) kelllistri dan walau menggunakan illlmuno

fluorrescence secara langsung maupun tak langsung untuk berbagai 

aplikasi terutama dalam immunopatologi, 

luas untuk diagnosi s rutin histopatologi 

alasan. 

ternyata tidak diterima 

dan sitologi karena dua 

Yang pertama adalah karena gambaran morfologi secara rinci tidak 

jelas dan yang kedua preparat tidak dapat disi.pan. 

Pada tahun 1966 berkat terobosan Nakane, Piere dan Stemberg

er 1975, Immunohisto (sito) kemistri diterima sebagai prosedur 

rutin untuk diagnosis patologi dan sitologi. Sejak teknologi hibri

doma diperkenalkan pada tahun 1975 oleh Kohler dan Milstein sampai 

sekarang telah diproduksi banyak antibodi moooklonal spesifik dan 

sensitif . 

Oi Inggris pada tahun 1990 dari sejumlah 30.000 pemerik

saan, 45X dari semua tumor, diperiksa inmunohistoki.istri, 53X 

untuk konfirmasi diagnosis histopatologi, untuk diagnosis defini

tif dari diagnosis banding sebanyak 14,4X, memberi sumbangan infor

masi yang bermanfaat sebanyak l8X dan tidak dapat memberikan 

informasi karena fiksasi kurang sempurna sebanyak 13.5X diagno

sis yang tidak diduga sebanyak lX. 

Di Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga, metode Immuno

histo (sito) kemistri telah dilakukan sejak tahun 1980 untuk kepen

tingan penelitian S3 kasus perkasus. Sejak tahun 1990 pemeriksaan 

immunohisto (sito) kelllistri telah mulai lancar dan mulai menerima 

pemeriksaan dari luar khusus untuk kasus-kasus sulit. 

Di Rumah Sakit Dr Soetomo Surabaya metode ini belum dilakukan. 

namun oleh karena rumah sakit Dr Soetomo adalah suatu rumah sakit 

akademis maka ini mutlak harus dilaksanakan. 
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Dari 90 kasus dengan undifferentiated malignant tUlnOr tahun 1992 

yang ka.i evaluasi secara i~.unohisto (sito) ke.istri hasilnya 

sebagai berikut : 

- 60X menentukan diagnosa definitif dari diagnosa banding 

- 13,3X untuk konfirMasi diagnosis 

- 13,3X _emberi info~asi yang berManfaat 

- 4,4X diagnosa yang tidak terduga 

- 11,1X tidak dapat memberi informasi karena bahan tidak 

represtatif 

II. Tujuan 

Aplikasi praktis Immunohisto (sito) ke~istri dengan .. eng9O

nakan antibodi Monoklonal untuk diagnosis patologi tutnor adalah 

untuk 

1. Klasifikasi Neoplasaa 

Klasifikasi ini menggunakan panel antibodi rnonoklonal yang 

terdiri at as sede.ikian rupa sehingga positif dan negatif 

saling .amperkuat untuk mencapai diagnosis definitif. 

a. Analisa TUIIIOr Sal Sesar 

Terdiri atas karsinoma anaplastik, ly.phoma sel besar, 

melanoma amelanotik, antibodi monoklonal yang digunakan 

yaitu anti sitokeratin, anti vi.entin, anti EMA. NKI/C3. 

anti LeA. 

b. Analisa TUIIIOr Sal Bulat 

Terdiri atas Ewing Sarkoma, Neuroblastoma, Lymphoma Lympho

blastik, Embrionic Rhabda.yo Sarkoma. Antibodi monoklonal 

yang di gunakan yai tu anti si tokerati n, anti -nerofi 1 amen, 

anti desmin, anti LCA 

c. Oifferensiasi Karsinoma Adena Squamous 

Oengan anti sitokeratin 18 dan 10 
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d. Diagnosa banding mesotelioma dan Adena karsinoma Paru 

Antibodi monoklonal yang digunakan adalah anti sitokeratin 

5, CEA 

e. Karakterisasi Sarkoma 

Oengan anti desmin, anti faktor B, anti GFAP, anti protein S 

100 

f. IMmunophenotyping Lymphoma 

2. Oeteksi Sal NeoplaSIA 

Hisalnya deteksi sal tumor dalam jumlah kecil dalam kelen-

jar getah bening at au SU1llSum tulang misalnya sal tumor 

payudara atau sel leukemia. 

3. Menentukan Lokasisasi TUIIIOr prill9r 

Permasalahan yang penting disini adalah Adeno Karsinoma. 

Karsinoma jenis skuamus lebih peka terhadap radiasi dari sitos

tatika, tetapi Adeno Karsinoma terutama yang berasal dari 

saluran pencernaan, ginjal dan sarvik mempunyai reaksi yang 

jelek pada terapi tersabut. 

Adeno karsinoma tiroid, payudara, ovarium dan prostat mempunyai 

respon dari sedang sampai baik. Kedua kelompok karsinoma ini 

harus dibedakan dengan baik. Karsinoma prostat dapat dideteksi 

dengan prost at spesific antigen, tiroid dengan trioglobulin. 

Karsinoma nedulare tiroid dengan CEA dan calcitonin. yang sulit 

dibedakan adalah karsinoma kolon dan paru. Bila surfakan apo-

protein positif berarti karsinoma tersabut berasal dari paru. 
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Jen,s Ant'gen kars,noma dar, Berbaga, Asal 

C E A OC 25 OV-Tl3 

Paru + -(+) -
Payudara + + -
Kolon + - -
OVah \JIll -(+) +(-) + 

Endometr, \JIll -(+) + -
Serv,k -(+) + -

4. Pa.eriksaan I..unohistokeaistri lain yang penting dengan Antibo

d, Monoklonal Terhadap : 

- Resaptor transfer,n yang terl,bat pada .,tos's 

Reseptor yang ada hubungannya dengan fungs, sel III, sal nya 

reseptor ,nterleukin 2 

- Faktor pertlJlllbuhan (ep,denll's, der,vat platelet) dan produk 

onkogen 

- Reseptor yang ada hubungan dengan ~etatase (homing reseptor) 

- Bahan dar, MeMbran basal. 

Ya,tu lam,n,n dan kolagen II dan IV berperan untuk mengetahu, 

mikroinvas'. 

- Reseptor yang ada hubungan dengan terapi : estrogen, steroid. 

Untuk kanker paru, neuron spes,f,k enolase atau chromogran,n 

atau petanda neuroendokr,n 123 C3) bereaksi positif pada 

kars,noma sal kecil dan karsinoid. Pet and a in, juga posit,f 

pada karsi noma yang 1 a, n dengan kl i ni s yang agresi f. Bi 1 a 

hasil menunjukkan reaks, positif, berarti sebaiknya d,terap' 

sebaga, karsinoma sal kecil. Membedakan karsinoma sal kec,l 

dengan tumor kars,no,d lIIenggunakan reseptor transferin yang 
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berperan pada mitosis, karena akan bereaksi negatif' pada 

kars inoid . 

Dengan makin banyak tersedianya antibodi monoklonal yang 

reaksi pada antigen lekosit dan sub populasi lekosit, telah 

di lIIungki nkan di agnosi s dan subk.l asi f'i kasi dari 1 Ylllphoma 

mal i gna yang lebih di percaya dan lebih cepat. Reproduksi 

klas if'ikasi dari lYlllpho~a Non Hodgkin naik dengan pesat 

secara bermakna dari 60-70% saIIIpai h~pir 100% bila diguna

kan immunophenotyping. 

Untuk ahli Patologi bedah (surgical pathologist) illlmunophe

notyping ini amat berguna dan kadang-kadang merupakan suatu 

ke ha rusan, karena 

- diff'erensi reaktif' hiperplasia dari li.f~a maligna 

- di fferensiasi jeni s tertentu dari Morbus Hodgki n yai tu 

jenis li~fosit predominan dari limf~a sel kecil sel B 

- memast i kan "neoplastic cell line" untuk kepentingan prog

nosi s dan terapi 

- klasifikasi Non Hodgkin limfoma terutama bentuk diff'us dan 

limfoma sel besar. 

5. I_unophenotypi ng dari LYJlphoaa 

1. Sel Reedsternberg positif pada lingkungan yang tepat ----> 

M.Hodgkin 

2. Sel Reedsterberg negatif' ----) Non Hodgkin L. 
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I~lunophenotyping 
tahap I 

Tahap II (subtyping) 

Keteranqan : 

pe anda 
sel B 

se B 
IYlphola 

pe anda 
sel T 

se T 
IYlphoma 

pe anda 
IOnosit/lakrofag 

"True" 
histiocyic 
IYlphOla 

tidak a a 
petanda 
tahap I 

I Lymphoblast1c 
atau "true" 
histiocytic L 

subtyping HHL jenis T pada saat ini bel ....... utlak diperlukan 

karena penderita dengan sal T ly.pha.a umu.nya lIIempunyai prog-

nosis yang jelek. 8ila terapi dengan interferon akan diberikan 

pada penderita, subtyping lebih lanjut perlu dibuat, mengingat 

ada tidaknya reseptor lymphokine saperti interleukin 2 dapat 

meramal sukses tidaknya terapi. Adanya i .... unoglobulin sitoplas-

ilia yang .. onotik (Cig) dan tidak ada komple .. en (CRI) dapat 

membedakan lymphoma 8 immunoblastik dari santroblastik. Lympho-

1118 histiocytic dapat didiagnosis bila petanda sal T dan sal 8 

negatif dan petanda histiosit positif. Untuk i_unophetyping 

infiltrat lilllfosit histiosit pada kulit perlu lIIenggunakan 

petanda proliferasi Ki 67. 8ila reaksi positif pada infiltrat 

epiderMis berarti Mycosis Fungoides dan positif pada li.fosit 

dermis dan epidermis menandakan suatu Sindra.a Sezary. 
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III. Dasar 

Diagnosis akurat suatu tu~or atau yang lain , mutlak 

diperlukan dengan gabungan antara gambaran Morphologi dan fung-

sional pada bahan sitologi (sel) ataupun histopatologi 

(j ari ngan) . 

Dengan menggunakan bantuan petanda-petanda dari sel, jaringan atau 

bahan atau produk sal atau tumor maka akan dapat diperoleh diagno

sis yang amat mendekati kenyataan. 

Petanda-petanda ini sering berupa monoklonal I poliklonal 

antibodi yang sekarang telah banyak terdapat dipasaran. 

Ada 4 metoda pemeriksaan yang kami gunakan yaitu : 

1. Imunoperoksidase tak langsung 3 tahap (strep Ab complex HRP) 

untuk : 

a. bahan parafin 

b. bahan sitologi I fresh 

2. Imunohistokimia tak langsung 3 tahap dengan microwave. 

Untuk bahan parafin. 

3. LSAB 2 kit 

4. Prosedur ABBOTT ER monoklonal 

IV. Batasan 

Pemeriksaan imunohistokimia adalah pemeriksaan imunokimia 

pada bahan histopatologi atau sitologi dengan Menggunakan antibodi 

poliklonal atau MOnOklonal. Pemeriksaan ini diperlukan apabila 

hasil diagnosis pemeriksaan sitologi atau histopatologi : 

1 ) be 1I.n tuntas 

2) dalam diagnosa banding 

3) meragukan 

4) tidak sesuai dengan diagnosis kl i ni k 

5) tidak dapat menentukan 

6) 1 ihat tujuan 

8 

) 

1 
) 



v. Prosedur Tetap Pengiri.an Bahan 

Cara Pengi ri IUU\ Bahan 

1. Bahan blok parafi n 

(tidak lebih dar i 1 bulan) 

2. Bahan Bitologi / FHA 

3. Bahan biopsi 

4. Bahan segar 

Fiksasi 

Bahan yang baik adalah yang dikiri .. ke laboratori um Imuno

histokimia berupa bahan segar . Ini berlaku untuk tempat pen g irima n 

yang dekat dengan laboratorium. 

Bahan sitologi FHA atau biopsi sebaiknya difiksasi denga n alkohol 

70X. Bahan segar di.asukkan ke dalaN aluminium foil lalu di .. asukkan 

dalaN tempat atau terRlos dan diberi dry ice. 

Untuk bahan parafin sebaiknya tidak lebih dari 1 bulan. 

luIa P81118ri ksaan 

Bila tidak ada halangan (listrik mati, kasus sulit, hari 

libur) hasil akan selesai dala. 2 hari . 

Biaya 

Walaupun pemeriksaan i.unohistoki.ia di saksi Imunohistoki

mia masih banyak untuk riset, namun kami -anerima pemeriksaan dari 

RSUD Dr Soetomo Surabaya. Sehubungan dengan mahalnya antibodi dan 

masih merupakan pellKlriksaan yang belum rutin .aka tentunya biaya 

pemeriksaan akan lebih tinggi dari biaya patologi/sitologi . 

Tempat P81118ri ksaan 

Sampai saat ini atau s ejak tahun 1990 seksi imunohi s tok i mi a 

laboratorium Patologi Anatomi .enerima pe-ariks aan imunohi s tokimia 
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di Fakultas Kedokteran. Sedangkan ka.i sedang berbenah untuk ~~bu

ka pemeriksaan di Instalasi patologi AnatOGli RSIJO Dr SoetOilO Sura

baya. 

Prosedur Pa.eriksaan. 

A. I.unoperoksidase Tak langsung 3 Tahap. 

Prosedur : 

1 . Oiparafinisasi 5% dalam xylene (3 X) 

Dehidrasi (3X 100%, lX 96%, lXBO% alkOhol) 

2 . a. Hengeluarkan pigmen inerkuri bila perlu 

Sediaan masukkan dalaM lugol (0,5% Jo didalam 70% alko-

hol) 

Cuci 3 kali dengan aquadest, kemudian .asukkan dalam 

2,5% natrium - th i osulfat dan cuci 3 kali dengan 

aquadest. 

b. - Oiinkubasi di dalam 0,4% pepsin dalam 0,001 HCL 

untuk keratin dan faktor B salama 60 manit dalam suhu 

ruang 37
0 

C 

- Oiinkubasi dalam 0,1 % Ca e12, pH 7,B dengan 0,1 N Na 
o OH salama 30 menit dalam suhu ruang 37 C untuk 

intrase1uler imunoglobulin 

3. Oil akukan blok endogenous peroksi dasa j i ka perl u sedi aan 

dimasukkan ke dalam larutan hydrogen peroksidase 0,3 

dalam methonal, waktu 30 menit didalaa suhu ruang 

4 . Sediaan dicuci 4 kali dengan PBS, satiap 5 menit diganti 

5. Oiinkubasi dengan yang bukan imun sarum dengan pengenceran 

1/5 salama 10 menit pada suhu ruang (jika perlu). Kemu

dian larutan dibuang begi tu saja tidak perlu dicuci. 

6 . Sediaan d i tetesi antibodi primer 60 menit dalam suhu ruang . 

- Monoklonal antibodi diencerkan dengan PBS + BSA 0,5% 

- Polyclonal antibodi di e ncerkan dengan PBS 
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kecual i intermediate ~naJllent protein, diencerkan saJIIa 

dengan monoklonal antibodi. 

7. Cuci 4 kali dengan PBS setiap 5 Manit diganti 

B. Sediaan ditetesi dengan antibodi sekunder selama 40 manit 

dalam suhu ruang. 

Monoklonal antibodi dengan antibodi E 354 

Poliklonal antibodi dengan antibodi E 353 

9. Cuci 4 kali dengan PBS, satiap 5 manit diganti 

10 . Diinkubasi dangan strep AB cOIIplek selama 10 manit dalam 

suhu ruang . 

11. Cuci 4 kali dengan PBS setiap 5 manit diganti 

12. Dilakukan aktivitas peroksidase larutan DAB I AC salama 5 -

10 menit dalam suhu ruang 

13. Dicuci 2 kali dengan aquadest 

14. Dilakukan counter stain dengan Hal.atoxylin Mayer selama 5 

menit 

15 . Dicuci selama 10 menit dengan air mengalir 

16. Kalau pakai AEC, langsung ditutup dengan aquamant, kemudian 

dilihat di mikroskop. 

17. Kalau dipakai DAB, dilakukan dehidrasi dengan alkohol yaitu 

lX BO%, 2X 96%, 3X 10OX, 3 xylol. 

Kemudian ditutup dengan entalan, dilihat dimikroskop. 

Keterangan : 

- Kalau pemariksaan sitologi langsung dilakukan ~iksasi dengan 

aceton salama 10 _nit 

- Kemudian dicuci dangan PBS 4 kali IIIasing- masing salama 5 

menit 

- Langsung ditetesi antibodi primer selanjutnya sampai salesai 

seperti yang diatas . 
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B. Illunoperoksidase tak langsung 3 tahap dengan Microwave. 

1. Sediaan parafin dilakukan dewax, yaitu x;101 3 kali kelludian 

alkohol 3 kali 100X, 1 kali 96X, 1 kali BOX 

2. Oi 1 akukan blok endogenous peroksidase dengan O,5lt H202 dalaJII 

methanol selama 30 menit, kemudian .di.asukkan air seoontar. 

3. Dicuci selaJIIa 1 .. enit dalam air lIengalir, ke .. udian dimasukkan 

aquadest sebentar 

4. Oi 1 akukan tahap mi krowave dengan pemanasan sa 1 ama 10 meni t , 

menggunakan larutan 10 mm citrat buffer pH 6,0 

5. Oilingkari dengan ··PAp· pen (Dakopatts, cat, No. S 2002). 

kemudian dimasukkan dalaJII PBS pH 7,4 selaJIIa 5 lIenit. 

6 . Oilakukan bloking serum, dillasukkan dalam 3X nor.al horse serum 

salama 20 menit 

7. Kemudian larutan bloking senJIII dibuang tidak perlu dicuci. 

ditetesi dengan primary antibodi yang sudah diencerkan dengan 

NHS, sala.a semala.. dalam suhu ruang. 

B. Oicuei PBS pH 7,4, 2 kali masing-masing 3 ~nit 

9. Oitetesi dengan antibodi sakunder yang sudah diencerkan dengan 

NHS, diinkubasi salama 30 menit. 

10. Oicucui PBS pH 7,4, masing-masing Z kali salama 3 menit 

11. Oi tetes i dengan conjugated streptavidin yang sudah diencerkan 

1/1500 dengan NHS selawoa 60 menit dala. suhu ruang 

12. Oicuei PBS pH 7,4 masing-masing 2 kali selawoa 3 .enit 

13. Oimasukkan larutan substrat peroksidase 25 IIg 

DAB ke dalam 50 ml Tris HCl pH 7,4 ditaJllbah 50 111 H202 30lt, 

selama 15 - 20 menit. 

14. Oicuci PBS pH 7,4 sebentar 

15. Dimasukkan Conterstain dengan Hayer's Haematoksilin 

16 . Dilakukan dehidrasi yaitu alkohol 1 kali BOX, 1 kali 96X, 3 

kali 100lt. kemudian xilol 3 kali 
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11. Oitutup dengan entelan dan galas penutup lalu dilihat di Mikro

kop 

C. Peaeriksaan lSAB 2 Kit 

1. Sediaan parafin dilakukan dewak. 

Sediaan sitologi difiksasi dengan aceton sela.a 10 Menit 

2. Sediaan dilllasukkan Tris Buffer, kemudian ditetesi botol 1 yang 

berisi 3% hidrogan peroxide, diinkubasi salama 5 manit dalam 

suhu ruang. 

Cuei dengan Tri s buffer yang baru sa 1 aJIIa 2 IIIeni t 

3. Sediaan ditetesi dengan priMer antibodi, diinkubasi sel8Jlla 10 

_enit dalam suhu ruang. 

Cuei dengan Tris buffer yang baru sala.a 2 _nit 

4. Sediaan ditetesi dengan larutan berwarna kuning (botol 2) yang 

berisi Biotinylated Secondery Antibodi, diinkubasi selaMa 10 

menit dalam suhu ruang. 

Cuei dengan Tris buffer yang baru sala.a 2 menit 

5. Sediaan ditetesi dengan larutan berwarna merah (botol 3) yang 

beri si strepavi di n peroksi dase Conj un gate , di i nkubasi sel aJIIa 

10 menit dalam suhu ruang. 

Cuei dengan Tri s buffer yang baru sel araa 2 _ni t 

6. Angkat dari Buffer 

Oitetsi dengan larutan substrat chromogen, diinkubasi salama 10 

menit dalam suhu ruang, kemudian cuci dengan aquadest sebentar. 

1. Oilakukan Counterstain selaJlla 5 deti k dengan Mayer Haematoksi

lin, kellludian dimasukkan larutan Scott·s bluing selaMa 30 

detik, kemudian dimasukkan air. 

8. Dilakukan mounting dengan _dia Dako Glycergel, code No. C563 

dan gelas penutup. 

Kemudian hasil dilihat di Mikroskop. 
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D. Prosedur Abbott ER Honoklonal 

Pers iapan : PBS 0,01 Mol untuk 1 minggu (Fresh) 

- Methanol Absolut (alkohol absolut) 

- Harri s Hematoksillin 1% 

- Control Negatif 

- Adesive 

- Kontrol positif 

Prosedur 

1. Sediaan parafi n dilakukan dewak, kemudian dimasukkan larutan 

PBS se 1 ama 5 lIIeni t 2 ka 1 i da 1 aJII suhu ruang. Ka 1 au j ari ngan 

sitologi langsung fiksasi aceton 10 .. enit, kemudian dimasuk

kan larutan PBS selama 5 .anit 2 kali dalam suhu ruang. 

2 . Menghilangkan kelebihan PBS pada sediaan pemeriksaan dan se-

diaan kontro l 

3. Reagen bloking diteteskan pada sediaan maupun kontrol 

4. Diinkubasi selama 15 me nit dalam Chamber 

5. Kelebihan cairan bloking dibersihkan 

6. Primer antibod i diteteskan pada sediaan dan cairan kontrol pada 

sediaan kontrol. 

Inkubasi selama 30 menit pada Chamber 

7. Mas ukkan dalam PBS selama 5 menit, dan ulangi dengan PBS baru 

B. Dibersihkan d a ri PBS 

9. Tetesi larutan Bridying antibodi, inkubasi selama 30 menit 

da 1 am Chamber 

10. Masukkan dalam PBS selama 5 menit dan ulangi dengan PBS baru 

11. Diulangi dengan PBS baru 

12. Ditetesi larutan PAP complex baik sediaan maupun kontrol. 

Inkubasi selama 30 menit pada Chamber 

13. Masukkan dalam PBS selama 5 menit ulangi dengan PBS baru 

14 . Bersihkan dari PBS selama 10 - 15 menit. 

Sebelum nomor 14 harus disiapkan larutan Chromogen Substrat. 
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Persiapan tabung gas, pengaduk galas/plastik, pipet 

harus barsih. 

seftlua 

Cara 1 tablet DAB di~pur dengan 5 cc substrat diaduk 

ke~udian ditutup. 

Larutan substrat hanya dapat dipakai selama 30 

_nit. 

15. Teteskan larutan Chra.ogen ke setOua slide (meliputi slide). 

Inkubasi sela.a 5 - 7 _nit 

16. Henghilangkan kelebihan Chra.ogen dengan 100 cc air 

17. Hasukkan dalllll stainin"g jar baris; aquadest 

16. Dialiri aquadest sellllla 5 - 6 menit 

Conterstaning 

19. Harris He.atoksilin 1~ Inkubasi 4 - 6 menit 

20. Air mengalir 4 - 6 _nit 

Mounting 

21. Alkohol absolut inkubasi sellllla 2 menit 

22. Alkohol absolut inkubasi sellllla 2 menit 

23. Xilol inkubasi sela.a 2 .enit, ulangi dengan x;lol baru salama 

2 .snit 

24. Entelan, ~ounting dan galas penutup 

Ditunggu sallllla 10 _nit untuk pe_riksaan .ikroskop. 

--
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