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Abstract: Fluconazole-induced alopecia is an increasingly common side effect reported in long-term 
therapy, both in humans and experimental animals. The aim of this study was to determine the macroscopic 
appearance and histological staining results of hematoxylin-eosin (HE) in fluconazole-induced Wistar rats. 
The method used was an in vivo experimental study with a Post Test Only Control Group Design. Male 
Wistar rats were divided into a fluconazole-induced treatment group and a healthy control group. Skin 
tissue analysis was performed on the 14th day to observe the macroscopic appearance and HE staining 
results. The results showed that macroscopically, the treatment group showed a slowdown in hair growth 
compared to the healthy control group. HE staining showed that administration of 35 mg/kgBW of 
fluconazole for 14 days caused a reduction in hair follicles in the anagen phase. In conclusion, fluconazole 
administration caused a slowdown in hair growth and disruption of anagen phase follicles in Wistar rats. 
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Introduction 

Alopesia-like akibat penggunaan fluconazole merupakan efek samping yang 
semakin sering dilaporkan pada terapi jangka panjang, baik pada manusia maupun hewan 
coba. Studi pada tikus Wistar yang diberi fluconazole dosis terapeutik menunjukkan 
peningkatan jumlah folikel rambut dalam fase telogen, mengindikasikan telogen 
effluvium sebagai bentuk kerontokan rambut yang dipicu obat. Fenomena ini dapat 
diamati secara makroskopis berupa penipisan bulu dan kebotakan difus tanpa adanya 
perubahan retinoid endogen sebagai mekanisme dasar. 

Secara makroskopis, tikus Wistar model alopesia-like menunjukkan penipisan bulu, 
distribusi rambut yang tidak merata, dan area telanjang yang menyerupai telogen 
effluvium. Studi sebelumnya juga mencatat penurunan densitas folikel sehat beberapa 
minggu setelah induksi fluconazole. Pewarnaan hematoksilin-eosin (HE) menjadi metode 
standar untuk menilai perubahan struktur folikel rambut, termasuk dominasi fase telogen 
dibandingkan fase anagen. 

 
Methodology  

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan menggunakan 
rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design. Subyek penelitian 
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menggunakan 24 ekor tikus jantan galur Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 
200 g dan sesuai kriteria inklusi dan eklusi, diaklamatisasi selama 7 hari. Penelitian ini 
menggunakan 4 kelompok, kelompok tikus sehat tanpa perlakuan (P1/K1), kelompok 
kontrol negatif yaitu tikus dengan Alopesia yang diolesi base gel/hari kemudian pada hari 
ke 6 jaringan kulit diambil untuk diperiksa ekspresi gen IL-10 dan TNF-α dengan metode 
RT-qPCR (P2/K2), kelompok tikus dengan Alopesia yang diberikan Gel topikal MSC dosis 
100 μL/kgBB dalam 100 mg gel setiap hari sebanyak 1x pada pagi hari, hari ke 6 jaringan 
kulit diambil untuk diperiksa ekspresi gen IL-10 dan TNF-α dengan metode RT-qPCR 
(P3/K3), dan kelompok tikus dengan Alopesia yang diberikan Gel topikal MSC dosis 200 
μL/kgBB dalam 100mg gel setiap hari sebanyak 1x pada pagi hari, hari ke 6 jaringan kulit 
diambil untuk diperiksa ekspresi gen IL-10 dan TNF-α dengan metode RT-qPCR (P4/K4).  

Bahan penelitian 
Bahan penelitian menggunakan bahan kultur yaitu tali pusat tikus, dinitrophenyl-

bovine serum albumin (DNP-BSA), gel aluminium hidroksida (Al(OH)), 2,4-
Dinitrochlorobenzene 1,5% (DNCB), aseton-minyak zaitun NaCl 0.9%, PBS, DMEM, FBS, 
fungizone, dan penstrep. Sedangkan bahan yang digunakan untuk proses perlakuan 
adalah gel berbasis air, alkohol 70%, PBS, Ketamin, dan Xylasine, dan bahan lainnya 
seperti Aquades, NaCl 0,9%, Fungizon 0.5%, Streptomisin-penicilin 1% (penstrep), dan 
Povidon iodine. 

Peralatan penelitian  
Penelitian ini menggunakan peralatan berupa perlengkapan kultur sel yang terdiri 

Biosafety Cabinet (BSC), mikropipet, inkubator CO2, dissecting kit, dan flask 75T. Kondisi 
kultur hipoksia didapatkan dengan menggunakan hypoxic chamber. Oxygen meter 
digunakan untuk mengukur kadar oksigen di dalam hypoxic chamber. Selain itu, 
penelitian ini juga steril swab untuk mengoleskan gel topikal SH-MSCs. Alat yang 
digunakan untuk analisis ekspresi gen IL-10 dan TNF-α seperti Sentrifuge, Beaker glass, 
Cell counter, Disposable pipet, Spuit 1 cc, Mikroskop cahaya, Alat cukur, Set alat bedah, 
Mikropipet, Masker, Handscoon, Kandang hewan coba, Micropipette with tip (blue tip, 
yellow tip, pink tip), Pipette filler, Conical tube (15 ml, 50 ml), Biosafety, Inverted 
microscope, Cryotube 1 ml, Scissor, dan Pinset. 

Pembuatan Preparat dan Pemberian Perlakuan pada Subjek Percobaan 
 (1) Sampel kulit pada semua kelompok diambil untuk dibuat preparat histologi 

dengan metode parafin dan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE). (2) Sampel kulit tikus 
pada semua kelompok diambil dan difiksasi dalam larutan NBF 10%. (3) Sampel kulit 
dibilas dengan alkohol 70% sampai bersih dari sisa larutan fiksatif.  (4) Sampel kulit 
dimasukkan ke dalam alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, dan alkohol absolut masing-masing 
selama 30 menit untuk proses dehidrasi. (5)Sampel kulit dimasukkan ke dalam toluol 
sampai jernih atau transparan selama 1 jam. (6) Infiltrasi ke dalam parafin dilakukan di 
dalam oven pada suhu 56-60˚C dengan cara memasukkan sampel kulit ke dalam 
campuran toluol dan parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing 
selama 30 menit. Sampel kulit dimasukkan ke dalam parafin murni I, parafin murni II, dan 
parafin murni III masing-masing perlakuan selama 30 menit. (7) Embedding, sampel kulit 
dari parafin murni ditanamkan ke dalam cetakan blok parafin yang telah berisi parafin 
cair dan ditunggu hingga parafin mengeras. (8) Sampel kulit dalam blok paraffin diiris 
dengan ketebalan irisan sebesar 6 µm menggunakan mikrotom. (9) Irisan sampel jaringan 
ditempelkan pada gelas benda dengan cara mengoleskan Mayer’s albumin dan ditetesi 
sedikit akuades lalu dipanaskan di atas hot plate hingga irisan menempel dengan 
sempurna. (10) Sediaan histologis dideparafinasi dengan cara dimasukkan ke dalam xylol 
selama 24 jam. (11) Staining (pewarnaan) dilakukan dengan pewarna hematoksilin-
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eosin. Kandungan xylol diserap dengan kertas saring, kemudiaan berturut-turut 
dimasukkan ke alkohol 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, dan akuades masing-
masing dilakukan selama 1-2 menit. Preparat dimasukkan ke dalam pewarna 
Hematoksilin selama 5-10 detik, lalu dibilas dengan air mengalir selama 10 menit. Proses 
selanjutnya preparat dicelupkan ke dalam alkohol 30%, 40%, 50%, 60%, 70% masing-
masing selama 3-5 menit. Preparat dimasukkan ke dalam eosin selama 5-10 menit, 
kemudian dicelupkan ke alkohol 70%, 80%, 90%, dan 96% masing-masing selama 3-5 
menit, lalu dikeringkan dengan kertas saring. Preparat dimasukkan ke dalam xylol selama 
15 menit, kemudian sediaan histologis ditetesi canada balsam. (12) Preparat ditutup kaca 
penutup, diberi label, dan disimpan dalam kotak sediaan. 

 
Result  

1. Validasi Makroskopis dan Pewarnaan Histopatologi HE 

Gambar 5.4 Perbandingan pertumbuhan bulu tikus sehat dengan tikus yang diberikan 

fluconazole  

 

 
 

 

            Sehat H14                           Fluconazole H14 

 

Hasil pengamatan secara makroskopis pada kulit tikus alopecia like pada 
hari ke 14 setelah pemberian fluconazole menunjukkan perlambatan 
pertumbuhan bulu pada tikus jika dibandingkan dengan kelompok tikus sehat, 
seperti pada gambar 5.4: 

Rata-rata persentase kebotakan hari ke 14 pada kelompok sehat 
didapatkan hasil 51,11 ± 10,27 sedangkan pada kelompok alopecia like didapatkan hasil 
rata-rata 68,26 ± 7,96 , pengamatan secara makroskopis hasil prakondisi hewan coba 
tikus tervalidasi mengalami gangguan pertumbuhan bulu dengan pemberian Flukonazole 
35 mg/kgBB, 

2. Hasil pewarnaan HE jaringan kulit tikus alopecia like 

 Hasil pembacaan preparat histopatologi dengan pewarnaan hematoxylin-eosin 
(HE) menunjukkan bahwa kelompok tikus yang diinduksi dengan Flukonazole 35 mg 
selama 14 hari menyebabkan gangguan pada anagen follicle sehingga terjadi kerontokan, 
Preparat HE menunjukkan hasil tidak ditemukannya fase anagen follicle pada kelompok 
perlakuan dibandingkan dengan kelompok tikus sehat yang berbeda secara mikroskopis 
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memiliki fase anagen follicle pada lapangan pandang. Hasil analisis pewarnaan HE 
ditunjukkan pada gambar 5.5. 

 
Gambar 5.5 Validasi folikel rambut tikus sehat dan alopecia like menggunakan HE. 

Panah hitam menunjukkan folikel fase telogen, panah merah menunjukkan folikel fase 
anagen 

 
 

Discussion 

 Alopesia merupakan kelainan dermatologis yang disebabkan infeksi bakteri atau 

jamur, inflamasi, maupun disregulasi imun.1 Gangguan ditandai dengan fase anagen yang 

lebih pendek dan fase telogen yang lebih panjang dalam siklus rambut.1 Keutuhan ujung 

rambut berhubungan dengan rambut kortikal, tekstur dan kilap rambut berhubungan 

dengan kualitas permukaannya.23 Normalnya rambut akan terlepas dari kulit kepala 

hingga kurang lebih 100 helai setiap harinya, dianggap tidak normal bila lebih banyak 

rambut rontok dari 120 helai setiap hari, kerontokan rambut difus dan lokal keduanya 

mungkin terjadi rambut unifokal atau multifokal.24 

Pemberian fluconazole secara oral selama 14 hari berhasil menginduksi kondisi 
alopesia-like pada tikus Wistar, yang ditandai dengan kerontokan rambut secara 
makroskopis, terutama di area punggung. Hal ini sesuai dengan laporan sebelumnya yang 
menunjukkan bahwa fluconazole, sebagai agen antijamur golongan azol, dapat 
mengganggu metabolisme kolesterol dan sterol lain yang penting bagi pertumbuhan 
folikel rambut. Secara klinis, tampak penipisan rambut dan area kebotakan yang 
menyerupai pola telogen effluvium. Fenomena ini menunjukkan bahwa tikus Wistar 
dapat menjadi model hewan yang representatif untuk mempelajari alopesia akibat obat. 

Secara histologis, kelompok tikus yang diinduksi fluconazole menunjukkan 
dominasi folikel rambut dalam fase telogen, dengan sedikit folikel dalam fase anagen. 
Pada beberapa spesimen juga tampak adanya infiltrasi ringan sel inflamasi di sekitar 
folikel serta pelebaran dermis, yang menandakan adanya respon inflamasi lokal. 
Pewarnaan H&E mempermudah identifikasi morfologi jaringan dan diferensiasi fase 
pertumbuhan folikel rambut. Hasil ini sejalan dengan penelitian terdahulu yang 
menyebutkan bahwa obat sistemik tertentu dapat memicu peralihan siklus rambut dari 
fase anagen ke fase telogen secara prematur. 

 

Conclution 

Pertama, pemberian fluconazole menunjukkan perlambatan pertumbuhan bulu 
pada tikus jika dibandingkan dengan kelompok tikus sehat. Kedua, kelompok tikus yang 
diinduksi dengan Flukonazole 35 mg selama 14 hari menyebabkan gangguan pada 
anagen follicle. 
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Recommendation 

Penelitian selanjutnya melakukan Analisa molekuler parameter IL-10 dengan 
melihat dosis lebih besar terhadap tikus Wistar dengan model alopecia like yang diinduksi 
flukonazole. 
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