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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui sebaran karbohidrat pada usus biawak air dengan metode
histokimia. Organ usus dari satu ekor biawak jantan dewasa dikoleksi melalui prosedur perfusi dan
selanjutnya difiksasi dengan larutan paraformaldehid 4%. Usus biawak dibagi menjadi enam bagian, yaitu
bagian | sampai VI dan selanjutnya diproses menjadi preparat histologi. Deteksi sebaran karbohidrat
pada lapisan mukosa usus dilakukan dengan pewarnaan alcian blue (AB) pH 2,5 untuk karbohidrat asam
dan periodic acid schiff (PAS) untuk karbohidrat netral. Hasil penelitian menunjukan bahwa sebaran
karbohidrat asam ditemukan pada sel goblet pada keenam bagian usus dengan intensitas reaksi
sedang (++) sampai kuat (+++), dan tidak ditemukan pada struktur usus lainnya. Sebaran karbohidrat
netral ditemukan di seluruh permukaan jaringan usus dengan intensitas reaksi lemah (+) sedangkan
intensitas reaksi sedang (++) sampai kuat (+++) ditemukan pada sel goblet. Jumlah sel goblet penghasil
karbohidrat asam dan netral pada usus bagian I-IV lebih sedikit (+~++) dibandingkan usus bagian V-VI
(+++). Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa sebaran karbohidrat asam dan netral
ditemukan diseluruh bagian usus dengan intensitas pewarnaan yang bervariasi. Jumlah sel goblet yang
terdeteksi menghasilkan kedua jenis karbohidrat tersebut lebih banyak ditemukan pada usus bagian
kaudal.

Kata kunci: jaringan usus, sel goblet, karbohidrat asam dan netral, Varanus salvator

ABSTRACT

The objective of this study was to elaborate the distribution of carbohydrate in intestine tissue of
water monitor using histochemical method. Intestinal organ from an adult male water monitor was
collected after perfused and subsequently fixed in paraformaldehyde 4%. Intestinal organ was divided
to six regions e.g. | to VI and then processed to histological slides. The carbohydrate distribution on
the mucosal surface of intestinal tissue was stained with alcian blue (AB) pH 2.5 for detect the acid
carbohydrates and periodic acid Schiff (PAS) for the neutral carbohydrates. The results showed that the
distribution of acid carbohydrates found in the goblet cells at the | to VI regions with vary intensity of
staining reaction with good staining (++) to intense staining (+++), whereas other intestinal structures
did not contain the acid carbohydrates. Furthermore, the distribution of neutral carbohydrates was
found in the whole intestinal tissue with weak reaction (+), while good staining (++) to intense staining
(+++) was appeared in the goblet cells. Additionally, the number of goblet cells containing acid and
neutral carbohydrates at the I-1V region was fewer (+~++) than at V-VI region (+++). Conclusion of this
study is the distribution of acid and neutral carbohydrates appeared in all regions of the intestinal tissue.
The large number of goblet cells that secreting both of carbohydrate type was found at the caudal of
intestinal tissue.

Keywords: intestinal tissue, goblet cells, acid and neutral carbohydrates, Varanus salvator
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PENDAHULUAN

Biawak air (Varanus salvator) merupakan salah
satu spesies reptil yang belum dilindungi di Indo-
nesia. Namun demikian, beberapa tahun terakhir
populasi satwa liar termasuk biawak di alam mulai
menurun (Gumilang, 2002). Kondisi tersebut di-
sebabkan banyaknya spesies reptil yang diekspor
untuk diambil daging dan bagian tubuh lainnya atau
dijadikan sebagai hewan peliharaan (Mardiastuti &
Soehartono, 2003). Bagian tubuh biawak air yang
paling populer dan diminati dalam perdagangan
adalah kulitnya. Kulit biawak memiliki pola dan serat
kulit yang tergolong unik, awet, dan bernilai eko-
nomis tinggi. Pada tahun 1990 sebanyak 2,5 juta
kulit biawak telah diperdagangkan (Bennet, 1998).
Apabila kegiatan tersebut terus menerus dilakukan
tanpa pengawasan, dikhawatirkan populasi biawak
di Indonesia akan terus berkurang. Oleh karena
itu perlu dilakukan upaya untuk mempertahankan
populasi biawak dengan melakukan penangkaran
di luar habitat asli.

Faktor penting yang harus diperhatikan dalam
melakukan penangkaran satwa liar seperti biawak
adalah faktor adaptasi terhadap habitat ex-situ,
seperti adaptasi terhadap temperatur, kelembaban,
fasilitas untuk berkembang biak, dan jenis pakan
yang diberikan. Pakan merupakan kebutuhan hidup
pokok satwa yang jenisnya diberikan sesuai dengan
kemampuan organ pencernaan dalam mencerna
dan mensintesis zat-zat makanan. Zat-zat tersebut
selanjutnya diubah menjadi energi yang diperlu-
kan untuk aktivitas sehari-hari termasuk aktivitas
reproduksi.

Usus merupakan bagian darisaluran pencernaan
yang terlibat langsung dalam proses digesti, ab-
sorbsi, serta ekskresi sisa-sisa makanan (Frappier,
2006). Permukaan mukosa saluran pencernaan,
mulai dari lambung hingga kolon dilapisi oleh lapisan
mukus (Atuma et al., 2001) yang berbentuk gel dan
bersifat viscoelastic. Sekreta tersebut berfungsi
untuk melumasi mukosa usus dan melindunginya
dari kerusakan dan invasi patogen (Montagne et
al., 2004). Substansi mukus merupakan komponen
makromolekul karbohidrat yang terutama ditemu-
kan dalam bentuk glikoprotein dan garam anorga-
nik (Keskin et al., 2012), proteoglikan, dan glikolipid
(Kiernan, 1990). Substansi tersebut disekresikan
oleh sel-sel epitel absorbsi dan sel goblet pada
mukosa usus (Frappier, 2006). Secara fisik, mukus
merupakan suatu glikosilasi dan protein dengan
berat molekul tinggi yang dikenal dengan mucin.
Substansi mucin berbentuk granul yang dihasilkan
oleh sel goblet spesifik yang terdapat pada bagian
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permukaan mukosa saluran pencernaan (Devine &
McKenzie, 1994) yang berfungsi untuk memproteksi
dan melubrikasi saluran pencernaan (Keskin et al.,
2012).

Deteksi substansi glikogen atau karbohidat
secara umum pada usus halus dapat dilakukan
dengan metode histokimia alcian blue (AB) dan
periodic acid Schiff (PAS). Kedua metode tersebut
dilakukan untuk mengetahui sebaran karbohidrat
dan fungsinya dalam sistem pencernaan dan organ-
organ tubuh lainnya. Kiernan (1990) menyatakan
bahwa pewarnaan AB digunakan untuk mendeteksi
karbohidrat yang bersifat asam sedangkan pewar-
naan PAS digunakan untuk mendeteksi karbohi-
drat bersifat netral. Metode histokimia AB dan
PAS tersebut telah diaplikasikan untuk mendeteksi
sebaran karbohidrat pada esophagus, lambung,
dan usus halus biawak nil (Varanus niloticus) (Ahmed
et al., 2009), saluran pencernaan ular colubridae
(Dehlawi & Zaher, 1989), pencernaan kadal bermata
ular (Cakici & Akad, 2013), dan saluran pencernaan
Uromastyx aegyptiaca (Zaher et al., 2012). Aplikasi
metode histokimia AB dan PAS untuk mendeteksi
sebaran karbohidrat pada jaringan usus biawak air
belum pernah dilaporkan. Namun data morfologi
anatomi dan histologi usus biawak air telah dilapor-
kan oleh Hamny et al. (2015). Oleh karena itu
penelitian ini bertujuan mendeteksi pola sebaran
karbohidrat pada jaringan usus biawak air secara
histokimia menggunakan pewarnaan AB dan PAS.
Data yang diperoleh bermanfaat untuk mendukung
penelitian berikutnya terutama yang berhubung-
an dengan mekanisme fisiologi pencernaan usus
biawak air.

BAHAN DAN METODE

Pengambilan Organ Usus

Biawak air yang digunakan pada penelitian ini di-
peroleh dari Krueng Lamnyong Kota Banda Aceh
berdasarkan ijin Balai Konservasi Sumber Daya Alam
Provinsi Aceh (S1.74/BKSDA.9/2014). Pengambilan
dan fiksasi organ usus biawak air dilakukan dengan
metode perfusi gravitasi. Sebelum diperfusi, biawak
dianastesi menggunakan kloroform secara inhalasi.
Dalam kondisi teranastesi, dilakukan pembedahan
(laparotomi medianus) di bagian thoraks hingga
abdomen untuk mendapatkan organ jantung dan
dilanjutkan dengan proses perfusi (Hamny et al.,
2015). Proses perfusi diawali dengan mengalirkan
Nadl fisiologis 0,9% dari ventrikel jantung yang ber-
tujuan untuk mengeluarkan darah dari tubuh biawak
sekaligus untuk membersihkan buluh darah dari sisa-



sisa darah. Tahap berikutnya adalah penyayatan
atrium kanan jantung untuk mengeluarkan darah
dari dalam tubuh dan dilanjutkan dengan mengalir-
kan larutan paraformaldehid 4% ke seluruh tubuh
secara infusa. Setelah proses perfusi selesai, organ
usus diambil dan direndam dalam larutan parfor-
maldehid 4%. Organ usus yang telah difiksasi ke-
mudian dipotong menjadi enam bagian dengan
masing-masing potongan usus berukuran 5 cm
(Gambar 1). Jaringan usus dari keenam bagian
yang diproses secara histologi berukuran 1 cm dan
kemudian direndam dalam larutan alkohol 70%
sampai dilakukan pembuatan preparat histologi.

Pembuatan Preparat Histologi

Prosedur pembuatan preparat histologi mengacu
pada Ahmed et al. (2009) dengan sedikit modifikasi.
Bagian usus (I-VI) yang telah difiksasi selanjutnya
didehidrasi menggunakan larutan alkohol dengan
konsentrasi bertingkat: 70%, 80, 90%, 95%, dan
absolut, dilanjutkan dengan clearing dalam larutan
silol, infiltrasi jaringan dalam parafin infiltrasi, dan
dilanjutkan dengan penanaman jaringan (embed-
ding) dalam parafin. Blok jaringan dipotong meng-
gunakan mikrotom putar (rotary microtome) (Leica
RM2235) dengan ketebalan sayatan 5 um dan
kemudian dikeringkan. Slide jaringan yang telah
kering selanjutnya diwarnai secara histokimia AB
dan PAS (Nacalai, Japan).

Pewarnaan AB dan PAS

Sebelum pewarnaan, seluruh slide dideparafi-
nisasi di dalam larutan silol dilanjutkan dengan re-
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hidrasi dalam alkohol. Metode pewarnaan histo-
kimia AB pH 2,5 dan PAS yang dilakukan mengacu
pada Kiernan (1990). Adanya kandungan karbohi-
drat asam ditandai dengan terbentuknya warna
biru (AB positif) sedangkan reaksi PAS positif me-
nandakan adanya karbohidrat netral pada jaringan
usus yang ditandai dengan terbentuknya warna
magenta. Tahap selanjutnya adalah dehidrasi, clear-
ing, dan mounting slide hasil pewarnaan mengguna-
kan bahan perekat Entellan®, serta ditutup dengan
gelas penutup.

Pengamatan Hasil Pewarnaan

Hasil pewarnaan diamati menggunakan mikros-
kop cahaya (Olympus CX21) dengan perbesaran
40 kali dan 400 kali. Kriteria intensitas reaksi pe-
warnaan adalah: negatif (-), lemah (+), sedang (++),
dan tinggi/kuat (+++). Pengamatan juga dilakukan
terhadap jumlah sel goblet yang bereaksi positif
terhadap AB dan PAS serta penghitungan jumlah
sel goblet dilakukan dengan kriteria sebagai berikut:
tidak ditemukan sel goblet (-); jumlah sel goblet
1-30 (+); 31-60 (++); dan >61 (+++). Pemotretan
slide jaringan dilakukan dengan mikroskop cahaya
(Olympus BX41) yang dilengkapi dengan alat foto
digital (Olympus DP12).

Analisis Data

Data hasil pengamatan intensitas reaksi pe-
warnaan AB dan PAS pada jaringan usus dan jumlah
sel goblet penghasil karbohidrat asam dan netral
dianalisis secara deskriptif.

Gambar 1

Pengukuran organ reproduksi jantan biawak air asia. a. Panjang testis, b. Diameter testis bagian

kranial, b’. medial, b”’. kaudal. c. Panjang epididymis, d. Diameter epididymis. e. Panjang ductus
deferens, f. Diameter ductus deferens, g. Panjang hemipenis. h. Diameter hemipenis bagian

kranial, h’. medial, h”. kaudal.
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HASIL

Secara makroanatomi, usus biawak air tidak
dapat dibedakan atas duodenum, jejunum, dan
ileum. Panjang usus reptil tersebut setelah difiksasi
hanya 30 cm. Jenis dan pola sebaran karbohidrat
asam dan netral pada usus biawak air dapat di-
ketahui dari adanya reaksi antara kandungan kar-
bohidrat di permukaan jaringan usus dan bahan
pewarna AB dan PAS. Intensitas reaksi karbohi-
drat netral dan asam pada usus biawak air disajikan
pada Tabel 1

Jumlah sel Goblet yang mengandung karbo-
hidrat asam dan netral disajikan pada Tabel 2. Re-
aksi positif pewarnaan AB divisualisasikan dengan
terbentuknya warna kebiruan, sedangkan reaksi
positif pewarnaan PAS ditandai dengan terbentuk-
nya warna magenta seperti yang ditampilkan pada
Gambar 2 & 3.

PEMBAHASAN

Oleh karena itu usus dibagi atas enam bagian
(1-V1) dengan panjang 5 ¢cm per bagian usus. Gam-
baran mikroanatomi keenam bagian usus tersebut
memperlihatkan lapisan mukosa yang tersusun
atas lamina epitelia, lamina propria, dan lamina
muskularis. Lamina epitelia usus biawak air memiliki
dua tipe sel dasar, yaitu sel epitel silindris sebaris
dan sel Goblet (Hamny et al., 2015).

Berdasarkan hasil pengamatan intensitas hasil
pewarnaan AB dan PAS pada lamina epitelia jaring-
an usus bagian I-VI, diketahui bahwa sel epitel tidak
mengandung karbohidrat asam dengan hasil pe-
warnaan negatif terhadap AB (Tabel 1 dan Gambar 2).
Namun sel epitel tersebut bereaksi positif dengan
intensitas lemah (+) terhadap PAS yang meng-
indikasikan bahwa pada sel tersebut terdapat kar-
bohidrat netral (Tabel 1 dan Gambar 3).

Berbeda dengan sel epitel, sel Goblet yang
berada diantara sel-sel epitel mukosa menunjukkan
hasil positif terhadap kedua jenis pewarnaan. Hal
tersebut mengindikasikan bahwa sel Goblet meng-
hasilkan karbohidrat asam dan netral. Intensitas
reaksi AB dan PAS yang ditemukan pada sel ter-
sebut adalah sedang (++) hingga kuat (+++). Reaksi
ini menunjukkan fungsi sel Goblet sebagai sel
sekretori yang menghasilkan substansi mukus
yang mengandung karbohidrat asam dan netral
yang berperan dalam proses pencernaan makanan.
Intensitas kuat pada pewarnaan PAS yang ditemu-
kan pada sel Goblet disepanjang usus biawak air
merupakan karakter umum untuk usus squamata
(Dehlawi et al., 1988 dan Zaher et al., 1990). Ada-
nya perbedaan intensitas warna yang diperlihatkan
pada sel Goblet diduga berkaitan dengan aktivitas
sel Goblet tersebut dalam mensekresikan mukus.
Intensitas sedang yang ditemukan pada beberapa
bagian usus diduga aktivitas sel Goblet dalam meng-
hasilkan substansi mukus sedang menurun, dan
sebaliknya aktivitas tersebut meningkat yang di-

Tabel1 Intensitas hasil pewarnaan enam bagian (I-VI) usus biawak air yang warnai dengan pewarna his-
tokimia AB pH 2,5 dan PAS
Bagian Usus dan Jenis Pewarnaan

Struktur | I v v VI
Usus

AB PAS AB PAS AB PAS AB PAS AB PAS AB PAS
Mukosa
- Epitel - + - + - + - + - + - +

+4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~ +4~
- Sel goblet

+++ +++ +++ +++ +++ +4++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
- L. propria - + - + - + - + - + - +
- L. muskularis - + - + - + - + - + - +
Submukosa + + + + +
- Jaringan ikat - + - + - + - + - + - +
Muskularis + + + + + +
- Longitudinal - + - + - + - + - + - +
- Sirkuler - + - + - + - + - + - +
Serosa - + - + - + - + - + - +

Kreteria intensitas reaksi: negatif (-), lemah (+), sedang (++), dan kuat (+++)
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Tabel 2 Jumlah sel Goblet yang terdeteksi mengandung karbohidrat asam dan netral pada
enam bagian (1-VI) usus biawak air

. Sel Goblet
Bagian Usus Pewarnaan —
Rataan Kriteria

| AB 30 +
PAS 23 +

I AB 55 ++
PAS 42 ++

11 AB 40 ++
PAS 39 ++

\% AB 48 ++
PAS 43 ++

\% AB 76 +4++
PAS 96 +++

VI AB 66 +++
PAS 61 +++

Sedikit: 1-30 (+); sedang: 31-60 (++); banyak: >60(+++)

Gambar2 Sebaran karbohidrat asam pada usus biawak air. Secara umum reaksi positif pewarnaan AB
ditemukan pada lamina epitelia usus bagian I1-VI (1a-6a). Sel Goblet (g) pada lamina epitelia
(le) bereaksi positif terhadap pewarnaan AB (1b-6b) dengan intensitas sedang (++/g) dan kuat
(+++/g’). Lamina propria (Ip), muskularis mukosa (m), tunika submukosa (ts), tunika muskularis
(tm), dan tunika serosa (ts) tidak bereaksi (-) terhadap pewarnaan AB. Pewarnaan AB pH 2,5.
Skala garis: 300 pm (1a-6a) dan 30 pm (1b-6b).

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones
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Gambar3. Sebaran karbohidrat netral pada usus biawak air. Reaksi positif terhadap PAS pada usus bagian
I-VI (1a-6a). Sel Goblet (g) pada lamina epithelia (le) bereaksi positif terhadap PAS dengan
intensitas sedang (++/g) dan kuat (+++/g’) (1b-6b). Seluruh tunika mukosa (m), lamina propria
(Ip), submukosa (ts), tunika muskularis (tm), dan tunika serosa (ts) bereaksi positif terhadap
PAS dengan intensitas lemah (+). Pewarnaan PAS. Skala garis: 300 um (1a-6a) dan 30 pm (1b-6b).

tandai dengan kuatnyaintensitas reaksi pewarnaan.
Penurunanintensitas reaksi didugaberkaitan dengan
adanya regenerasi sel yang terjadi pada mukosa
usus (Ahmed et al., 2009).

Karbohidrat merupakan salah satu komponen
penyusun membran sel, sitoplasma maupun matrik
ekstra sel. Sebagian besar karbohidrat sel berbentuk
glikokonjugat yang berikatan dengan protein dalam
bentuk glikoprotein, sedangkan yang berikatan
dengan lemak berbentuk glikolipid. Glikolipid me-
rupakan salah satu dari karbohidrat yang tergolong
karbohidrat netral (Kiernan, 1990). Berdasarkan
hal tersebut diduga intensitas lemah yang diper-
lihatkan oleh pewarnaan PAS tersebut merupakan
karbohidrat yang menjadi komponen penyusun sel
epitel pada bagian mukosa usus biawak air.

Jenis karbohidrat asam yang terdeteksi pada
jaringan usus biawak air dapat berupa asam hidro-
nat, kondroitin sulfat, hialuro sulfat, mukoitin sulfat,
dan sialomusin, sedangkan karbohidrat netral dapat
berupa glikogen, glikolipid, dan amiloid (Kiernan,
1990). Namun demikian, spesifisitas tipe karbohidrat
asam dan netral yang dihasilkan oleh jaringan
usus biawak tidak dapat diketahui dengan metode
histokimia AB dan PAS. Metode lain yang dapat
diaplikasikan adalah histokimia lektin yang lebih
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spesifik dalam mengikat residu gula dan glikokon-
jugat pada jaringan (Spicer, 1993).

Pengamatan sebaran karbohidrat asam dan
netral juga dilakukan pada lamina propria dan lamina
muskularis pada keenam bagian usus biawak air.
Lamina propria usus biawak air berada di antara
lapisan epitel dan sel Goblet dengan muskularis
mukosa (Hamny et al., 2015). Lamina propria yang
tersusun atas jaringan ikat longgar dan mengan-
dung buluh darah (Ahmed et al., 2009) dan sebagai
lokasi sel-sel imun (Zaher et al., 2012). Lamina pro-
pria dan muskularis mukosa usus biawak air tidak
bereaksi (-) terhadap AB yang mengindikasikan
tidak adanya kandungan karbohidrat asam pada
kedua lamina tersebut (Tabel 1 dan Gambar 2).
Namun demikian kandungan karbohidrat netral
dengan visualisasilemah (+) ditemukan pada kedua
lamina tersebut (Tabel 1 dan Gambar 3).

Kondisi yang sama juga ditemukan pada tunika
submukosa usus biawak air. Tunika submukosa usus
biawak air merupakan lapisan tipis yang mengan-
dung jaringan ikat. Pada bagian luar dari lapisan
ini terdapat tunika muskularis yang terdiri dari dua
berkas otot polos, yaitu otot polos bagian dalam
tersusun secara sirkuler dan otot polos bagian luar
yang tersusun secara longitudinal (Hamny et al.,



2015). Lapisan terluar dari usus adalah tunika tunika
serosa (Ahmed et al., 2009; Frappier, 2006). Tunika
submukosa, muskularis, dan tunika serosa pada usus
biawak dari potongan | sampai VI tidak bereaksi (-)
dengan pewarnaan AB dan bereaksi positif lemah
(+) dengan pewarnaan PAS. Karbohidrat netral
dalam jumlah sedikit yang terdapat pada lapisan-
lapisan usus tersebut diduga berperan sebagai
salah satu komponen penyusun sel dan matriks
ekstra sel yang menghasilkan energi untuk gerak
peristaltik usus (Abden et al., 2013).

Hasil pengamatan terhadap jumlah sel Goblet,
ditemukan adanya variasi jumlah sel pada setiap
bagian usus (Tabel 2 dan Gambar 2). Usus bagian
V dan VI memiliki jumlah sel Goblet lebih banyak
dibandingkan usus bagian | sampai IV. Pada usus
bagian | sampai IV, jumlah sel Goblet ditemukan
dengan kriteria sedikit (+) hingga sedang (++)
dengan jarak antara sel Goblet yang satu dan
lainnya berjauhan. Berbeda dengan usus bagian |
sampai IV, sel Goblet bagian V dan VI memiliki jarak
yang sangat rapat dan banyak (+++) yang diselingi
dengan beberapa sel epitel. Meningkatnya kerapat-
an dan jumlah sel Goblet pada usus bagian V dan
IV mengindikasikan bahwa pada kedua bagian usus
tersebut terjadi peningkatan sekresi mukus yang
berperan penting proses pelumasan sisa makanan
yang melewati usus bagian kaudal tersebut. Hal ini
sesuai seperti yang dinyatakan oleh Frappier (2006)
dan Ahmed et al. (2009), bahwa lamina epitel pada
usus besar (usus bagian kaudal) dilapisi oleh sel
epitel silindris dengan sel Goblet dalam jumlah
besar untuk menghasilkan sekreta yang bersifat
mukus yang berfungsi untuk memudahkan proses
defekasi. Proses tersebut diduga tidak terjadi pada
usus bagian | sampai IV. Pada bagian tersebut (I-1V)
diduga terjadi proses absorbsi sari makanan oleh
sel epitel. Oleh karena itu jumlah sel Goblet yang
ditemukan pada bagian tersebut lebih sedikit di-
bandingkan jumlah sel epitel mukosa usus biawak air.

Dapat disimpulkan bahwa sebaran karbohidrat
asam dan netral ditemukan diseluruh bagian usus
dengan intensitas reaksi pewarnaan yang bervariasi.
Jumlah sel Goblet yang terdeteksi menghasilkan
kedua jenis karbohidrat tersebut lebih banyak di-
temukan pada bagian usus bagian kaudal.
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