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RINGKASAN

Peningkatan jumlah neutrofil pada kornea tikus wistar (Rattus norvegicus)
yang dipapar oleh bioinsektisida Bacillus thuringiensis; Ahmad Asrori Al
Kamal, 162010101101; 2020; 59 halaman; Fakultas Kedokteran Universitas
Jember.

Bioinsektisida adalah insektisida baru yang berasal dari makhluk hidup
dan sangat direkomendasikan sebagai pengendali hama tanaman. Mikroorganisme
yang sering dimanfaatkan dalam pembuatan insektisida ini, yaitu Bacillus
thuringiensis (Bt). Bt mengisi 80% produk bioinsektisida yang dikembangkan dari
bakteri Bacillus spp di Indonesia. Di dunia, bioinsektisida Bt mengisi 90-95%
produk bioinsektisida yang dipasarkan di berbagai negara.

Melalui studi pendahuluan, bioinsektisida Bt memiliki sifat asam sehingga
dapat menyebabkan trauma kimia pada mata. Trauma kimia pada kornea dapat
menyebabkan inflamasi yang ditandai dengan infiltrasi neutrofil ke kornea. Saat
terjadi inflamasi, enzim protease akan memicu produksi sitokin proinflamasi yang
menyebabkan neutrofil dari pembuluh darah limbus menginfiltrasi lokasi
inflamasi. Sejauh ini belum ada penelitian mengenai efek paparan bioinsektisida
Bt pada mata secara mikroskopis terutama terhadap peningkatan jumlah neutrofil.

Penelitian ini menggunakan desain penelitian true experimental dengan
pendekatan post test only control group design. Tujuan penelitian ini, yaitu
menganalisis peningkatan jumlah neutrofil kornea tikus (Rattus norvegicus) strain
wistar yang dipapar oleh bioinsektisida Bt. Jumlah sampel yang digunakan
sebanyak 24 ekor yang dibagi ke dalam 4 kelompok perlakuan. Variabel bebas
dalam penelitian ini ialah bioinsektisida Bt. Variabel terikat pada penelitian ini
ialah jumlah neutrofil.

Aklimatisasi tikus dilakukan selama satu minggu. Tikus diinduksi dengan
larutan bioinsektisida Bt dengan konsentrasi 6 g/L, 8 g/L, dan 10 g/L. Kelompok
kontrol diinduksi dengan normal salin. Semua kelompok diberi larutan sebanyak
3 ml yang dihabiskan selama 2 menit. Setelah diinduksi, mata ditutup dengan
hipafix selama 30 menit. Induksi dilakukan 1 kali per hari selama 7 hari. Tikus
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yang telah diterminasi kemudian dienukleasi untuk mendapatkan bola mata.
Spesimen dikirim ke Laboratorium Patologi Anatomi RSD Dr. Soebandi untuk
dijadikan preparat dengan pewarnaan hematoksilin-eosin (HE). Preparat dibaca
olen 2 pengamat yang telah dilatih oleh ahli patologi anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember untuk menghitung jumlah neutrofil rata-rata pada
5 lapang pandang menggunakan mikroskop cahaya yang dilengkapi optilab
dengan perbesaran 400x.

Hasil perhitungan rata-rata jumlah neutrofil tiap lapang pandang paling
rendah terdapat pada kelompok kontrol negatif (0,17+0,16) sedangkan pada
kelompok perlakuan didapatkan jumlah neutrofil secara berurutan dari yang
terbesar pada kelompok perlakuan dengan konsentrasi Bt 8 g/L (P1) sebanyak
0,53+0,49 yang kemudian diikuti konsentrasi 10 g/l (P2) sebanyak 0,4+0,14 dan
konsentrasi 12 g/l (P3) sebanyak 0,38+0,51. Uji normalitas dengan menggunakan
Saphiro-Wilk didapatkan hasil p<0,05 pada beberapa kelompok perlakuan.
Analisis data kemudian dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis dengan hasil 0,111
(nilai p>0,05) yang artinya tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok. Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa terdapat
peningkatan jumlah neutrofil pada kornea mata tikus wistar (Rattus norvegicus)

yang dipapar oleh bioinsektisida Bacillus thuringiensis.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bioinsektisida adalah insektisida yang dikembangkan dari organisme
hidup seperti hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme (misalnya, bakteri, jamur,
dan virus) yang dapat mengendalikan hama serangga perusak tanaman (Mazid et
al., 2011). Djojosumarto (2008) menyatakan bahwa bioinsektisida merupakan
insektisida generasi baru dan sangat dianjurkan untuk digunakan dalam
pengendalian hama tanaman. Salah satu bahan aktif atau mikroorganisme yang
digunakan dalam pembuatan biopestisida jenis insektisida adalah Bacillus
thuringiensis (Bt). Bt merupakan bakteri gram positif berbentuk batang yang
dapat ditemukan di tanah. Selama fase sporulasi, beberapa spesies dari Bt
menghasilkan 6-endotoksin yang dikenal sebagai protein kristal Cry atau Cyt
(Bravo A, 2007). Berdasarkan data yang dikeluarkan oleh Direktorat Pupuk dan
Pestisida pada 2016, 20 dari 34 produk insektisida biologis di Indonesia
merupakan produk dari Bacillus spp dengan 80% merupakan produk dengan
bahan aktif Bt. Di dunia, bioinsektisida Bt mengisi 90-95% produk bioinsektisida
yang dipasarkan di berbagai negara (Bahagiawati, 2002).

Pada tahun 1983, ditemukan kasus ulkus kornea akibat paparan
bioinsektisida dengan bahan aktif Bt (Samples dan Buettner, 1983). Penelitian
pada populasi yang terpapar secara intradermal oleh bioinsektisida Bt semprot
juga menunjukkan bahwa terdapat ratusan orang mengeluhkan adanya gatal dan
kemerahan. Siegel (2001) menyatakan bahwa paparan dari semprotan Bt
kemungkinan menyebabkan sensasi alergi dengan menginduksi IgE dan IgG.
Dampak penggunaan produk ini tidak diikuti dengan penggunaan alat pelindung
diri (APD) yang memadai. Sularti dan Abi (2012) dalam penelitiannya
menyatakan bahwa 64% petani memiliki tingkat pengetahuan bahaya pestisida
yang rendah dan 80% menunjukkan adanya kebiasaan menggunakan APD yang
tidak lengkap. Akibatnya, 78,9% petani mengalami keluhan mata berair akibat
paparan insektisida (Maranata et al, 2014).
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Melalui studi pendahuluan, bioinsektisida Bt memiliki sifat asam sehingga
dapat menyebabkan trauma kimia pada mata. Trauma kimia adalah salah satu
kegawatdaruratan di bidang oftalmologi yang dapat mengakibatkan pada
penurunan hingga hilangnya penglihatan (Eslani et al., 2014). Trauma kimia pada
kornea dapat menyebabkan inflamasi yang ditandai dengan infiltrasi neutrofil ke
kornea. Saat terjadi inflamasi, enzim protease akan memicu produksi sitokin
proinflamasi berupa IL-1, IL-6, dan TNF yang menyebabkan neutrofil dari limbus
menginfiltrasi lokasi infeksi (Tallab dan Stone, 2016). Jumlah neutrofil mulai
meningkat pada 6 jam setelah paparan dan mulai menurun pada 48 jam setelah
paparan (Oh et al., 2012). Sejauh ini belum ada penelitian mengenai efek paparan
bioinsektisida Bt pada mata terhadap peningkatan jumlah neutrofil kornea mata
secara mikroskopis. Oleh karena itu, peneliti ingin mengetahui apakah terjadi
peningkatan jumlah neutrofil pada kornea tikus wistar (Rattus norvegicus) yang

dipapar oleh bioinsektisida Bt.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah dalam penelitian ini, yaitu
“Apakah terjadi peningkatan jumlah neutrofil kornea tikus wistar (Rattus

norvegicus) yang dipapar oleh bioinsektisida Bt?”

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini, yaitu menganalisis peningkatan jumlah neutrofil

kornea tikus wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar oleh bioinsektisida Bt.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan mampu memberikan manfaat kepada beberapa
pihak yaitu:
a. Bagi institusi pendidikan dapat menambah ilmu pengetahuan dan menjadi
referensi bagi penelitian berikutnya tentang efek paparan bioinsektisida.
b. Bagi instansi kesehatan dapat dijadikan rujukan dalam penyuluhan mengenai

kesehatan dan keselamatan kerja dalam bidang agromedis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bioinsektisida Bt.

Bt adalah bakteri gram positif yang sering digunakan sebagai pestisida
mikrobial. Bt mengandung Cry toksin yang dapat diekstraksi dan digunakan
sebagai pestisida. Selama fase sporulasi, Bt memproduksi Kristal protein, &-
endotoksin, yang mempunyai sifat insektisida. Kristal protein ini lah yang
menjadikan Bt dapat digunakan sebagai agen biokontrol. Walaupun begitu,
beberapa jenis Bt strain tertentu yang memproduksi kristal tidak memiliki sifat
insektisida (Abulreesh et al., 2012; Osman et al, 2015).

Bt berada di alam bisa secara alami maupun ditambahkan ke dalam
ekosistem untuk mengontrol serangga. Karena alasan ini, prevalensi Bt dialam
dibedakan menjadi alami dan buatan. Bt dikatakan alami ketika Bt di sebuah area
dapat diisolasi dan tanpa ada riwayat penggunaan sebagai pengendali serangga. Bt
buatan merupakan insektisida Bt hasil penyemprotan yang merupakan campuran
antara spora dan krital toksin. Bt dapat ditemukan di beberapa lingkungan
termasuk tanah dan jasad serangga, serbuk produk, daun tanaman, serta
lingkungan berair. Penelitian terkini membuktikan bahwa Bt juga ditemukan
dalam pengisolasian sedimen laut dan permukaan antartika. Dengan demikian, hal
itu membuktikan bahwa Bt tersebar secara luas di alam walaupun habitat normal
Bt adalah tanah (Iriarte et al., 2000; Maeda et al., 2000; Forsty dan Logan, 2000;
Osman et al, 2015).

Bt tumbuh secara alami pada sisa-sisa mahluk hidup atau saprofit dan
memakan sisa jasad organik. Oleh karena itu, spora Bt dapat bertahan di tanah
dan tumbuh secara vegetatif ketika tersedia nutrisi. Meadows (1993) membuat
tiga hipotesis mengenai Bt, , yaitu Bt sebagai entomopatogen atau parasit pada
serangga, hidup dipermukaan daun atau phylloplane, dan mikroorganisme tanah.
Namun teori yang pasti mengenai Bt masih belum jelas. Siklus hidup Bt terdiri
atas dua fase, , yaitu pembelahan sel secara vegetatif dan pembentukan spora atau
disebut fase sporulasi. Sel vegetaif berbentuk batang dengan panjang 2-5 um dan

lebar 1 um serta terbagi menjadi dua sel yang sama melalui pembentukan sekat
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pemisah yang dimulai di bagian tengah membran plasma. Sedangkan fase
sporulasi melibatkan pembelahan sel secara asimetris dan memiliki 7 tahap
(Osman et al, 2015).

Menurut Rowe dan Margartis (1987) serta WHO (1999), sembilan toksin
berbeda telah ditemukan dalam Bt. Dari beberapa toksin yang dihasilkan oleh Bt,
d-endotoksin mendapat perhatian dan telah dilakukan upaya pemanfaatan sebagai
produk bioinsektisida yang lebih efisien penggunaanya dalam melindungi
beberapa jenis tanaman perkebunan dari serangga pengganggu. Kristal Bt
memiliki beberapa bentuk, yaitu bipiramidal, kuboid, romboid datar, bola atau
gabungan dari dua jenis kristal atau lebih. Struktur dari 6-endotoksin terdiri dari
dua kelompok yang berbeda. Yang pertama ialah Kelompok Cry dengan
kemampuan sitolitik spesifik seperti CrylAal, CrylBal, Cry2Aal, dan
sebagainya. Yang kedua ialah kelomok Cyt dengan kemampuan sitolitik dan
hemolitik non spesifik seperti CytlAal, Cyt2Aal, dan sebagainya.

Bt crystalline toxin

Gambar 2.1 Cara kerja toksin Bt terhadap ulat (Gill, 1995).

d-endotoksin yang masuk ke dalam tubuh serangga akan aktif dalam
suasana basa di usus serangga. Setelah aktif, toksin berinteraksi dengan sel epitel
di usus serangga. Toksin ini menyebabkan terbentuknya pori-pori di dinding
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membran sel saluran pencernaan dan mengganggu keseimbangan osmotik dari
sel-sel tersebut seperti yang diilustrasikan pada Gambar 2.1. Akibatnya, sel
menjadi bengkak dan lisis sehingga serangga mengalami kematian (Bahagiawati,
2002; Venkatesh & Trivedi, 2009; Pakpahan et al, 2014; Roh et al, 2007).

2.2 Kornea
2.2.1 Anatomi Kornea

Kornea merupakan salah satu struktur mata yang transparan dan avaskuler
serta berada pada bagian anterior mata seperti pada Gambar 2.2. Kornea dibatasi
oleh konjungtiva di bagian anterior dan trabekular meshwork di bagian posterior.
Pada manusia, ukuran diameter horizontal kornea adalah 12 mm dan ukuran
diameter vertikalnya adalah 11 mm. Jika dilihat dari posterior, kornea membentuk
lingkaran dengan diameter vertikal dan horizontal sebesar 11,7 mm. Kornea
memiliki bentuk yang lebih elips daripada sklera. Ketebalan kornea sentral dan
perifer memilik perbedaan. Kornea sentral memiliki ketebalan 0,53 mm

sedangkan bagian perifer kornea memiliki ketebalan 0,71 mm (Remington, 2012).

Retina

Retina Iris

Sclera Iris Sclera Pupil
Vitreous
Pupil body

Vitreous

Lens
body

Cornea

Lens

Anterior
chamber

Cornea

‘Anterior

Optic nerve chamber Optic nerve

A Chvivid Ciliary body B Choroid Ciliary body

wme's Rat Page Rar Page

(A) Anatomi mata manusia; (B) Anatomi mata tikus

Gambar 2.2 Anatomi mata (Hanson, 2004)

Kornea pada tikus dan manusia tidak memiliki perbedaan kecuali pada
diameter nya. Kornea tikus memiliki diameter 6,8 mm pada tikus jantan dan 6,4
mm pada tikus bertina. Kornea merupakan komponen refraksi utama pada mata.

Sifat avaskuler dan transparan nya menyebabkan cahaya dapat menembus kornea
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secara maksimal. Kornea dilapisi oleh tear film pada permukaan anterior nya dan
berbatasan langsung pada anterior chamber pada bagian posterior. Pada bagian
perifer, kornea berikatan dengan konjungtiva dan sklera. Struktur kornea terdiri
dari 5 lapisan, yaitu lapisan epitel, membran Bowman, stroma, membran
Descemet dan lapisan endotel (Suckow et al, 2006; Remington, 2012), seperti

yang diilustrasikan pada Gambar 2.3.

Corneal epithelium
Bowman's layer |

Corneal stroma

Corneal er ium

Anterior chamber

(A) Kornea manusia; (B) Kornea tikus; (Ep) Epitel; (S) Stroma; (En) Endotel

Gambar 2.3 Lapisan kornea (Remington, 2012; Aseta et al, 2016)

Secara mikroskopis, kornea manusia dan tikus memiliki kesamaan. Perbedaan
kornea manusia tikus berada pada tingkat ketebalan dan luas nya. Kornea tikus

memiliki ketebalan dan luas kornea yang lebih kecil.
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a. Lapisan epitel

Lapisan terluar dari epitel kornea terdiri atas 5-7 sel tebal dengan ukuran
sekitar 50 um. Epitel menipis pada bagian perifer dan menyambung dengan epitel
konjungtiva pada limbus. Lapisan bagian epitel kornea terdiri atas 2 lapis sel
skuamos superfisial, 2-3 lapis wing cells, dan satu lapis sel basal kolumnar.
Membran plasma pada permukaan sel epitel mengeluarkan komponen glycocalyx
yang diduga ikut berperan dalam menjaga kestabilan lapisan air mata dan
kelembaban permukaan kornea. Residu gula dari membran glikoprotein dan
glikolipid epitel kornea juga berperan dalam proses penyembuhan luka. Pada sel
basal epitel sering terjadi mitosis sel. Sel muda ini terdorong kedepan menjadi
wing cells, dan semakin maju ke depan menjadi sel gepeng. Sel basal berikatan
erat dengan sel basal disampingnya dan sel poligonal didepannya melalui
desmosom dan makula okluden. Ikatan ini menghambat pengaliran air, elektrolit,
dan glukosa sehingga berfungsi sebagai barier. Sel basal menghasilkan membran
basal yang melekat erat dengan sel basal. Ukuran dari diameter sel basal sekitar 8-
10 pm. Lapisan epitel berasal dari permukaan ektoderm (Wilson, 2012;
Remington, 2012).

b. Membran Bowman

Lapisan kedua dari kornea memiliki ketebalan sekitar 8-14 pum. Lapisan
Bowman merupakan lapisan yang padat dan tersusun atas serat kolagen secara
acak. Serat ini memiliki diameter 20-25 nm. Walaupun lapisan Bowman disebut
sebagai membran, lapisan ini lebih benar jika dikatan sebagai lapisan transisi
antara lapisan epitel dan stroma. Lapisan ini berbeda dengan stroma karena
lapisan Bowman merupakan lapisan aseluler dan tersusun atas serat kolagen.
Lapisan ini tidak memiliki kemampuan untuk regenerasi sehingga jika terjadi
trauma maka lapisan ini akan digantikan oleh sel epitel atau jaringan parut
stroma. Bagaimanapun, lapisan Bowman sangat tahan terhadap kerusakan akibat
infeksi atau pun penetrasi benda. Akibat sifat aseluler dan jaringan pembentuknya
merupakan serat kolagen, lapisan Bowman dapat mencegah lapisan keratosit
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stroma kornea terpapar growth factor yang dikeluarkan oleh sel epitel
(Remington, 2012).

c. Stroma

Stroma merupakan bagian yang paling tebal, , yaitu 90% dari seluruh
ketebalan kornea. Lapisan tengah kornea ini memiliki tebal sekitar 500 pm.
Lapisan stroma terdiri atas matriks ekstraseluler, keratosit, dan serat kolagen
(Remington, 2012).

Serat kolagen memiliki diameter 25-35 nm dan tersusun pararel satu sama
lain membentuk ikatan yang disebut lamela. Sejumlah 200-300 lamela tersebar
diseluruh stroma. Pada permukaan, kolagen terlihat seperti anyaman yang teratur.
Sedangkan di bagian perifer serat kolagen berbentuk cabang. Kolagen terbanyak
pada stroma merupakan kolagen tipe Ill. Regenerasi serat kolagen memakan
waktu sekitar 15 bulan. Pada stroma juga terdapat proteinase inhibitor yang
berperan dalam mencegah kerusakan kornea saat inflamasi, ulkus, dan
penyembuhan luka (Remington, 2012).

Keratosit merupakan fibroblas yang terletak di antara lamela. Keratosit
mengekspresikan matriksmetaloprotease (MMP), kolagen, glikosaminaglikan
(GAG), dan kristalin yang penting dalam proses homeostatis dan penyembuhan
luka pada stroma. Sel keratosit membentuk pola ‘corkscrew’ yang dapat dikenali
dari sisi anterior ke posterior dan memiliki densitas lebih tinggi pada anterior
stroma (Mdiller et al., 2001).

d. Membran Descemet

Membran Descemet merupakan membran basal endotel kornea yang
memiliki resistensi yang tinggi terhadap trauma dan proses patologis lainnya
dibandingkan dengan bagian-bagian kornea lain yang tipis dan lentur. Membran
ini terus berkembang seumur hidup. Pada anak-anak, membran ini memiliki
ketebalan 5 pm dan akan bertambah sampai 15 pm seiring bertambahnya usia
(Remington, 2012).
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Membran Descemet terdiri atas 2 lamina. Lamina anterior memiliki
ketebalan 3 pum dengan bentukan pita dan merupakan ciri serat kolagen yang
dihasilkan selama perkembangan embrio. Lamina posterior tidak berbentuk pita
dan bersifat lebih homogen. Lamina posterior adalah bagian yang dikeluarkan
oleh endotelium sepanjang hidup (Remington, 2012).

Meskipun tidak ditemukan serat elatis, serat kolagen menyusun membran
Descemet dan menjadikannya elastis. Membran Descemet sangat tahan terhadap
trauma, enzim proteolitik, dan beberapa kondisi patologis. Jika terjadi kerusakan,

membran ini dapat regenerasi (Remington, 2012).

e. Lapisan endotel

Lapisan terdalam dari kornea adalah lapisan endotel. Lapisan ini
berbatasan langsung dengan anterior chamber dan terdiri atas satu lapis sel.
Normalnya lapisan ini memiliki ketebalan 5um. Sel endotel berbentuk polihedral
dan dapat ditemukan pada kornea normal dengan 70-80% nya merupakan bentuk
hexagonal. Sel endotel tidak dapat membelah dan bereplikasi. Kontak antar sel
kemungkinan menjadi salah satu faktor yang menyebabkan lapisan ini berada
pada fase nonproliferatif (Joyce, 2003; Joyce et al., 2002; Senoo, 2000;
Remington, 2012).

Jumlah sel endotel menurun sesuai usia dimana pada saat lahir sebanyak
3000-4000/mm? dan pada saat usia 80 tahunan jumlahnya berkurang menjadi
1000-2000/mmZ. Jumlah sel minimal yang dibutuhkan untuk menjalankan fungsi
fisiologisnya sekitar 400-700/mm?. Endotel berfungsi sebagai barier permeabilitas
antara humor akuos dengan stroma kornea serta sebagai pompa untuk
mempertahankan kornea dalam keadaan dehidrasi relatif (deturgesens) dengan
adanya tekanan negatif hidrostatik yang dipertahankan oleh pompa bikarbonat.
Secara in vivo, endotel mendapatkan oksigen dari humor akuos untuk
mempertahankan fungsi pompanya (Remington, 2012).

Kerusakan struktur endotel bisa berupa hilangnya sel atau perubahan
bentuk (pleomorphism) dan ukuran (polymegathism). Jika endotel rusak,

penyembuhan terjadi melalui migrasi sel, penyusunan ulang, dan pembesaran sel
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yang tersisa. Selain itu, rusaknya lapisan endotel dapat menyebabkan cairan pada
anterior chamber masuk ke dalam stroma. Sel substansial yang hilang atau rusak
menyebabkan edema yang irreversibel oleh karena endotel mengkompensasi sel-
sel yang mati dengan mengurangi kepadatan seluruh endotel dan memberikan

dampak pada regulasi cairan (Remington, 2012).

2.2.2 Fisiologi Kornea

Kornea memilik dua fungsi utama, yaitu membiaskan dan menghantarkan
cahaya. Faktor yang mempengaruhi pembiasan cahaya adalah kelengkungan
permukaan anterior kornea, perubahan indeks bias dari udara ke kornea, ketebalan
kornea, kelengkungan permukaan posterior kornea, dan perubahan indeks bias
dari kornea ke humor akuos. Sifat tembus cahayanya disebabkan oleh susunan
filamen-filamen kolagen pada stroma yang uniform, avaskular, dan komposisi air
yang konstan di dalam stroma atau keadaan dehidrasi relatif (deturgesens). Air di
dalam stroma dipertahankan sebanyak 70% (Lang, 2000; Khurana, 2007).

Deturgesens atau keadaan dehidrasi relatif jaringan kornea, dipertahankan
olen pompa bikarbonat aktif pada endotel dan oleh fungsi sawar epitel dan
endotel. Dalam mekanisme dehidrasi ini, endotel jauh lebih penting daripada
epitel dan kerusakan kimiawi atau fisik pada endotel berdampak jauh lebih parah
daripada kerusakan pada epitel. Kerusakan sel-sel endotel menyebabkan edema
kornea dan hilangnya sifat transparan. Sebaliknya, kerusakan pada epitel hanya
menyebabkan edema stroma kornea lokal sesaat yang akan meghilang bila sel-sel
epitel telah beregenerasi. Penguapan air dari lapisan air mata prekorneal
menghasilkan hipertonisitas ringan lapisan air mata. Keadaan ini kemungkinan
merupakan faktor karena ada nya perpindahan air dari stroma kornea superfisial
untuk membantu mempertahankan keadaan dehidrasi (Riordan-Eva dan
Augsburger, 2018).

Penetrasi obat ke dalam ke kornea bersifat bifasik. Substansi larut lemak
dapat melalui epitel utuh dan substansi larut air dapat melalui stroma yang utuh.
Oleh karena itu, obat harus larut lemak dan larut air sekaligus agar dapat melalui

kornea. Epitel adalah sawar yang efisien terhadap masuknya mikroorganisme ke
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dalam kornea. Namun saat kornea cedera, stroma yang avaskular dan membran
Bowman akan mudah terkena infeksi oleh berbagai macam organisme, seperti

bakteri, virus, parasit, dan jamur (Riordan-Eva dan Augsburger, 2018).

2.3 Trauma Kimia Mata

Trauma kimia mata merupakan salah satu keadaan kedaruratan pada mata
karena dapat menyebabkan cedera pada mata baik ringan, berat, bahkan sampai
kehilangan penglihatan. Hal ini diakibatkan karena terpaparnya bahan kimia baik
yang bersifat asam atau basa yang dapat merusak struktur bola mata tersebut
(Rakhmasari et al., 2015).

Trauma kimia mata dibagi menjadi dua jenis berdasarkan kadar pH yang
dimiliki suatu agen penyebab, yaitu trauma kimia asam dan basa. Trauma basa
menyebabkan kerusakan yang lebih cepat daripada trauma asam karena daya
tembus kornea nya lebih besar (Radosavljevi¢ et al., 2013).

Trauma kimia jenis asam diakibatkan oleh bahan kimia yang memiliki
pH<7 (llyas, 2008). Dua mekanisme yang terjadi dalam trauma asam ialah
mekanisme ion hidrogen dan anion dalam kornea. lon hidrogen merusak mata
dengan mengubah pH, sedangkan anion merusak mata dengan mendenaturasi
protein, prespitasi, dan koagulasi. Koagulasi ini menyebabkan agen kimia tidak
dapat menembus mata lebih dalam. Hal ini lah yang menyebabkan trauma akibat
zat asam lebih ringan dari pada akibat zat basa (Drake et al., 2012).

Pada minggu pertama paska paparan, akan terjadi koagulasi protein pada
kornea sehingga terjadi penampakan keruh pada kornea. Akibat koagulasi protein
ini, kornea mata dapat terkelupas. Koagulasi yang lebih lanjut pada jaringan yang
lebih dalam seperti stroma, keratosit, dan endotel dapat terjadi. Bila penetrasi
asam dapat melewati koagulasi ini, akan terjadi edema kornea. Regenerasi epitel
akan terjadi dalam beberapa hari dan sembuh jika zat kimia bersifat asam lemah.
Sebaliknya, jika penyebabnya zat kimia bersifat asam kuat maka akan terjadi
infiltrasi sel radang ke dalam stroma dalam waktu 24 jam. Umumnya trauma asam
mulai sembuh pada minggu kesatu sampai ketiga. Pembentukan ulkus kornea

dengan vaskularisasi yang progresif bisa terjadi pada trauma asam berat. Pada
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endotel, trauma asam akan membentuk membran fibrosa yang merupakan bentuk
penyembuhan kerusakan endotel (Kosoko, 2009).

Berbeda dengan trauma asam, trauma basa disebabkan oleh bahan kimia
dengan pH diatas 7 (llyas, 2008). Basa terdisosiasi menjadi ion hidroksil dan
kation di permukaan bola mata. lon hidroksi membuat reaksi saponifikasi pada
membran sel lemak. Sedangkan kation akan berinteraksi dengan kolagen stroma
dan glosaminoglikan. Jaringan yang rusak akan menstimuasi respon inflamasi
yang merangsan enzim proteolitik sehingga kerusakan bertambah parah. Aktivitas
kolagenase menyebabkan terjadinya perlunakan pada kornea. Trauma akibat
bahan kimia basa memberikan efek yang sangat bahaya pada mata karena
menembus dengan cepat ke kornea, bilik mata depan, dan jaringan retina. Hal ini
dikarenakan sifat bahan basa yang hidrofilik dan lipofilik. Trauma basa dapat
menyebabkan kekeruhan kornea, edema, neovaskularisasi kornea, dan katarak
yang pada akhirnya dapat terjadi pembentukan jaringan parut pada kornea
(Kosoko, 2009).

Pada basa kuat, zat kimia basa dapat mengakibatkan saponifikasi disertai
dengan disosiasi asam lemak dan membran sel. Akibatnya, mukopolisakarida
jaringan akan menghilang dan terjadi penggumpalan sel kornea atau keratosit.
Serat kolagen kornea akan membengkak dan stroma akan mati. Edema kornea ini
mengakibatkan infilitrasi dari sel polimorfonuklear ke dalam stroma dan
neovaskularisasi. Sel epitel akan lepas (epitel cell loss) ketika sel epitel basal
rusak. Epitel yang baru akan melekat pada stroma di bawah nya melalui aktivasi
plasminogen. Aktivasi plasminogen turut diikuti dengan pelepasan kolagenase
yang akan merusak kolagen kornea. Akibatnya, penyembuhan epitel kornea akan
terganggu yang selanjutnya menghasilkan ulkus kornea (Kosoko, 2009).

Dalam perjalanannya, kerusakan yang terjadi akibat trauma meliputi
terjadinya nekrosis dan kerusakan persisten pada epitel kornea. Penetrasi yang
dalam dapat mengakibatkan opasifikasi atau kekeruhan pada kornea sehingga
mengganggu penglihatan. Pada tahap penyembuhan, upaya epitelisasi terjadi

dengan bermigrasinya sel-sel epitelial yang berasal dari stem sel limbus.
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Kerusakan kolagen stroma akan difagosit oleh keratosit dan terjadi sintesis
kolagen yang baru (Tsai et al., 2011).

Trauma kimia dapat diklasifikasikan menurut derajat keparahannya.
Derajat keparahan ini dinilai dari perubahan struktur histologis mata. Gambaran
derajat trauma dapat dilihat pada Gambar 2.4. Menurut klasifikasi Roper-Hall
(Ballen), kerusakan kornea dibagi menjadi 4 derajat. Derajat satu memiliki
prognosis yang baik dan ditandai dengan kerusakan epitel kornea serta tidak
terdapatnya iskemia limbus. Derajat dua memiliki prognosis yang baik namun
disertai kornea berkabut dan disertai dengan iskemia limbus kurang dari sepertiga.
Derajat tiga ditandai dengan lepas nya epitel keseluruhan, stroma yang berkabut,
detail iris buram, dan 1/3-1/2 iskemia limbus. Derajat yang memiliki prognosis
terburuk ialah derajat empat yang ditandai dengan kekeruhan kornea, iris dan
pupil yang buram, serta lebih dari 1/2 iskemia limbus (Drake et al., 2012; Singh et
al., 2013).

(a) Derajat 1; (b) Derajat 2; (c) Derajat 3; (d) Derajat 4.

Gambar 2.4 Klasifikasi derajat trauma kimia (Drake et al., 2012; Singh et al., 2013)

2.4 Inflamasi

Inflamasi merupakan respon jaringan vaskuler terhadap infeksi dan
kerusakan jaringan yang menyebabkan migrasinya sel dan molekul sistem imun
dari sirkulasi ke area yang dibutuhkan untuk melawan antigen. Antigen yang
berada di jaringan ekstravaskuler dikenali oleh sel imun host. Kemudian leukosit
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dan protein plasma akan diinduksi dari sirkulasi ke area antigen berada. Leukosit
dan protein plasma akan diaktivasi dan bekerja sama melawan antigen. Reaksi
inflamasi akan dikontrol dan diakhiri jika antigen telah tereliminasi. Setelah
proses inflamasi akut selesai, jaringan yang rusak akan diperbaiki. Manifestasi
luar dari inflamasi atau cardinal sign yang menjadi pertanda adanya inflamasi
meliputi calor/panas, rubor/kemerahan, tumor/bengkak, dolor/nyeri, dan functio
lesa/hilangnya fungsi (Kumar et al., 2018).

Inflamasi terbagi menjadi dua jenis, yaitu inflamasi akut dan inflamasi
kronis. Inflamasi akut merupakan respon awal dan cepat terhadap infeksi dan
kerusakan jaringan dalam hitungan menit, jam, hingga beberapa hari seperti pada
Gambar 2.5. Inflamasi akut memiliki ciri berupa adanya eksudasi, edema, dan
migrasi leukosit (didominasi oleh polmorfonuklear). Ketika respon akut dapat
mengatasi dan mengeliminasi antigen, respon selanjutnya merupakan perbaikan
jaringan. Namun jika gagal, maka akan memasuki inflamasi kronis. Inflamasi
kronis berlangsung lebih lama dan terkadang disertai oleh destruksi jaringan,
migrasi limfosit dan makrofag, proliferasi vaskuler, serta terbentuknya jaringan
fibrosis (Kumar et al., 2018).

Monocytes/
Edema Neutrophils Macrophages

ACTIVITY

3

-

DAYS ——»

Keterangan: Peningkatan neutrofil memuncak 24 jam paska paparan dan mulai menurun
dengan disertai kenaikan jumlah makrofag.

Gambar 2.5 Aktivitas neutrofil pada inflamasi akut (Kumar et al., 2018).
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Penyebab inflamasi adalah adanya infeksi, nekrosis jaringan, benda asing,
dan reaksi imun atau hipersensitivitas. Penyebab tersebut akan dikenali oleh sel
imun jaringan seperti sel dendritik, sel mast, dan sel makrofag. Sel-sel tersebut
mengeluarkan molekul sitokin dan mediator lain yang menginduksi dan mengatur
respon inflamasi. Mediator inflamsai juga diproduksi dari protein plasma yang
bereaksi dengan mikroba dan sel nekrotik. Beberapa sitokin proinflamsi akan
mengundang leukosit pada sirkulasi ke tempat antigen berada. Mediator ini juga
mengaktivasi leukosit untuk merusak dan membuang antigen (Kumar et al.,
2018).

Leukosit yang diundang ke area inflamasi memerankan fungsi kunci dari
eliminasi antigen. Kemampuan terpenting dari leukosit adalah kemampuan
fagositnya, seperti pada neutrofil dan makrofag. Neutrofil yang diproduksi di
sumsum tulang dengan cepat bermigrasi dari vaskuler ke area inflamasi.
Sedangkan makrofag akan bekerja lebih lambat untuk merespon. Leukosit
menelan dan merusak bakteri, mikroba lain, jaringan nekrotik, dan benda asing
(Kumar et al., 2018). Proses migrasi neutrofil ke jaringan ditunjukkan pada
Gambar 2.6.

INTEGRIN ACTIVATION
BY CHEMOKINES

Sialyl-Lewis X—modified glycoprotein
STABLE
> ADHESION
Integrin (low-affinity state: MIGRATION

THROUGH
ENDOTHELIUM

integrin ligand
(ICAM-1)

~ Fibrin and fibronectin
with microbes (extracellufar matrix) |/

(# =
@0 r'C sett

Gambar 2.6 Proses infiltrasi neutrofil dari pembuluh darah ke jaringan (Kumar et al.,
2018).
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Pada saat inflamasi, aliran darah akan melambat dan terjadi perubahan
hemodinamik, sel darah putih termasuk neutrofil akan berada di bagian perifer
mendekati endotel kapiler. Kondisi ini dinamakan margination. Ketika endotel
teraktivasi oleh sitokin dan mediator lokal, akan terjadi adesi leukosit ke endotel.
Sitokin yang diproduksi oleh sel jaringan sebagai respon antigen atau jejas akan
mengundang leukosit termasuk neutrofil ke jaringan melewati endotel.
Selanjutnya leukosit akan melaksanakan tugas nya untuk mengeliminasi antigen
(Kumar et al., 2018).

Walaupun inflamasi merupakan proses yang normal, pada beberapa
keadaan reaksi inflamasi menjadi penyebab penyakit dan kerusakan jaringan.
Konsekuensi dari pertahanan dengan leukosit merupakan kerusakan jaringan dan
inflamasi berkepanjangan. Hasil produk leukosit akan merusak mikroba dan
membantu membersihkan jaringan nekrosis. Jika produk ini diekresi secara
berlebihan maka produk ini akan menyebabkan colateral damage yang merusak

sel normal dari host (Kumar et al., 2018).

2.4.1 Morfologi dan Fungsi Neutrofil

Neutrofil merupakan salah satu jenis leukosit dari kelompok granulosit
yang aktif dari sistem pertahanan tubuh. Leukosit terdiri dari granulosit (neutrofil,
basofil, dan eosinofil), monosit, dan limfosit. Sebagian granulosit, monosit, dan
sedikit limfosit diproduksi oleh sumsum tulang sedangkan sebagian lagi dibentuk
di jaringan limfe (limfosit dan sel-sel plasma). Pada manusia dewasa terdapat
sekitar 7000 sel darah putih/uL darah (Price dan Wilson, 2005; Sa’adah, 2005).
Bentukan neutrofil dapat dilihat pada Gambar 2.7 dan 2.8.
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Gambar 2.7 Gambaran neutrofil pada sediaan darah tepi (Eroschenko V. P., 2008).

1 Neutrofil

Gambar 2.8 Gambaran neutrofil (panah biru) pada jaringan (Kumar et al., 2018).

Sebagai salah satu jenis leukosit tipe granulosit, neutrofil memiliki sel-sel
granula pada sitoplasmanya. Sel-sel granulosit memiliki peran penting dalam
proses inflamasi (Price and Wilson, 2005). Pada proses inflamasi, sel yang
pertama muncul dalam jumlah besar di dalam eksudat pada jam pertama adalah
neutrofil. Inti sel neutrofil memiliki lobus yang tak teratur atau polimorf, sehingga
sel ini disebut neutrofil polimorfonuklear. Granula yang tampak pada sitoplasma
neutrofil merupakan kumpulan dari beberapa enzim , yaitu hidrolase, protease,
lipase, dan fosfatase. Granula-granula tersebut juga berhubungan dengan berbagai
zat antimikroba sehingga neutrofil mengandung berbagai enzim dan partikel-
partikel antimikroba. Neutrofil mampu bergerak aktif dan mampu menelan
berbagai zat melalui proses fagositosis (Price dan Wilson, 2005).
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2.4.2 Peran Neutrofil pada Inflamasi Kornea

Neutrofil memiliki peran pada kejadian inflamasi di kornea. Cidera pada
permukaan kornea akan menimbulkan respon inflamasi. Respon inflamasi kornea
ditandai oleh aktivasi sel-sel kornea khususnya Kkeratosit stroma dan
penginduksian leukosit untuk menghasilkan mediator lipid dan protein yang
nantinya akan memulai, memperkuat, dan akhirnya mengatasi peradangan
(Marazzo et al., 2011).

Inflamasi pada mata akan menstimulasi sitokin proinflamasi. Begitu juga
endotoksin dan eksotoksin yang dihasilkan bakteri, ia juga akan menstimulasi
pelepasan substansi seperti interleukin (IL) 1, IL-6, dan tumor necrosing factor
(TNF), dan faktor-faktor yang membantu adhesi dan migrasi leukosit. Sitokin-
sitokin tersebut menginduksikan neutrofil ke jaringan sebagai mekanisme penting
dalam mengontrol infeksi dari bakteri (Tallab dan Stone, 2016). Neutrofil
berinfiltrasi ke stroma kornea melalui lapisan air mata dan pembuluh darah
limbus. Berkumpulnya neutrofil ke lokasi inflamasi ini menyebabkan akumulasi
dan kenaikan jumlah neutrofil. Infiltrasi sel-sel inflamasi ke jaringan yang cidera
merupakan respon perbaikan luka. Neutrofil di dalam stroma kornea ditemukan
sejak 6 jam setelah cedera. Jumlah neutrofil terbanyak muncul pada 24-48 jam
setelah cidera, setelah itu sel-sel lainnya seperti makrofag mulai muncul. Neutrofil
memiliki  fungsi fagositosis untuk membersihkan patogen dan debris-
debris seluler namun pada saat yang sama neutrofil akan melepaskan enzim yang
mampu merusak sel inang. Pengiduksian neutrofil secara berlebihan dalam
mengatasi cidera juga berkontribusi terhadap kerusakan jaringan (Marazzo et al.,
2011).
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2.5 Kerangka Konsep

d-endotoksin Senyawa toksik pH asam

Trauma kimia
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Defek epitel kornea

| |
v

Respon inflamasi

v v v
1IL-1 11L-6 1TNF-a

\ 4

Infiltrasi
neutrofil

Gambar 2.9 Kerangka konsep

Keterangan :
|:| : Tidak diteliti —— : Menyebabkan

[ILE el

Bioinsektisida Bt memiliki komponen kimia dan biologis. Komponen
kimia asam ini menyebabkan trauma kimia pada mata sehingga terjadi defek
epitel pada kornea. Komponen biologis berupa &-endotoksin bakteri dapat
menyebabkan inflamasi pada kornea pada tikus. Dengan adanya defek epitel,

maka infiltrasi dari agen infeksi dapat masuk semakin dalam. Reaksi tersebut
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dapat menimbulkan adanya respon inflamasi. Agen pro-inflamasi seperti IL-1, IL-
6, dan TNF akan dilepaskan. Sitokin-sitokin tersebut menginduksi neutrofil untuk
bermigrasi ke area yang mengalami inflamasi. Neutrofil ini bermigrasi
daripembuluh darah limbus dan melalui stroma, kemungkinan dibantu oleh
keratosit, ke area kornea untuk memfagosit patogen-patogen (Tallab dan Stone,
2016; Marazzo et al, 2011).

2.6 Hipotesis
Terjadi peningkatan jumlah neutrofil kornea tikus (Rattus norvegicus)
strain wistar yang dipapar oleh bioinsektisida Bt.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental (true

experimental) dengan metode post test only control group design, Yyaitu

pengambilan data dilakukan setelah perlakuan yang bertujuan untuk mengetahui

efek, gejala, atau akibat dari suatu perlakuan tertentu.

H pr1 | or1

H 2 | or

4 p3 o or3

Gambar 3.1 Pengelompokan subjek penelitian

Keterangan :

S : Sampel

R : Random

K- :Irigasi normal saline selama 7 hari dengan frekuensi 1 kali/hari pada mata
kanan hewan uji

P1  :Irigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 8 g/L selama 7 hari dengan frekuensi
1 kali/hari pada mata kanan hewan uji

P2  :Irigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 10 g/L selama 7 hari dengan frekuensi
1 kali/hari pada mata kanan hewan uji

P3  :lIrigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 12 g/L selama 7 hari dengan frekuensi
1 kali/hari pada mata kanan hewan uji

OK : Data hasil pengamatan K-

OP1 : Data hasil pengamatan P1

OP2 : Data hasil pengamatan P2

OP3 : Data hasil pengamatan P3
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3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2019 hingga Februari 2020
di Laboratorium Farmakologi dan Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Jember serta Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokteran Gigi,

Universitas Jember.

3.3 Sampel Penelitian
3.3.1 Sampel
Sampel dari penelitian ini adalah tikus putih jantan (Ratus norvegicus)
strain wistar dengan Kriteria inklusi dan ekslusi sebagai berupa:
a. Kriteria Inklusi
1) Jenis tikus putih jantan yang dipelihara khusus untuk penelitian.
2) Usia 10-12 minggu dengan berat antara 150-250 gram.
3) Tidak memiliki kelainan pada segmen anterior mata (keratitis dan defek
epitel).
4) Tikus sehat (aktif, bulu putih bersih, mata cerah, dan tidak cacat).

b. Kriteria Eksklusi

1) Tikus yang mati selama perlakuan.

3.3.2 Besar Sampel
Besar sampel dalam penelitian ini ditentukan menggunakan rumus

Frederer. Rumus Frederer digunakan untuk mencari jumlah pengulangan tiap

kelompok.

(t-1)(n-1) > 15
Keterangan :
n : Jumlah sampel tiap kelompok

t : Jumlah kelompok perlakuan
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Jika jumlah kelompok perlakuan dalam penelitian ini sebanyak 4
kelompok, maka didapatkan jumlah sampel tiap kelompok sebagai berikut:
(4-1)(n-1) > 15
3(n-1)>15

n> 6

Dari rumus tersebut didapatkan jumlah sampel tiap kelompok sebanyak 6

ekor sehingga sampel yang digunakan adalah 24.

3.4 Jenis dan Sumber Data

Data pada penelitian ini didapatkan dengan cara memeriksa peningkatan
jumlah neutrofil kornea tikus (Rattus norvegicus) strain wistar yang dipapar oleh
bioinsektisida Bt.

3.5 Definisi Operasional Variabel dan Skala Pengukurannya
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah bioinsektisida
Bt. Bioinsektisida ini mengandung kristal protein yang disebut &-endotoksin
(Hofte dan Whiteley, 1989). Bioinsektisida Bt yang digunakan merupakan
bioinsektisida dengan merk dagang Dipel WG dari distributor PT Nufarm
Indonesia. Berdasarkan lembar data keamanan yang dikeluarkan oleh Sumitomo
Chemical (2017), Dipel WG/DF memiliki bahan aktif berupa Bt subsp. Kurtaski
strain ABTS-351, serotype 3a3b dan sodium sulfat. Bt dilarutkan dengan aquades
sehingga didapatkan konsentrasi 8 g/L, 10 g/L, 12 g/L sebelum diinduksikan pada
mata tikus. Alat ukur yang digunakan dalam menentukan konsentrasi larutan
bioinsektisida Bt ini adalah neraca Ohaus dan tabung ukur. Skala pengukuran

yang digunakan untuk variabel bebas adalah ordinal.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat yang digunakan dalam penelitian ini adalah jumlah

neutrofil. Jumlah neutrofil dihitung pada 5 lapang pandang yang kemudian
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direrata untuk menghasilkan data dengan satuan sel/lapang pandang. Jumlah

neutrofil diukur secara direct counting dengan metode double blind (Carlson et al,

2010). Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya merk Olympus

dengan perbesaran 400x yang dilengkapi dengan kamera/optilab oleh dua

pengamat yang telah dilatih oleh ahli patologi anatomi Fakultas Kedokteran

Universitas Jember. Skala pengukuran yang digunakan untuk variabel terikat

adalah rasio.

3.6 Metode Analisis Data
3.6.1 Alat dan Bahan

a. Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini ialah sebagai berikut:

1) Alat pemeliharaan tikus adalah sarung tangan, bak plastik, kawat penutup
bak, botol minum, dan label kandang.

2) Alat penginduksi adalah baker glass dan spuit 3 ml.

3) Alat pembuatan larutan bioinsektisida: gelas ukur, tabung ukur, dan
magnetic stirer.

4) Alat anestesi adalah spuit dan jarum 30-gauge.

5) Alat pembuatan preparat adalah alat bedah (minor set), wadah jaringan,
pewarnaan Hematoxilin-eosin (HE), rak pengecatan, pipet pastour, tisu,
kasa, cover glass, object glass, staining jar.

6) Alat pengukuran adalah mikroskop cahaya, kamera/optilab.

b. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini ialah sebagai beriku:

1) Bahan pemeliharaan tikus adalah makanan pelet, air, dan sekam.

2) Bahan penginduksi adalah bioinsektsida Bt yang telah dilarutkan dan
hypafix.

3) Bahan anestesi adalah ketamine:hydrochlorine

4) Bahan pengecatan Hematoksilin-eosin adalah xylol, alkohol, aquadest, cat

hematoksilin, larutan HCI, cat eosin, litium karbonat 0,5%.
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3.6.2 Prosedur Penelitian
a. Uji kelayakan etik

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus yang dalam
pelaksanaannya harus mendapat sertifikasi kelayakan etik. Prosedur ini bertujuan
guna menjamin keamanan bagi peneliti dan hewan coba selama penelitian serta
memperjelas tujuan dan kewajiban peneliti. Penelitian ini telah disetujui oleh
Komisi Etik Penelitian, Fakultas Kedokteran, Universitas Jember dengan surat
nomor: 1343/H25.1.11/KE/20109.

b. Aklimatisasi dan pemeliharaan hewan coba

Tikus diaklimatisasikan selama satu minggu dengan lingkungannya untuk
mengurangi resiko stres dan kematian tikus. Alas kandang, tempat pakan, tempat
minum, sisa pakan, dan kotoran tikus dibersihkan setiap dua hari sekali untuk
menghindari timbulnya penyakit. Standar pemeliharaan tikus disesuaikan dengan

standar pemeliharaan hewan uji di Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

c. Pemilihan dan Pembagian Hewan Coba

Jumlah hewan coba yang digunakan ialah 24 ekor tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) strain wistar yang kemudian dibagi menjadi 4 kelompok
secara random allocation dengan membagi sampel ke dalam kelompok secara

acak. Pembagian kelompok dilakukan seperti pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Pembagian kelompok perlakuan

Kode Nama Kelompok Bentuk Perlakuan

K- Kontrol Irigasi normal saline selama 7 hari dengan
frekuensi 1 kali/hari pada mata kanan hewan uji

P1 Perlakuan 1 Irigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 8g/l selama 7

hari dengan frekuensi 1 Kkali/hari pada mata
kanan hewan uji

P2 Perlakuan 2 Irigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 10g/l selama
7 hari dengan frekuensi 1 kali/hari pada mata
kanan hewan uji

P3 Perlakuan 3 Irigasi bioinsektisida Bt konsentrasi 12g/l selama
7 hari dengan frekuensi 1 kali/hari pada mata
kanan hewan uji
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d. Pembuatan larutan bioinsektisida Bt
Pembuatan larutan bioinsektisida Bt dilakukan dengan mencampurkan
bubuk bioinsektisida Bt dan aquades kemudian dihomogenkan menggunakan

magnetic stirer.

e. Anestesi hewan coba
Hewan coba dianestesi menggunakan anestesi umum berupa ketamin-

hydrocholride 75-100 mg/KgBB secara intraperitoneal.

f. Penginduksian bioinsektisida Bt

Mata hewan coba, yang telah diadaptasi dan dianestesi, ditetesi dengan
cairan bioinsektisida Bt pada mata kanan sebanyak 3 ml yang dihabiskan dalam 2
menit. Mata tikus yang diinduksi kemudian dipejamkan dan ditutup menggunakan
plester Hipafix.

g. Terminasi dan enukleasi

Hewan coba diterminasi dengan teknik cervical dislocation. Mata hewan
coba dienukleasi dan diambil jaringan korneanya dengan melakukan sayatan
melingkari palpebra dimulai dari tepi kantus lateralis. Sayatan melingkar
dilanjutkan dengan menyayat M. Orbicularis oculi yang memiliki serabut
melingkari palpebra superior dan inferior. Setelah M. Orbicularis oculi tersayat,
mata kemudian dilepaskan dari nervus optikus dan jaringan lain yang berada pada

bagian posterior mata.

h. Pembuatan sediaan histopatologi
Bola mata difiksasi dalam 10% buffer normal formaline. Pembuatan
jaringan dengan pewarnaan hematoksilin-eosin (HE) dilakukan Laboratorium

Patologi Anatomi, RSD dr. Soebandi, Jember.
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I. Pengamatan histopatologi

Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya merk
Olympus dengan perbesaran 400x yang dilengkapi dengan kamera/optilab.
Gambar yang telah didapatkan kemudian dianalisa 2 pengamat yang telah dilatih
oleh ahli patologi anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk
dihitung jumlah neutrofil pada 5 lapang pandang kornea. Pengamatan dilakukan

secara vertikal dan horizontal tergantung bentukan kornea pada preparat.

3.6.3 Analisis Data

Data yang terkumpul diolah untuk menjelaskan setiap variabel. Data
berupa jumlah neutrofil kemudian dianalisis dengan aplikasi statistik SPSS 20
untuk windows dan Microsoft Excel 2017. Nilai mean dan standar deviasi diolah
dengan program Microsoft Excel 2010 untuk mencari peningkatan jumlah
neutrofil. Mean dihitung menggunakan rumus =average(rentang data) dan standar
deviasi dihitung dengan rumus =stdev.s(rentang data). Pada uji normalitas
Saphiro-Wilk didapatkan distribusi data yang tidak normal pada beberapa
kelompok perlakuan sehingga uji beda dilakukan menggunakan uji statistik
Kruskal-wallis pada SPSS.
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Sampel Hari ke-
]
Adaptasi f---------------=-- 1-7
K- P1 P2 P3
| | |
Pemaparan bioinsektisida Bt -| 8-14
. 1 I I |
Terminasi -1 15
: 1 1 I I
Enukleasi -l 15
—1 I I I |
Pembuatan preparat histopatologi k 15-19
. 1 I I I |
Pengamatan B 20
1 L. . | . | - |
Analisis data -1 21

Gambar 3.2 Alur Penelitian



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Terjadi peningkatan jumlah neutrofil pada kornea tikus wistar (Rattus

norvegicus) yang dipapar oleh bioinsektisida Bt.

5.2 Saran
Saran yang dapat dijadikan rekomendasi penelitian selanjutnya ialah:

1. Perlu adanya uji lebih lanjut mengenai bahan aktif, bahan adjuvan, dan
komponen lainnya pada produk bioinsektisida Bt untuk mengetahui penyebab
utama yang menyebabkan peningkatan jumlah neutrofil. Selain itu, dapat juga
dilakukan penelitian dengan bioinsektisida lain yang lebih jelas komposisi
nya.

2. Perlu penelitian lanjutan dengan metode yang berbeda untuk memperoleh
reaksi inflamasi yang lebih optimal seperti penggunaan dosis berpangkat
(1 g/L, 10 g/L, 100 g/L, dan seterusnya).
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 : SOP Pemeliharan Hewan Uji

Prosedur Pemeliharaan Hewan Uji

Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Tujuan

Mengatur standar pemeliharaan hwan uji.

Prosedur

Alat

1. Pelindung diri (jas lab, masker, dan sarung tangan)

2. Kandang (Box dan Kawat strimin penutup kandang)

3. Pembersih (sikat dan sapu)

Bahan

1. Pelet
2. Disinfektan (sabun pel dan alkohol)

Tata Laksana

1. Pemberian Makan Hewan Uji

a.
b.

Menyiapkan pakan hewan uji berupa pelet

Mengambil 1 cup takaran pakan. Pastikan pakan tidak
tercecer di ruangan

Menuangkan pakan di atas permukaan kawat strimin
penutup kandang box. Pastikan kandang dalam keadaan
kering sehingga pakan tidak rusak.

Memastikan hewan uji sudah diberi pakan setiap
harinya, kecuali untuk tujuan pembedahaan, hewan uji

sebelumnya dipuasakan terlebih dahulu selama 24 jam.

2. Penggantian dan pencucian Botol Minum

a.

Mengambil botol minuman yang isinya akan diganti.
Membuan air di dalam botol tersebut.
Membersihkan permukaan luar dan dalam botol

maupun penutup dan ujungnya dengan menggunakan
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air, sabun, dan sikat. Kemudian membilas dengan air
mengalir. Memastikan tidak ada sisa kotoran pada
permukaan luar dan dalam botol dan penutupnya serta
tidak ada sisa sabun di botol penutupnya.

c. Mengisikan air ke dalam botol. Memastikan ada sedikit
ruang udara di dalam botol kemudian tutup rapat
dengan penutupnya. Memastikan tutup tidak lepas pada
saat botol dibalikkan.

d. Menempatkan botol minuman yang telah diisi ke dalam
kandang melalui lubang pada kawat strimin.
Memastikan tutup botol tidak bocor dan membasahi

kandang.

3. Sanitasi Kandang:

a. Menuangkan sekam ke dalam kandang baru sampai
ketinggian sekam sekitar 1,5 cm. Memastikan ketebalan
sekam pada kandang tidak terlalu tinggi dan tidak
terlalu rendah.

b. Memindahkan hewan uji satu persatu ke dalam kandang
baru kemudian tutup rapat kandang dengan penutup
kawat setelah semua hewan uji dipindahkan.
Memastikan penandaan yang tertera pada kandang baru
sudah benar. Memastikan pula pada saat memindahkan
hewan uji ke kandang baru tutup kawat tidak dibuka
lebar agar tidak ada hean uji yang lepas dari
kandangnya.

c. Meletakkan hewan uji pada kandang baru pada rak
pemeliharaanya.

d. Membuang kotoran hewan di kandang lama ke dalam
karung plastik untuk wadah pembuangan. Memastikan

bahwa karung pembuangan ini selalu tertutup dan
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berada dalam kondisi kering.

Mencuci  kandang kotor dengan air mengalir
menggunakan sikat dan sabun. Memastikan tidak ada
sisa kotoran yang menempel kemudian mengeringkan
dan meletakkan di tempat penyimpanan kandang yang
sudah tersanitasi.

4. Sanitasi Kawat Strimin Penutup Kandang

a.

Mengambil kawat strimin. Menyikat dengan sikat
pembersih kawat strimin, air, dan sabun. Memastikan
tidak ada sisa kotoran dan sisa tempat hidup serangga.
Memastikan kawat strimin sudah benar-benar bersih
dan kering sebelum dipakai atau disimpan.

Sanitasi dilakukan setiap minggu atau jika kondisi

kawat sudah kotor.

5. Sanitasi Ruangan Kandang.

a.

Menyiapkan peralatan sanitasi yang diperlukan, berupa
sapu, lap pel, sabun pel, tempat sampah, dan alkohol.
Memisahkan barang sampah yang terpapar karsinogen
dengan sampah lain. Sampah karsinogen dipisahkan
dan dibuang sendiri.

Membersihkan area kandang dari kotoran sisa
perlakuan hewan uji menggunakan sapu. Sisa kotoran
hewan uji dibuang pada kantong kotoran. Sampah lain
dibuang pada tempat sampah.

Mengepel lantai dan area pembuangan dengan kain pel
dan sabun pel.

Membersihkan peralatan sanitasi dan meletakkan
kembali pada tempatnya.

Tenaga

Mahasiswa Keris Lab Farmako
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Lampiran 3.2 : SOP Pembuatan Larutan Bioinsektisida Bt

Prosedur Pembuatan Larutan Bioinsektisida Bt

Tujuan Mengatur standar pembuatan larutan bioinsektisida Bt.

Prosedur Alat

1. Neraca Ukur
2. Sendok

3. Beaker glass
4. Magnetic stirer

5. Pulpen

Bahan

1. Bioinsektisida Bt merk dagang Dipel WG dari PT. Nufarm
Indonesia

2. Agquadest

3. Kertas label

Tata Laksana
1. Menyiapkan alat dan bahan
2. Memberi label pada masing-masing beaker glass dengan
tanda sebagai berikut:
a. Gelas1=8g/L
b. Gelas2=10g/L
c. Gelas3=12g/L
3. Menimbang masa bubuk bioinsektisida Bt menggunakan
neraca ukur sebagai berikut:
a. Gelas1 =160 mg
b. Gelas 2 =200 mg
c. Gelas 3=240 mg
4. Mengukur volume aquadest dengan menggunakan tabung

ukur sebanyak 20 mL untuk masing-masing konsentrasi.
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5. Menyampur aquadest dengan bubuk bioinsektisida Bt
sehingga didapatkan ukuran sebagai berikut:
a. Gelas 1 =160 mg/20 mL
b. Gelas 2 =200 mg/20 mL
c. Gelas 3 =240 mg/20 mL
6. Menghomogenkan larutan menggunakan magnetic stirer

dengan kecepatan 400 ppm selama 5 menit.

Tenaga

Mahasiswa Keris Lab Farmako
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Lampiran 3.3: SOP Anestesi Tikus Pra-Perlakuan

Alat Bahan
1. Spuit30 G 1. Ketamine Hydrochloride 10%
2. Akuadest

Tata Laksana

1. Membuat larutan anestesi menggunakan Ketamine Hydrochloride 10 % dengan
dosis terapi 75-100 mg/kgBB. Karena tikus yang dipakai memiliki berat rata-
rata 200 g maka jumlah anestesi yang diberikan sebanyak 15-20 mg. Dalam 1
ml ketamin cair mengandung bahan aktif sebanyak 10 mg sehingga ketamin
yang diberikan sebanyak 1,5-2ml.

2. Memegang tikus dengan cara jari telunjuk dan jari tengah tangan kanan
menjepit leher tikus, jari jempol, jari manis, dan jari kelingking tangan kanan
memegang badan tikus, dan tangan kiri memegang kedua kaki tikus.

3. Melakukan injeksi dengan lubang jarum menghadap ke atas dan menusukkan
pada lower right quadrant pada abdomen tikus dengan sudut 30-40°.

4. Mengamati tikus apakah terdapat tanda-tanda sakit atau tidak nyaman karena
injeksi, seperti menjilati atau menggaruk daerah injeksi dan tikus membentuk
postur membungkuk.

5. Mengevaluasi hasil anestesi menggunakan refleks pedal 5 menit setelah injeksi
dilakukan, yaitu dengan mencubit regio metacarpal pada kaki belakang di

antara jari telunjuk dan jari jempol tikus.
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Lampiran 3.4 : SOP Induksi Bioinsektisida Bt

Prosedur Induksi Bioinsektisida Bt

Tujuan

Mengatur standar penginduksian larutan bioinsektida Bt

Prosedur

Alat

1. Pinset

2. Stopwatch
3. Spuit 3 cc

Bahan

1. Ketamine Hydrochloride 10% dengan dosis 80 mg/kgBB.

2. Akuadest

3. Larutan Bioinsektisida Bt konsentrasi 8 g/L, 10 g/L, dan 12
g/L

Tata Laksana

1. Menganestesi  hewan uji  menggunakan  Ketamin:
hydrochloride seperti pada lampiran 3.3.

2. Mengambil larutan bioinsektisida Bt dengan konsentrasi 8
g/L menggunakan spuit sebanyak 3 ml.

3. Menetesi hewan uji dengan bioinsektisida sebanyak 3 ml
yang dihabiskan dalam 2 menit pada mata kanan bagian
tengah mata hewan uji.

4. Setelah  dilakukan  pemaparan, dilanjutkan  dengan
pengaplikasian plester pada mata kanan tikus.

5. Plester digunting dengan ukuran 1 cm x 5 cm, plester yang
digunakan adalah plester dengan merk dagang Hypafix dari
PT BSN Medical Indonesia.

6. Dengan ibu jari dan jari telunjuk tangan kanan peneliti,
palpebra superior dan inferior mata tikus dikatupkan.

7. Salah satu ujung plester diletakkan pada mandibula kepala
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tikus kemudian ditempelkan hingga menutupi mata kanan
tikus dan pada ujung lainnya ditempelkan pada regio frontal
kepala tikus.

8. Mata kanan tikus diplester selama 30 menit.

9. Setelah 30 menit, plester dilepaskan dan tikus dikembalikan
ke kandang

10.  Mengembalikan hewan uji yang telah diinduksi ke
dalam kandang perlakuan

11.  Melakukan induksi dengan konsentrasi 10 g/L dan 12
g/L pada kelompok percobaan lainnya sesuai langkah 1-9.

12.  Mengulangi pelakuan selama 7 hari pada jam yang

Sama.

Tenaga

Mahasiswa Keris Lab Farmako dan Laboran Lab Farmako
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Lampiran 3.5 : SOP Terminasi

Prosedur Terminasi Hewan Uji

Tujuan Mengatur standar kerja terminasi hewan uji
Prosedur Alat

1. Jas Lab

Bahan

1. Sarung tangan
2. Masker

Tata Laksana

1. Menyiapkan alat dan bahan

2. Melakukan terminasi dengan teknik cervical dislocation
dengan cara memberikan tekanan pada bagian posterior
basis cranii dan sumsum tulang belakang.

3. Menarik bagian ujung ekor tikus ke arah caudal hingga
sumsum tulang belakang terpisah dari otak dengan cepat.
Jika cara ini berhasil, refleks kedip akan menghilang dengan

segera.

Tenaga

Mahasiswa dan Laboran Lab Farmako
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Lampiran 3.6 : SOP Enukleasi

Prosedur Enukleasi

Tujuan

Mengatur standar kerja pengambilan bola mata

Prosedur

Alat

1. Jas Lab

2. Pisau Bedah
3. Pinset

4. Gunting

Bahan

1. Masker

2. Handscoen
3. Masker

Tata Laksana

1. Membuat sayatan melingkar pada palpebra tikus dimulai
dari tepi kantus lateralis.

2. Melanjutkan sayatan dengan menyayat M. Orbicularis oculi
bagian superior dan inferior sehingga didapatkan bola mata
yang terbebas dari palpebra.

3. Bola mata dibilas dengan bufer normal formalin 10%
kemudian dimasukkan ke dalam botol yang berisi bufer
normal formalin 10%.

4. Botol diberi label dan disimpan ditempat yang terhindar dari

cahaya.

Tenaga

Mahasiswa, Dosen, Laboran Lab. Farmako
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Lampiran 3.7 : SOP Pembuatan Preparat dan Pewarnaan HE

Prosedur Pewarnaan HE

10.

11.
12.

13.

Memfiksasi jaringan ke dalam normal buffer formaline 10% selama 24 jam.
Merendam jaringan pada air selama 15 menit dan dilanjutkan perendaman
pada alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, dan 100% dengan masing-masing selama
3x10 menit (dehidrasi).

Merendam jaringan pada alokohol toluene dan toluene murni selama 13 menit
dan 16 menit (penjernihan).

Merendam jaringan pada parafin cair bersuhu 60 °C I, Il, dan Il masing-
masing selama 5 menit (infiltrasi parafin).

Melakukan pengeblokan di parafin cair bersuhu 60 °C sampai membeku.
Memotong jaringan menggunakan mikrotom geser setebal Sum dengan
potongan sagital. Jaringan yang dipakai merupakan bagian pusat/tengah dari
kornea.

Merendam pada Xilol 1, Il, dan Ill masing-masing selama 10 menit.
Dilanjutkan irigasi dengan air mengalir selama 3 menit.

Melakukan perendaman pada alkohol 100%, 100%, 90%, 80%, dan 70%
dengan masing-masing selama 1 menit.

Melanjutkan perendaman pada larutan hematoksilin selama 2 menit, acid
alcohol 1 x pencelupan, dan diirigasi air selama 2 menit.

Merendam pada larutan eosin selama 1 menit dilanjutkan alkohol 70%, 80%,
90% 100%, dan 100% dengan masing-masing selama 30 detik.

Merendam dengan xilol 1, I, dan 1l masing-masing selama 5 menit.

Menutup jaringan dengan pemberian entellen/DPX (perekat) sebanyak 2 tetes
pada object glass dan ditutup dengan cover glass.

Mengamati di bawah mikroskop.
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Lampiran 3.8 : SOP Pembacaan Preparat

Prosedur pembacaan jumlah neutrofil

Pembacaan preparat dilakukan dengan metode direct count dan sistem

double blind sebagai berikut:

1.

Memberikan kode secara acak pada preparat agar pembaca tidak mengetahui
perlakuan pada preparat yang sedang dibaca. Kode dicatat oleh peneliti agar
tidak salah dalam memasukkan data.

Meletakkan preparat yang telah diterima dibawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400x.

Menyesuaikan titik fokus mikroskop sampai preparat terlihat dengan jelas.
Mengatur posisi preparat dan menghitung jumlah neutrofilnya pada satu
lapang pandang.

Mengambil tangkapan mikroskop menggunakan kamera/optilab sebagai
dokumentasi dan ditandai nama file nya sesuai kode preparat.

Memasukkan hasil hitung dimasukkan ke dalam laporan pencatatan data.
Setelah pembacaan satu preparat selesai, pembacaan dilakukan dengan
langkah yang sama pada lapang pandang lain.

Setelah didapat hasil pembacaan pada 5 lapang pandang, preparat diganti
dengan preparat lain dan melakukan pembacaan sesuai langkah 1-6.
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Lampiran 3.9 : Persetujuan Etik

/

n KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS JEMBER

KOMISI ETIK PENELITIAN
JI. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember
68121 - Email : fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor : L343 /H25.1.11/KE22019

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

PENINGKATAN JUMLAH NEUTROFIL PADA KORNEA TIKUS (Rattus norvegicus
strain wistar) YANG DIPAPAR OLEH BIOINSEKTISIDA Bacillus thuringiensis

Nama Peneliti Utama : Ahmad Asrori Al Kamal
Name of the principal investigator

NIM : 162010101101
Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan

telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

n dan pemusnahan hewan coba mengacu

1. Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbana gac
ewan coba dengan prinsip

pada buku pedoman etik penelitian kesehatan (penggunaan h
3R: Replacement, Reduce, Refinement). )
ingiensis (Bt) yang digunakan dalam

2. Mohon diperhatikan penyimpanan bacillus thuringie Jigun: al
penelitian disimpan dilaboratorium yang sesuai agar tidak mempengaruhi hasil penelitian.

3. Mohon diperhatikan saat penelitian, peneliti menggunakan alat pelindung diri (APD)
untuk keamanan penelitian dan menurunkan resiko akibat penelitian. .

4. Untuk pengambilan / ekstraksi kornea dilakukan tenaga ahli yang
kompeten.

5. Mohon diperhatikal
dengan sampel agar tidak terjadi bias penelitian i

6. Untuk pengamatan distribusi bacillus thuringiensis (B1) harap dilakukan oleh tenaga ahli

kompeten.

dari hewan coba harus

n antibodi TNF @ yang digunakan untuk pewamaan IHC sesuai

Jember, 19 Desember 2019
Reviewer
plidcl

-

dr. Desie Dwi Wisudanti, M.Biomed
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Lampiran 3.10 : Dokumentasi Penelitian

Pencampuran aquades dan
bubuk bioinsektisida Bt

Proses Induksi Larutan Bt~ Proses penutupan mata Proses terminasi dengan
hewan coba teknik cervical dislocation

Proses Enukleasi
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Lampiran 3.11 : Rekomendasi Bebas Plagiasi

7o

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKtERAN
Alamat ; Jalan Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto. Kotak Pos Jember 68121
Telp/Fax. (0331) 337877, 324446, *Faximili (0331) 337877
E mail : f’k@unej.ac.idLaman//.www.fk.unej.ac.id

SURAT REKOMENDASI BEBAS PLAGIASI

Nomor : q 36 J/UN25.1.11/PT/2020

Komisi Bimbingan KTI dan Publikasi, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam
upaya peningkatan kualitas dan originalitas karya tulis ilmiah mahasiswa berupa skripsi,
telah melakukan pemeriksaan plagiasi atas skripsi mahasiswa Fakultas Kedoktcran
Universitas Jember di bawah ini:

Nama : Ahmad Asrori Al Kamal

NIM. 1162010101101

Angkatan  :2016

Judul Skripsi : Peningkatan Jumlah Neutrofil pada Kornea Tikus (Rattus

Norvegicus) Strain Wistar yang Dipapar Olch Bioinsektisida
Bacillus Thuringiensis

Bersama ini kami merekomendasikan dan menyatakan “ Bebas Plagiasi “

Demikian surat rekomendasi ini, atas perhatian saudara kami mengucapkan terima kasih.

12 MAR 2020

a5 '.l\'icnec;ahui. Komisi Bimbingan KTI & Publikasi

i

~dr. An'cah Caesarina Novi M. Ph.D Dr. dr. Yunita Armivanti. M.Kes

=
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Lampiran 4.

1 : Hasil Perhitungan Jumlah Neutrofil

Hasil Pembacaan Neutrofil

Kode Pengamat 1 Pengamat 2
LPI |LP2|LP3|LP4 LP1 | LP2 |[LP3|LP4
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Keterangan :

LP

: Lapang pandang

Pembaca 1 Pcmb{ca 2

A

Ahmad Asrori Al Kamal

Aldi Nawaf Nurul Amin
162010101101 162010101105

Mengetahui,
Dosen Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran

dr. Rena Normasari, M.Biomed
NIP. 19830512 200812 2 002
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Lampiran 4.2 : Hasil Analisis Data

Hasil rerata perhitungan jumlah neutrofil

Rerata Jumlah Neutrofil+Standar Deviasi

Sampel K- P1 P2 P3
1 0,240 0,3£0,14 0,4%0,28 0,3%0,14
2 0,1+0,14 0,2+0,28 0,3+0,42 0+0
3 0+0 0,3+0,14 0,4+0,57 0,3+0,14
4 0+0 0,3+0,14 0,5+0,14 0,240
5 0,3+0,14 0,6+0,28 0,240,28 0,1+0,14
6 0,4+0,28 1,540,42 0,6+0,57 1,440
Ratarata _ 0,1740,16 _ 0,53t049 _ 04%0,14 _ 0,38+051

Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kontrol Negatif ,180 6 ,200° ,920 6 ,505
Konsentrasi 8g/L ,349 6 ,022 ,698 6 ,006
Konsentrasi 10g/L , 167 6 ,200* ,982 6 ,960
Konsentrasi 12g/L ,398 6 ,003 712 6 ,008
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Kruskal-Wallis
NPar Tests
Descriptive Statistics

N Mean Std. Deviation Minimum Maximum

Jumlah Neutrofil 24 ,3708 ,37122 ,00 1,50

Konsentrasi Bt 24 2,5000 1,14208 1,00 4,00
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Kruskal-Wallis Test
Ranks

Konsentrasi Bt

59

Mean Rank

Jumlah Neutrofil Kontrol negatif
Konsentrasi 8g/L
Konsentrasi 10g/L
Konsentrasi 12g/L
Total

o o o O

24

7,83
15,33
16,33
10,50

Test Statistics®P

Jumlah Neutrofil

Chi-Square 6,019
df 3
Asymp. Sig. ,111

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Konsentrasi Bt
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