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RINGKASAN

“Pengaruh Stresor Rasa Sakit Terhadap Waktu Perdarahan (Bleeding Time)
Nan Tumlah Trombosit Pada Tikus Yang Dipapar Dengan Escherichia coli”
Penelitian Eksperimental Pada Tikus Wistar Jantan oleh Candra Maryati,
011610101011,2005, 67 him.

Stres sangat menarik dibicarakan karena stres berhubungan dengan barbagai
macam penyakit. Salah satunya adalah penyakit yang berhubungan dengan pembuluh
darah. Seperti diungkapkan oleh beberapa peneliti, bahwa stres dapat menyebabkan
pelepasan kortisol dan epineprin yang dapat mempengaruhi fungsi hemostasis.
Penelitian eksperimental laboratoris ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan waktu
perdarahan (bleeding time) dan untuk mengetahui perbedaan jumlah trombosit setelah
pemberian stresor renjatan listrik.

Penelitian tentang pengaruh stresor rasa sakit berupa renjatan listrik terhadap
waktu perdarahan pada tikus putih wistar jantan telah dilakukan di Laboratorium
Biomedik bagian Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan
Laboratorium Kesehatan Daerah Dinas Kesehatan Kabupaten Jember pada bulan
Juni- Juli 2005. Obyek penelitian berupa 30 ekor tikus putih wistar jantan yang dibagi
menjadi tiga kelompok yaitu kelompok | hanya diberi makanan standar dan
diadaptasikan dalam kandang, kelompok II diberi makanan standar dan dipapar
dengan E.coli sebanyak 0,33ml secara intraperitoneal, sedangkan kelompok I1I diberi
makanan standar, dipapar dengan E.coli sebanyak 0,33ml secara intraperitoneal dan
diberi stresor rasa sakit. Pada hari ke tujuh semua tikus dikorbankan dan diambil
darah intrakardial untuk dihitung waktu perdarahan dan jumlah trombosit dalam
darahnya.

Data yang diperoleh dianalisa menggunakan uji ANOVA ONE WAY (e« =
0,05) untuk mengetahui perbandingan hitung jenis trombosit antara kelompok 1, II,
dan I1I. Hasil yang didapat dari uji ANOVA ONE WAY yang dilanjutkan dengan uji
Tukey HSD. dari hasil penelitian pemeriksaan didapatkan perbedaan yang bermakna
antara kelompok I dengan kelompok Il dan kelompok I dengan kelompok III,
sedangkan pada kelompok Il dengan kelompok III terdapat perbedaan yang tidak
signifikan. Dari hasil pemeriksaan jumlah trombosit tidak terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok I, I1, dan III.

Dari uraian diatas dapat diketahui bahwa tikus yang dipapar E.coli dan
renjatan listrik dapat meningkatkan kadar kortisol darah dan vasokontriksi pembuluh
darah. Kedua faktor tersebut menyebabkan penurunan atau dapat mempersingkat
waktu perdarahan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Berbagai krisis yang dialami oleh bangsa Indonesia dewasa ini menimbulkan
berbagai masalah dalam masyarakat yang pada akhirnya memicu adanya stres. Stres
merupakan istilah yang mempunyai berbagai definisi. Menurut Medicophysiological
Approach (MA), stres merupakan efek fisiologis terhadap stimulasi yang
mengancam, sedangkan menurut Putra (1993), stres merupakan istilah yang
digunakan secara luas untuk menggambarkan respons emosional dan biologik
terhadap situasi yang mengancam.

Secara umum, stres berpengaruh terhadap kesehatan individu. Lebih dari
50% dalam satu tahun orang- orang menunjukkan masalah kesehatan akibat stres dan
79% orang-orang jatuh sakit pada tahun berikutnya (Atkinson dan Atkinson, 1999).
Banyak fakta menunjukkan bahwa individu yang mengalami stres, cemas, depresi
akan mudah terserang oleh berbagai macam penyakit, karena dalam keadaan stres
ketahanan tubuh individu akan turun, namun demikian mekanisme penurunan
tersebut belum diketahui dengan jelas (Putra, 1993).

Para peneliti menggunakan istilah stres untuk mengungkap fenomena fisik
dan psikis yang komplek dan mekanismenya. Stres merupakan proses alami yang
bekerja mengendalikan respon imun (Suryadana dkk,1997) dan juga dapat
merangsang sekresi kortisol, sehingga akhirnya dapat menekan sistem imun (Guyton
dan Hall, 1997). Menurut Roeslan (1996) reaksi imun dapat diperankan oleh beberapa
sel mediator, misalnya basofil, sel mast, platelet, neutrofil dan sel enterokromafin.
Basofil mengandung mukopolisakarida asam semacam heparin dan platelet berperan

pada mekanisme pembekuan darah. Sedangkan sekresi kortisol dapat menghambat
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pembentukan prostaglandin, leukotrien dan faktor pengaktif platelet (Roeslan, 1996;
Guyton and Hall, 1997), serta meningkatkan aktivitas platelet (trombosit) (Thomson,
1997). Disamping itu kortisol dapat menyebabkan vasokonstriksi pembuluh darah.

Trombosit adalah salah satu faktor yang berperan dalam mekanisme
pembekuan darah dan dapat menyebabkan kelainan waktu pendarahan (Robbins dan
Kumar, 1995: Widmann, 1995). Waktu perdarahan sering mengalami perpanjangan
pada keadaan trombositopenia. Memanjangnya waktu perdarahan dapat disebabkan
karena menurunnya jumlah trombosit atau dapat juga karena meningkatnya jumlah
trombosit yang abnormal, yaitu karena banyaknya trombosit muda yang kurang
reaktif, sehingga fungsinya menurun (Dacie and Lewis, 1984). Kelainan waktu
perdarahan dan trombosit merupakan masalah serius.

Stres dan berbagai komplikasi atau masalah yang timbul tidak lepas dari
penyebab stres itu sendiri. Penyebab stres atau yang biasa disebut sebagai stresor
tidak hanya bersifat psikis tetapi juga fisik (Lubis, 1993). Salah satu stresor fisik ini
dapat berupa rasa sakit. Stresor rasa sakit yang telah digunakan pada penelitian
eksperimental adalah renjatan listrik pada tapak kaki dengan menggunakan electrical
foot shock. Alat ini dipilih karena intensitasnya dapat terukur dengan tepat. Penjalaran
arus listrik dari kaki ke seluruh tubuh termasuk otak dan mukosa usus berjalan cepat,
dan pemulihan setelah renjatan tidak ada efek ikutan. Menurut Jain, dkk dalam Asnar,
(2003), banyak penelitian telah dilakukan dengan renjatan listrik sebagai stresor
untuk menimbulkan stres yang memberi dampak pada target spesifik, telah terbukti
dan menunjukkan akurasi yang tepat.

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah E. coli (Escherichia coli).
Bakteri ini merupakan flora normal usus, tetapi bakteri ini bersifat patogen yang
oportunis. Escherichia coli jenis Enterohemoragik (EHEC) menghasilkan verotoksin,
dinamai sesuai efek sitotoksiknya pada sel vero (suatu sel ginjal dari monyet hijau
Afrika). EHEC berhubungan dengan kolitis hemoragik, bentuk diare berat, dan
dengan sindroma uremia hemolitik (suatu penyakit akibat gagal ginjal akut), anemia

hemolitik mikroangiopatik, dan trombositopenia (Jawetz, 1996). Dalam kondisi
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seperti ini, bakteri jenis E. coli akan menjadi jejas infeksi yang mengancam dan
menggangu keseimbangan tubuh dan akan menimbulkan stres pada organisme yang
terinfeksi.

Berdasarkan uraian diatas penulis ingin meneliti pengaruh stresor rasa sakit
terhadap waktu perdarahan dan jumlah trombosit pada tikus yang dipapar dengan E.
coli. Pada penelitian ini menggunakan tikus wistar galur murni sebagai hewan coba,
karena tikus termasuk hewan golongan omnivora yang memiliki alat pencernaan dan
kebutuhan yang hampir sama dengan manusia, memiliki siklus hidup relatif panjang,
pemeliharaannya cukup mudah dan dapat mewakili mamalia termasuk manusia
(Baker, 1998).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, maka dapat dirumuskan permasalahan sebagai
berikut :
a. Apakah terdapat perbedaan waktu perdarahan (bleeding time) setelah pemberian
stresor renjatan listrik pada tikus wistar yang dipapar E. coli?
b. Apakah terdapat perbedaan jumlah trombosit setelah pemberian stresor renjatan

listrik pada tikus wistar yang dipapar E. coli?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk :
a. Mengetahui perbedaan waktu perdarahan (bleeding time) setelah pemberian
stressor renjatan listrik pada tikus wistar yang dipapar E. coli?
b. Mengetahui perbedaan jumlah trombosit setelah pemberian stresor renjatan listrik

pada tikus wistar yang dipapar E. coli?
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Stres
2.1.1 Definisi stres

Menurut Priandini (1999) stres pada dasarnya adalah reaksi jiwa dan raga
terhadap perubahan yang terjadi dalam kehidupan. Kejadian atau keadaan yang
merupakan rangsang yang menimbulkan rasa stres atau ansietas disebut sebagai
stresor. Stresor ini tidak hanya bersifat fisik tetapi juga psikis. Stres merupakan istilah
yang digunakan untuk menandai adanya reaksi fisiologis yang mengancam
homeostasis. Dapat dikatakan stres merupakan salah satu obyek atau faktor penyebab
yang dapat memicu timbulnya infeksi (Sulistyani, 2003). Stres adalah penjumlahan
reaksi-reaksi biologis terhadap berbagai stimulasi yang merugikan fisik, mental atau
emosional, internal atau eksternal yang cenderung mengganggu homeostasis
organisme tersebut; seandainya reaksi-reaksi kompensasinya tidak adekuat atau tidak
tepat, stres dapat menimbulkan gangguan. Istilah ini digunakan untuk menunjuk pada
rangsangan-rangsangan yang mendatangkan reaksi (Dorland, 1996).

Jenis-jenis rangsang pengganggu berikut ini menggambarkan beragam faktor
yang dapat menimbulkan respon stres yaitu fisik (trauma, pembedahan, panas atau
dingin hebat); kimia (penurunan pasokan O,, ketidakseimbangan asam — basa);
fisiologis (olahraga berat, syok perdarahan, nyeri); psikologis atau emosi (rasa cemas,
ketakutan, kesedihan); dan sosial (konflik pribadi, perubahan gaya hidup) (Sherwood,
2001). Menurut Sumintari (1997) dalam Asnar (2001) juga menyatakan bahwa
pemberian stres berupa renjatan listrik menyebabkan peningkatan kadar kortisol dan

penurunan jumlah sel imunokompeten dan sitokin dalam darah.
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2.1.2 Mekanisme Stres

Sindroma stres timbul sebagai respon terhadap semua stimulus yang
mengakibatkan stres. Respons tubuh terhadap stimulus apapun mengakibatkan stres
terjadi dalam tiga tahap yang dinamai Sindrom Adaptasi Umum (General Adaptasi
Syndrom).

Tahap 1 : Reaksi peringatan. Yang termasuk disini adalah efek aktivasi
sistem saraf autonom dan mempunyai karekteristik adanya penurunan resistensi tubuh
terhadap stres. Medula adrenal sebaliknya mensekresi adrenalin dan noradrenalin.
Hormon adenokortikotropik (ACTH) dihasilkan oleh glandula hipofisis, yang
menstimulasi korteks adrenal untuk melepaskan glukokortikoid. Jika stres awal
terlalu berat, organisme dapat mati pada tahap ini.

Tahap 2: Tahap resistensi. Hipofisis terus mengeluarkan ACTH, yang
kemudian merangsang korteks adrenal untuk mensekresi glukokortikoid, yang
penting untuk resistensi terhadap stres karena glukokortikoid merangsang konversi
lemak dan protein menjadi glukosa yang menghasilkan energi untuk mengatasi stres.
Selama tahap ini, resistensi terhadap stres yang khusus meningkat dan kemudian
respons yang sifatnya sama akan hilang. Banyak penyakit yang berhubungan dengan
stres timbul pada tahap resistensi. Beberapa mungkin berhubungan dengan efek dari
hormon glukokortikoid yang menghambat pembentukan antibodi, dan menurunkan
pembentukan sel darah putih. Bagian lain dari tahap resistensi GAS adalah penekanan
dari banyak fungsi tubuh yang berhubungan dengan perilaku seksual dan reproduksi.
Pada pria, produksi sperma menurun, karena penurunan sekresi hormon seksual pria:
pada wanita, siklus menstruasi terganggu atau tertekan.

Tahap 3: Tahap kelelahan. Jika stres yang khusus tersebut terus berlanjut,
kemampuan tubuh untuk menahannya dan untuk menghindari stres yang lain pada

akhirnya akan gagal (Selye, 1982).
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2.1.3 Stres dan Pelepasan Kortisol

Guyton (1997) menjelaskan, hampir semua jenis stres, apakah bersifat fisik
atau neurogenik akan menyebabkan peningkatan sekresi ACTH. Beberapa jenis stres
yang meningkatkan pelepasan kortisol adalah sebagai berikut: (1) hampir semua jenis
trauma, (2) infeksi, (3) kepanasan atau kedinginan yang hebat, (4) penyuntikan
norepineprin dan obat-obat simpatomimetik lainnya, (5) pembedahan, (6)
penyuntikan bahan yang bersifat nekrolisis dibawah kulit, (7) mengekang seekor
binatang sehingga tidak dapat bergerak, (8) hampir setiap penyakit yang

menyebabkan kematian.

Menurut Sulistyani (2003), walaupun stresornya dapat berbeda-beda, keadaan
stres selalu ditandai dengan meningkatnya sekresi suatu molekul sinyal corticotropin
releasing faktor (CRF), suatu senyawa yang sekaligus berfungsi sebagai
neurotransmiter dan sebagai hormon (neurohormon). Hantaran sinyal oleh stressor
mengaktivasi sistem saraf simpatik dan menghasilkan gejala seperti peningkatan
tekanan darah, pernafasan dan detak jantung. Selain itu hantaran sinyal dapat pula
terjadi melalui apa yang disebut poros hipotalamus—hipofisis—adrenal (hypothalamus—
pituitary—adrenal axis, HPA axis). CRF akan memasuki peredaran hipotalamus—
hipofisis (suatu sistem pembuluh darah vena yang yang menghubungkan hipotalamus
dan hipofisis). Melalui peredaran darah, CRF akan mencapai hipofisis dan pengikatan
CRF pada reseptor sel ini akan memicu sintesis protein pro-opiomelanocortin
(POMC). Pengolahan pasca tranlasi POMC akan menghasilkan sejumlah polipeptida
antara lain adenocorticotropic stimulating hormon (ACTH). ACTH melelui
peredaran darah akan mencapai kelenjar adrenal dan memicu sekresi hormon

kortikosteroid oleh sel kortek adrenal

Pengeluaran ACTH dari hipofisis anterior merangsang korteks adrenalin
untuk mengeluarkan kortisol (Putra, 1993). Kortikosteroid dapat menyebabkan
proliferasi dan menghambat metabolisme limfosit, pengecilan timus, pengecilan

limfa, dan pengecilan kelenjar getah bening (Turgeon, 1996). Kortikosteroid secara
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sistemik ternyata menghasilkan efek anti inflamasi yang kuat, bahkan ternyata juga

dapat menekan proses imunologi tubuh (Harijanti, 2003).

2.1.4 Stres, Respon Imun dan Hemostasis

Menurut Liben (1999), mekanisme stres terhadap imun merupakan hal yang
sangat kompleks sehingga masih dibutuhkan banyak penelitian yang intensif
Mooduto (2003) menjelaskan, respon imun merupakan suatu sistem yang terjadi
supaya tubuh dapat mempertahankan keseimbangan antara lingkungan luar dan
lingkungan dalam Respon imun dapat pula diartikan dengan interaksi seluler yang
bersifat kompleks,yang terjadi karena adanya rangsangan yang bertidak sebagai
imunogen dan merupakan usaha tubuh untuk mempertahankan kondisi homeostatis.
Apabila respon imun terpapar zat yang dianggap asing, maka ada dua respon imun
yang mungkin terjadi yaitu: respon imun spesifik dan non spesifik.

Menurut Sulistyani (2003), pada keadaan stres kadar kortikosteroid yang
tinggi dapat memicu kematian sel melalui apoptosis dengan memberikan signal
intraseluler kepada inti sel melalui ikatan antara glukokortikoid dengan reseptornya.
Kortikosteroid dapat menghambat aktivitas 1L — 1. Hambatan farmakologik IL — 1
seperti kortikosteroid dapat digunakan untuk mengontrol reaksi inflamasi. Salah satu
aksi I — 1 pada jaringan non limfoid, misalnya meningkatkan prostaglandin dan
aktivitas prokolagen yang terjadi pada endotel vaskuler dan sel otot polos (Roeslan,
1996). Glukokortikoid dapat menghambat fungsi makrofag jaringan dan sel penyebab
antigen lainnya. Selain itu glukokortikoid juga mempengaruhi reaksi inflamasi
dengan cara menurunkan sintesa prostaglandin, leukotrien, dan platelet-aktivating
faktor yang dihasilkan dari aktivitas phospholipase A,. Pada akhirnya glukokortikoid
menurunkan ekspresi siklooksgenase 11, suatu bentuk enzim yang dapat diinduksi
dalam sel-sel inflamasi, sehingga mengurangi jumlah enzim yang tersedia untuk
memproduksi  prostaglandin  (Widmann, 1995). Glukokortikoid menurunkan
permeabilitas kapiler dengan menurunkan jumlah histamin yang dirilis oleh basofil
dan sel mast (Katzung, 2002).
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Kortisol menyebabkan penurunan eosinofil, basofil, monosit dan limfosit
dengan jalan meredistribusi ke dalam jaringan limfoid dari sirkulasi. Sebaliknya
kortisol meningkatkan kadar Hb, trombosit, eritrosit, dan lekosit polimorfonuklear
dalam darah (Mycek, 2001). Kortisol merupakan hormon steroid yang dapat
digunakan untuk menekan respon imun dan radang. Kortisol dapat mengaktivasi
lipokortin yang kerjanya menghambat produksi prostaglandin, leukotrien dan platelet
activating faktor. Beberapa mediator ini secara normal mempengaruhi peningkatan
permeabilitas kapiler yang menyebabkan vasokontriksi pembuluh darah (Harijanti,
2003). Peningkatan kortisol akan menghasilkan perubahan-perubahan seri yang
kompleks. Meckanisme molekulernya sebagai berikut: kortisol masuk ke dalam sel
target dan berikatan dengan reseptor glukokortikoid dalam sitoplasma kemudian
ditransfer ke nukleus. Steroid-reseptor complex mempunyai afinitas yang tinggi pada
interfase kromosom nukleus dan berikatan dengan DNA kromosom. Dengan adanya
triger pada transkripsi DNA mempengaruhi mRNA sehingga terjadi sintesa protein
baru. Pada membran phospholipid yang melepaskan enzim phospholipase-A> akan
terbentuk protein yang disebut sebagai /ipomodulin, merupakan glikoprotein yang
menghambat enzim phospholipase-A-, selanjutnya akan menghambat pembentukan
prostaglandin, lipokortin, leukotrien, dan platelet activating factor (Harijanti, 2003).

Platelet berperan pada mekanisme pembekuan darah, yang mengandung
tromboksan, yang dapat mengagregrasi platelet itu sendiri (Roeslan, 2002). Dalam
waktu beberapa detik setelah vasospasme, platelet menempel pada kolagen yang
terpapar dari endotelium yang rusak (adhesi platelet) dan melekat satu sama lainnya
(agregrasi platelet). Platelet-platelet tersebut kemudian kehilangan membran masing-
masing dan membentuk suatu masa seperti agar-agar (gelatinous). Sumbu (plug)
platelet ini dengan cepat menghentikan perdarahan tetapi harus diperkuat oleh fibrin

agar dapat efektif dalam jangka waktu lama (Katzung, 2002).
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2.1.5 Stresor Renjatan listrik

Menurut Kort-Basso dan Kaplan (dalam Asnar, 2001), renjatan listrik akan
menimbulkan stres pada individu. Renjatan listrik mempengaruhi fungsi sistem
imun. Selain dapat melalui jalur humoral dan cairan tubuh juga dapat melalui saraf.
Cairan tubuh dapat meneruskan sinyal listrik karena cairan tubuh merupakan volume
konduktor yang baik (Guyton dan Saputra dalam Asnar, 2001). Arus listrik ini juga
dapat memodulasi fungsi sel immunokompeten di mukosa usus schingga

menyebabkan modulasi respon imun mukosal (Lindstrom dan Ismail dalam Asnar,
2001).

Stresor renjatan listrik kemungkinan dapat dirambatkan melalui sistem saraf
autonom yaitu parasimpatetik dan simpatetik. Saraf simpatetik mensekresi
katekolamin norepineprin. Pada kondisi stres terjadi peningkatan aktifitas
parasimpatetik yang akan memicu sekresi asetilkolin, musin, epineprin, norepineprin
dan katekolamin (Bear, Guyton, Pothonlakis dalam Asnar, 2001). Dibawah pengaruh
epineprin dan sistem simpatis, kecepatan dan kekuatan kontraksi jantung meningkat,
sehingga meningkatkan curah jantung, dan efek vasokonstriksi (Sherwood, 2001).
Epineprin berperan penting dalam respon terhadap stres, pengaturan tekanan darah

arteri, dan kontrol metabolisme bahan bakar.

Penelitian Sumintarti (1997) mengatakan bahwa pemberian stres listrik
dengan “electrical foot shock” menyebabkan peningkatan kadar Kortisol dan
penurunan jumlah sel immunokompeten dan sitokin dalam darah, antara lain
granulosit, limfosit T, limfosit B, komplemen IL — 2, IL — 4, IFN — v, dan IFN - a

(Asnar, 2001). Secara umum uraian di atas dapat dibagankan sebagai berikut :
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Stressor renjatan listrik

oires #

h 4
Hipotalamus Cair
(CRF)
Humoral A 4 Autonom
(sirkulasi) Pituitari Anterior Nervus
(ACTH)

l

Korteks Adrenalis

(kortisol)
l?eruba_han
Sistem imun <

Gambar 1. Jalur Stresor Renjatan Listrik
Gambar di atas menunjukkan stressor renjatan listrik dapat mempengaruhi
fungsi sistem imun selain melalui aksis HPA, juga melalui jalur humoral, cair tubuh

dan sistem saraf autonom (ANS) (Asnar, 2001).

2.2 Hemostasis (Pembekuan Darah)

Menurut Katzung (2002), hemostasis merupakan penghentian spontan
perdarahan dari pembuluh darah yang rusak. Hemostasis melibatkan 3 langkah
utama, yaitu (1) spasme vaskuler, (2) pembentukan sumbat trombosit, dan (3)
koagulasi darah (Sherwood, 2001). Mekanisme pembekuan darah dimulai bila terjadi
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trauma pada dinding pembuluh darah dan jaringan yang berdekatan, pada darah, atau
berkontaknya darah dengan sel endotel yang rusak atau dengan kolagen atau unsur
jaringan lainnya di luar sel endotel pembuluh darah. Pada setiap kejadian tersebut,
mekanisme akan menyebabkan pembentukan aktivator protrombin, yang selanjutnya
mengubah protrombin menjadi trombin dan menimbulkan seluruh langkah
berikutnya. Aktivator protrombin secara umum dapat dibentuk melalui 2 cara, yaitu

melalui jalur ekstrinsik dan jalur intrinsik (Guyton and Hall, 1997).

2.2.1 Mekanisme Ekstrinsik

Mekanisme ekstrinsik sebagai awal pembentukan aktivator protrombin
dimulai dengan dinding pembuluh darah dan jaringan di luar pembuluh darah yang
rusak dan berlangsung melalui langkah-langkah berikut :

a. Pelepasan faktor jaringan, jaringan yang luka melepaskan beberapa faktor yang
disebut faktor jaringan atau tromboplastin jaringan. Faktor ini terutama terdiri dari
fosfolipid dari membran jaringan dan kompleks lipoprotein yang mengandung
enzim proteolitik yang penting.

b. Aktivasi faktor X, peranan faktor VII dan faktor jaringan. Kompleks lipoprotein
dari faktor jaringan selanjutnya bergabung dengan faktor VII dan bersama dengan
hadirnya ion kalsium, faktor ini bekerja sebagai enzim terhadap faktor X untuk
membentuk faktor X yang teraktivasi.

c. Faktor X yang teraktivasi segera berikatan dengan fosfolipid jaringan yang
merupakan bagian dari faktor jaringan atau dengan fosfolipid tambahan yang
dilepaskan dari trombosit, juga dengan faktor V, untuk membentuk suatu senyawa
yang disebut aktivator protrombin. Dalam beberapa detik, senyawa itu memecah

protrombin menjadi trombin dan berlangsunglah proses pembekuan (Guyton and

Hall, 1997).
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2.2.2 Mekanisme Intrinsik

Dimulai dengan terjadinya trauma terhadap darah itu sendiri atau darah

berkontak dengan kolagen pada dinding pembuluh darah yang rusak, dan kemudian

berlangsunglah serangkaian reaksi sebagai berikut :

a.

Pengaktifan faktor XII dan pelepasan fosfolipid trombosit oleh darah yang
terkena trauma. Trauma terhadap darah atau berkontaknya darah dengan kolagen
pembuluh darah akan mengubah dua faktor pembekuan penting dalam darah,
yaitu faktor XII dan trombosit.

Pengaktifan faktor XI. Faktor II yang teraktivasi bekerja secara enzimatis
terhadap faktor XI dan juga mengaktifkannya. Ini merupakan langkah kedua
dalam jalur intrinsik. Reaksi ini juga memerlukan kininogen HMW dan
dipercepat oleh prekalikrein.

Pengaktifan faktor IX dan faktor XI yang teraktivasi.

Faktor IX yang teraktivasi bekerjasama dengan faktor VIII teraktivasi dan dengan
fosfolipid trombosit dan faktor III dari trombosit yang rusak, mengaktifkan faktor
X.

Faktor X yang teraktivasi bergabung dengan faktor V dan trombosit atau
fosfolipid jaringan untuk membentuk suatu kompleks yang disebut aktivator
protrombin yang dalam beberapa detik mengawali pemecahan protrombin
menjadi trombin dan dengan demikian proses pembekuan selanjutnya dapat

berlangsung (Guyton and Hall, 1997).

2.2.3 Faktor-Faktor Pembekuan Darah

Sistem numerik untuk penyusunan tata nama faktor-faktor pembekuan.

Bilangan menunjukkan urutan ditemukannya faktor-faktor tersebut dan tidak ada

hubungannya dengan urutan tempat kerjanya.
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Tabel 1. Faktor-faktor pembekuan darah

14

Faktor Nama Umum
I Fibrinogen
Il Protrombin
111 Faktor jaringan
A% Ca™*
vV Proakselerin, faktor labil, unsur globulin akselerator (Ac’)
v ! Prokonvertin, unsur akselerator konversi protrombin serum
(SPCA), kotromboplastin
VIl Faktor antihemofilia A, globulin anti hemofilia (AHG)
IX Faktor anti hemofilia B, faktor christmas, komponen
tromboplastin plasma (PTC)
X Faktor stuart — power
XI Plasma tromboplastin antecedent (PTA)
X1l Faktor Hageman
X1 Faktor penstabil fibrin (FSF), fibrinoligase
Y Tidak ada faktor VI

Sumber: Murray, dkk., 1999

2.3 Trombosit

Menurut Lesson (1999) trombosit adalah jasad kecil berglanula dengan

diameter 2 — 4 um. Jumlahnya sekitar 200.000 — 300.000 tiap milimeter kubik darah.

Ganong (1999) menjelaskan, trombosit mempunyai cincin mikrotubulus di sekeliling

tepinya, serta invaginasi (lekukan) membran yang luas dilengkapi dengan sistem

saluran kompleks yang berhubungan dengan cairan ekstraseluler. Membrant selnya

mengandung reseptor untuk kolagen, faktor dinding pembuluh von willebrand dan

fibrinogen. Sitoplasmanya mengandung aktin, miosin, glikogen, lisosom, dan 2
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macam granula, yaitu (1) granula padat, mengandung senyawa non protein yang akan
disekresi sebagai respon terhadap pengaktifan trombosit, mencakup serotonin, ADP,
serta adeninnukleotida lainnya dan (2) granula o, mengandung protein sekresi selain
hidrolase lisosom. Protein ini mencakup faktor pembekuan dan faktor pertumbuhan
berasal dari trombosit (PDGF=platelet derivat growth faktor). PDGF juga dihasilkan
oleh makrofag dan sel endotel. la merupakan dimer yang dibentuk dari polipeptida
subunit A dan B. Dihasilkan homodimer (AA dan BB) maupun heterodimer (AB).
PDGF merangsang penyembuhan luka yang merupakan mitogen kuat bagi otot polos
vaskuler.

Trombosit dihasilkan dalam sumsum tulang dengan fragmentasi sitoplasma
megakariosit (Hoffbrand dan Pettit, 1996). Megakariosit terletak didalam sumsum
tulang dan berakhir di sinusoid endotelium. Megakariosit terletak ekstravaskuler
untuk meneruskan proses sitoplasma periperal ke dalam sinus sumsum melalui
fenestrasi endotelial. Konstruksi pada ujung sepanjang prossesus memberikan bentuk
rangkaian manik-manik (proplatelet). Bentuk platelet diukur melalui mekanisme
pinching off Pada proses pengambilan platelet, potongan besar dari sitoplasma
megakariosit dan semua megakariosit yang berbentuk datar juga dalam sirkulasi.
Meskipun demikian mekanisme dari bentuk platelet measih kontroversial dan
beberapa teori harus ditambahkan untuk menjelaskan proses tersebut (Lee. 1998).

Fakta terbaru menyatakan bahwa sitoskeleton dapat memainkan peran dalam
pembentukan platelet. Megakariosit dari tikus wistar, dimana menunjukkan
makrotrombositopenia, tampak beberapa fungsi sitoskeleton yang berkurang.
Selanjutnya, pembentukan platelet oleh kultur megakariosit distimulasi oleh
sitokalasin dan dihalangi oleh agen yang menghalangi mikrotubuli. Perkiraan jumlah
produksi platelet per-megakariosit telah dilaporkan antara beberapa ratus sampai
dengan ribuan platelet. Penelitian menggunakan jumlah megakariosit dan volume
ukuran dari mikroskop elektron menyatakan bagian sitoplasma yang masuk dari

megakariosit akhirnya rusak, masing-masing sel membentuk 1000 sampai dengan
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5000 sel platelet. Nukleus megakariosit tampak melalui fagositosis oleh sel
retikuloendotelial (Lee, 1998).

Trombosit tidak keluar dari pembuluh darah seperti yang dilakukan oleh sel
darah putih, tetapi sekitar sepertiga dari trombosit total selalu tersimpan di dalam
rongga-rongga berisi darah di limpa. Simpanan trombosit ini dapat dikeluarkan dari
limpa ke dalam sirkulasi sesuai dengan kebutuhan (misalnya pada saat perdarahan
atau stres yang berat) oleh kontraksi limpa yang diinduksi oleh stimulasi simpatis
(Sherwood, 2001).

2.3.1 Gambaran Mikroskopis Trombosit

Cormack (1994) menjelaskan, bila diamati dalam pembuluh yang mengalirkan
darah, trombosit tampak sebagai cakram lonjong biconfeks. Namun pada sajian
darah, trombosit dapat beragregasi kecuali telah diambil tindakan pencegahan. Bila
dilihat dengan minyak emersi, trombosit biasanya gepeng dan tampak membulat,
karena mereka cenderung menyebar di atas permukaan kaca. Daerah tepinya terpulas
biru pucat transparan dan disebut hialometer. Bagian yang lebih pucat disebut
granulometer karena mengandung materi berwarna ungu yang biasanya tampak mirip
granula.

Dengan menggunakan mikroskop elektron terlihat adanya cincin melingkar
terdiri atas mikrotubul yang membantu mempertahankan bentuk mirip cakram
bikonveks pada trombosit yang beredar, juga terdapat mikrofilamen pada bagian tepi
trombosit. Filamen ini diduga terlibat dalam retraksi bekuan, ciri lain trombosit ialah
memiliki dua sistem saluran berbeda. Satu sistem dikenal sebagai (sistem kanalikuli
terbuka) pada permukaan karena terdiri atas tubul yang berhubungan dengan
permukaan trombosit. Kanalikuli pada sistem kanalikuli terbuka pada permukaan
relatif lebar dan berkelok, yang merupakan jalur utama untuk penglepasan sejumlah
substansi sekresi penting ke bagian luar trombosit (Cormark, 1994).

Sistem tubuler kedua disebut (sistem tubular padat) karena lumen tubulnya

mengandung materi yang kedap elektron. Partikel glikogen terdapat dalam kelompok
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kecil atau sebagai agregat lebih besar. Juga terdapat sedikit mitokondria, ribosom,
dan badan padat (dense-bodies), yang juga dikenal sebagai granula padat atau sangat
padat. Selain itu trombosit mengandung berbagai jenis granula lain. Beberapa
diantara granula ini mengandung hidrolase lisosom dan diduga merupakan lisosom
trombosit . Tetapi sebagian besar granula merupakan granula sekresi yang disebut
granula o (Cormark, 1994). Pada mikograf elektron, kandungan badan padat (dense-
bodies) trombosit yang sangat kedap elektron (juga dikenal sebagai granula sangat
padat atau padat) mungkin terletak eksentris terhadap membran yang mengelilingi
sebagai akibat ekstraksi atau pengerutan tidak merata (Cormark, 1994).

Karaihul perghubung permuksarn

Gambar 2. Gambar trombosit darah, memperlihatkan struktur dalam organel
utama, seperti yang terlihat pada tingkat mikrograf electron (Sumber; Cormack.
1994).

2.3.2 Fungsi Trombosit

Perlekatan Trombosit Dapat Memicu Reaksi Penglepasan. Dalam keadaan
normal trombosit yang beredar tidak melekat pada endotel pelapis pembuluh darah.
Namun setiap hal yang mengganggu keutuhan lapisan ini sebagai akibat cedera atau
penyakit, memberi trombosit kesempatan berkontak dengan jaringan atau komponen
jaringan lain misalnya kolagen. Dengan adanya ion kalsium, trombosit juga melekat
pada membran basal yang tersingkap dan mikrofibril yang berhubungan dengan
elastin pada pembuluh darah (Cormack, 1994).
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Trombosit Berperan Penting Pada Retraksi Bekuan. Sumbat trombosit yang
dibentuk pada pembuluh yang bocor segera mengalami retraksi bekuan. Proses ini
dapat pula terjadi pada trombus yang terbentuk di dalam pembuluh utuh, dan bahkan
terjadi pada darah yang membeku dalam tabung reaksi (Cormack, 1994).

2.3.3 Jangka Hidup Trombosit

Menurut Cormack (1994), harapan hidup rata-rata trombosit berkisar antara 8
sampai 10 hari. Pada akhir periode ini mereka difagositosis makrofag, terutama yang
terdapat dalam limpa. Limpa juga berfungsi sebagai organ penimbunan trombosit.
Penelitian dengan trombosit beradioisotop menunjukkan bahwa pada sembarang
waktu lebih kurang sepertiga populasi total trombosit bertahan dalam limpa sebagai

wahana penimbunan

2.4 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Waktu Perdarahan dan Jumlah
Trombosit
2.4.1 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Waktu Perdarahan

Menurut Dacie and Lewis (1984), waktu perdarahan sering mengalami
perpanjangan pada keadaan trombositopenia. Memanjangnya waktu perdarahan dapat
disebabkan karena menurunnya jumlah trombosit atau dapat juga karena
meningkatnya jumlah trombosit yang abnormal, yaitu karena banyaknya trombosit
muda yang kurang reaktif, sehingga fungsinya menurun.

Fischbach (1992) menjelaskan, kualitas dari trombosit yang abnormal seperti
pada : trombositopenia, platelet disfungsi sindrom, penurunan atau abnormalitas
plasma seperti faktor von Willebrand’s dan fibrinogen, abnormalitas dari dinding
pembuluh darah, defek vaskuler, beberapa penyakit hati, leukimia, dan anemia
aplastik dapat menyebabkan waktu perdarahan memanjang.

Waktu perdarahan dapat meningkat setelah pemberian obat-obatan seperti
aspirin, dextran, pantothenyl alkohol, streptokinase-streptodornase, dan mithramycin.
Pengkonsumsi berat alkohol (alkoholik), juga dapat meningkatkan waktu perdarahan.
Selain itu kesalahan teknis pada waktu pemeriksaan dapat juga menyebabkan waktu
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perdarahan memanjang seperti penusukan atau pemotongan yang terlalu dalam
sehingga mengenai pembuluh darah besar. Waktu perdarahan mengalami penurunan
pada keadaan trombositosis, pemberian adrenalin (epineprin), penggunaan obat-obat
pembekuan darah seperti vitamin K, atau karena faktor teknis seperti penusukan atau
pemotongan yang terlalu dangkal. Tersentuhnya luka dengan benda asing seperti
kertas serap pada waktu pemeriksaan juga menyebabkan waktu perdarahan
memendek (Fischbach, 1992).

2.4.2 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Jumlah Trombosit
Penurunan jumlah trombosit dapat disebabkan oleh:

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP)

b. Aplastik pernisiosa dan anemia hemolitik

c. Setelah transfusi darah masif, pneumonia dan infeksi yang lain, kondisi alergi,
paparan DDT dan bahan kimia lainnya, setelah kemoterapi kanker, infeksi HIV,
luka yang mengenai sumsum tulang, dan efek toksik dari obat-obatan.

d. DIC dan Trombotik Trombositopenik Purpura (TTC), Bernard-Soulier Syndrome,
dan setelah Cardiopulmonary bypass (Fischbach, 1992).

Penurunan jumlah trombosit secara fisiologis dapat terjadi sebelum
menstruasi. Penurunan trombosit sampai kurang dari 20.000 dapat menyebabkan
perdarahan spontan, memanjangnya waktu perdarahan, petecie, dan ekimosis
(Fischbach, 1992). Peningkatan jumlah trombosit secara fisiologis dapat ditemukan
pada bayi yang baru lahir, latihan fisik berat, stres, dan sesudah pemberian epineprin
(Lee, 1994). Peningkatan jumlah trombosit (trombositosis) dapat juga disebabkan
karena keadaan abnormal seperti : kanker, kronik myelogenous dan granulosit
leukimia, polisitemia vera dan trombositosis primer, splenectomi, trauma,
asfiksasi,arthritis reumatoid, defisiensi besi dan posthemoragik anemia, infeksi akut,
penyakit hati, sirosis, kronik pankreatitis, tuberkulosis,dan rekoveri dari sumsum
tulang (Fischbach, 1992).
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2.5 Tes Waktu Perdarahan dan Hitung Trombosit
2.5.1 Tes Waktu Perdarahan

Menurut Wiratmo (2004) dan Astuti (1997), tes yang digunakan
menggunakan kertas serap. Ujung ekor tikus dipotong 0,5 ¢m dari ujung untuk
menimbulkan perdarahan, dan ditempelkan pada kertas serap tiap 30 detik, sampai
perdarahan berhenti, sehingga dapat dicatat waktu perdarahan. Sedangkan menurut
Prijatmoko (2001), ekor mencit sebelum dilakukan pemotongan diulas betadine atau
alkohol 70 %. Segera setelah ekor dipotong sepanjang 10 mm, luka disentuhkan
ringan pada kertas saring yang telah diberi tanda. Penempelan luka pada kertas saring
dilakukan dengan rentang 5 detik sampai tidak terjadi perdarahan atau maksimal 32 x
5 detik. Namun menurut Widmann (1995), darah yang keluar dihapus setiap 15 detik
dengan menempelkan kertas saring pada tetesan darah tanpa menyentuh luka itu

sendiri.

2.5.2 Hitung Trombosit

Menurut Cormack (1994), agar dapat menghitung trombosit sebagai bangunan
tersendiri, perlu dipergunakan contoh darah yang diambil menggunakan peralatan
laboratorium yang telah diolah dengan anti koagulan (misalnya: heparin atau sitrat).
Salah satu cara menghitung trombosit ialah menghancurkan eritrosit (lisis) dan
kemudian menghitung trombosit yang tertinggal dengan memakai hemositometer dan
mikroskopis kontras fase. Cara lebih cepat yang kini dipakai dalam laboratorium
hematologi ialah menghitung trombosit dengan alat penghitung elektronik otomatis.

Hitung trombosit yang lain adalah menggunakan teknik langsung, yaitu
dengan mengisap darah sampai tanda “0,05” pada pipet eritrosit, kemudian larutan
Rees  Ecker dihisap sampai tanda “101”, tunggu 10 menit, dimasukkan ke dalam
kamar penghitung, dan dihitung jumlah trombosit yang terdapat dalam empat persegi,
luas masing-masing empat persegi ialah 1 mm’ dan volume cairan 1 ecmm. Jumlah

trombosit yang dihitung dikalikan 500 per cmm (Tim Patologi Klinik, 2002)
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Cara menghitung jumlah trombosit yang paling mudah dan sederhana tetapi
kurang teliti adalah memeriksa trombosit pada sediaan apus darah tepi. Cara ini
mempunyai kelebihan karena dapat mengamati ukuran dan morfologi trombosit yang
berbeda-beda. Menurut kesepakatan, jumlah trombosit dianggap cukup bila sediaan
apus menunjukkan 1 trombosit diantara 20 eritrosit atau 2-3 trombosit dalam tiap
lapangan pandang emersi (Widmann,1995). Cara manual untuk menentukan jumlah
trombosit adalah menghitung trombosit dalam sampel darah yang diencerkan 1:100
dalam amonium oksalat 1%, dibawa mikroskop fase kontras di dalam kamar hitung

(FKUIL, 1992; Widmann, 1995).

2.6 Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli adalah anggota flora normal usus normal, berperan terhadap
fungsi dan nutrisi normal. Dalam taksonomi, E. coli merupakan salah satu species
dalam  genus  Escherichia dari famili batang gram-negatif enterik
(enterobacteriaceae). Timbulnya gejala pada saluran pencernaan seperti diare, kram
perut, demam, serta muntah darah perlu diwaspadai sebagai gejala penyakit yang
disebabkan bakteri yang virulen ini (Jawetz, 1996)

2.6.1 Morfologi dan Identifikasi

Jawetz (1996) menjelaskan, E. coli merupakan enterobacteriaceae yang dapat
membentuk rantai dengan simpainya yang tidak begitu besar, dan tidak lazim pada
species lain. Pada biakan, E. coli membentuk koloni yang bundar, cembung, halus
dengan tepi yang nyata, mengkilat seperti logam pada perbenihan diferensial, cepat
meragi laktosa dan menyebabkan hemolisis pada agar darah. E. coli termasuk
dalam golongan bakteri yang bersifat anaerob fakultatif yaitu kuman yang dapat
tumbuh secara oksidatif dengan menggunakan oksigen sebagai akseptor electron
akhir atau tumbuh secara anaerob dengan menggunakan reaksi peragian untuk
memperoleh energi. Seringkali, kuman anaerob fakultatif disebut sebagai “aerob”. E.

coli merupakan bakteri patogen yang oportunis. Ketika pertahanan inang tidak
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adekuat, khususnya pada bayi atau usia lanjut, pada stadium akhir dari penyakit-
penyakit lain, setelah pengobatan imunosupresan, atau pada pemasangan kateter
uretra atau infus vena, dapat menimbulkan infeksi lokal yang penting secara klinik,
dan bakteri dapat mencapai aliran darah lalu menimbulkan sepsis. Bakteri jadi
bersifat patogen hanya bila bakteri ini berada di luar usus, yaitu lokasi lain dimana
flora normal jarang terdapat.

Menurut Jawetz (1996) tempat yang paling sering terkena infeksi yang
penting secara klinik adalah saluran kemih, saluran empedu, dan tempat-tempat lain
di rongga perut. £ coli diklasifikasikan oleh ciri khas sifat-sifat virulensinya, dan
setiap grup menimbulkan penyakit melalui mekanisme yang berbeda. E coli jenis
Enterohemoragik (EHEC) menghasilkan verotoksin, dinamai sesuai  cfck
sitotoksiknya pada sel vero, suatu sel ginjal dari monyet hijau Afrika. FHEC
verhiubungan dengan kolitis hemoragik, bentuk diare berat, dan dengan sindroma
uremia hemolitik, suatu penyakit akibat gagal ginjal akut. anemia hemolitik

mikroangiopatik, dan trombositopenia.

~

Gambar 3. Escherichia coli

2.7 Hipotesa

2.7.1 'Terdapat penurunan waktu perdarahan (bleeding time) setelah pemberian
stresor renjatan listrik dan pemaparan E. coli.

2.7.2 Terdapat peningkatan jumlah trombosit setelah pemberian stresor renjatan

listrik dan pemaparan E. coli.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian, Tempat dan Waktu Penelitian
3.1.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian jenis eksperimental laboratoris. Dipilih
jenis ini karena baik pada sampel maupun perlakuan lebih terkendali, terukur dan
pengaruh perlakuan lebih dapat dipercaya. Adapun rancang penelitian yang
digunakan adalah Post test Only Control Group Design (Notoatmojo, 2002).
3.1.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biomedik bagian Fisiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan Laboratorium Keschatan Daerah
Kabupaten Jember .
3.1.3 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni sampai dengan Juli 2005.

3.2 Variabel Penelitian
3.2.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitan ini adalah stresor berupa renjatan listrik dan
pemaparan £. Coli.
3.2.2 Variabel terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah waktu perdarahan dan jumlah
trombosit.
3.2.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah :

a. minuman dan makanan standar tikus

b. teknik pemeriksaan

23
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5

cara pemeliharaan

P

voltage pemberian srtesor berupa renjatan listrik
dosis dan teknik pemaparan bakteri

f. kriteria sampel

3.3 Definisi Operasional Penelitian
3.3.1 Stresor Renjatan Listrik

Stresor yang diberikan dengan menggunakan alat “Electrical Foot Shock”.
Perlakuan stresor pada tikus dengan cara mengalirkan arus listrik melalui lempeng
yang terbuat dari tembaga di dasar kandang perlakuan. Kandang perlakuan terbuat
dari bak plastik, bagian atas bertutup kaca mika, pada alas kandang dipasang lempeng
yang terbuat dari kuningan untuk mengalirkan arus listrik. Kandang perlakuan
berukuran 41x 32 x 11 cm. Arus listrik dialirkan dengan tegangan 25 V. dan
frekuensi 60 Hz (Asnar, 2003).
3.3.2 Waktu Perdarahan

Waktu perdarahan dihitung mulai dari tetesan darah pertama terlihat pada
ekor tikus sampai tidak terjadi perdarahan atau perdarahan berhenti. Pemeriksaan
waktu perdarahan dengan menggunakan kertas serap watman (Astuti, 1997; Wiratmo,
2004)
3.3.3 Jumlah Trombosit

Jumlah trombosit permikroliter darah dihitung di bawah mikroskop dengan
menggunakan kamar hitung setelah diencerkan larutan amonium oksalat 1 % dengan

perbandingan 1:100 (FKUI, 1992; Widmann, 1995)

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi

populasi penelitian ini adalah tikus wistar galur murni dengan jenis kelamin

jantan.
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3.4.2 Sampel
a. Pengambilan Sampel

Cara pengambilan sampel dengan menggunakan simple random sampling
b. Kriteria Sampel

Kriteria sampel yang digunakan adalah :

a. tikus wistar jantan

b. berat 200-250 gram

¢. berusia 3-4 bulan

d. tikus dalam keadaan sehat
3.4.3 Besar Sampel

Besar sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah berdasarkan rumus

sebagai berikut :

ol (Za + Zp) o D’
52
Keterangan
n = Jumlah sampel minimal
oD’ = Diasumsikan o D* = &
o = 0,05
B = 0,20
Berdasarkan tabel, diperoleh :
Za = 1,96
7B = 0,85

Perhitungan besar sampel terdapat pada Lampiran 1. Berdasarkan perhitungan
rumus besar sampel di atas, diperoleh besar sampel minimal 7.9 (Steel and Torrie,
1995).

3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat-alat Penelitian
Alat penelitian yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah:

a. kandang pemeliharaan


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

&

& o

—

o

t

u.

o0 tho0

26

tempat makan dan minum
timbangan (neraca Ohaus, Germany)
gunting bedah

sarung tangan (Latex)

masker

kotak blok parafin

jarum fiksasi

mikroskop (Leica, USA)

kamar hitung improved neubaur
pipet pasteur

pipet volumetrik

. stopwatch (Diamond, Cina)

kertas serap watman

tabung reaksi untuk penampung darah

tabung tikus untuk pemeriksaan bleeding time
kandang perlakuan

kapas

penggaris

pinset

disposyble syiring (Terumo, Japan)

3.5.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

a.
b.

S

o

tikus wistar jantan, dengan berat 200-250 gram, dan berusia 3-4 bulan

minuman dan makanan standar tikus wistar yang beredar di pasar yaitu jenis
konsentrat produksi Feedmill Malindo, Gresik (Lampiran 2)

larutan amonium oksalat 1 %

EDTA

alkohol 70%

bakteri Escherichia coli
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3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Tahap Persiapan Hewan Coba

Hewan coba diadaptasikan terhadap lingkungan kandang di Laboratorium
Fisiologi FKG Universitas Jember selama satu minggu, diberi makan standar dan air
minum setiap hari secara adlibitum (sesukanya). Hal ini untuk mendapat keseragaman
dan untuk mengamati keadaan sampel, kemudian dikelompokkan secara acak.
3.6.2 Tahap Persiapan bakteri

Bakteri E. coli disimpan dalam air yang mengandung gliserol 20% pada suhu
~70 °C sebelum percobaan dimulai. Bakteri tersebut ditumbuhkan pada BHIA (BHIA;
Life Tecnologies, Paisley, United Kingdom), selama 18-24 jam. Kemudian diambil 3
koloni bakteri dan dicampurkam dalam 10ml BHIB (Brain Heart Infusion Broth) dan
divibrasi atau sentrifugasi dengan putaran 240 rpm, selama | jam pada suhu 37 ‘.
Volume diatur menjadi 200 ml BHIB, dan endapan tersebut divibrasi atau
sentrifugasi (240 rpm), selama 2 jam 15 menit pada 3000 x gravitasi dan suhu 4 °C.
Larutan tersebut diendapkan kembali dalam 10 ml salin steril dan disentrifugasi
selama 10 menit pada 3000 x gravitasi pada suhu 4 °C. Tahap pencucian diulang
sebanyak 3 kali. Tingkat ketebalan atau kepadatan diukur pada 650 nm pada akhir
pengendapan bakteri dengan Ultrospec Il densitometer dan diatur dengan salin steril
pada perbandingan 1:10, untuk lebih lanjut endapan bakteri tersebut diatur dengan
konsentrasi yang diinginkan dengan dilusi salin steril. Endapan bakteri dengan jumlah
tertentu mengandung 1.6 x 10’ CFU (Laine, 2000).
3.6.3 Tahap Perlakuan pada Hewan Coba

Jumlah sampel penelitian sebanyak 30 ekor tikus masing-masing kelompok
membutuhkan 10 ekor tikus.
a. Kelompok I (kelompok kontrol positif)

Sepuluh ekor tikus wistar jantan tanpa diberi perlakuan. Hanya diberi makanan
standar dan minuman setiap hari secara adlibitum (sesukanya) selama 7 hari.

b.  Kelompok perlakuan II (kelompok kontrol negatif)
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Sepuluh ekor tikus wistar jantan diberi makanan standar dan minuman setiap
hari secara adlibitum (sesukanya) dan dipapar bakteri E. coli sebanyak 0,33 ml
secara intraperitoneal selama 7 hari.
¢.  Kelompok perlakuan I1I (kelompok perlakuan)

Sepuluh ekor tikus wistar jantan diberi makanan standart dan minuman setiap
hari secara adlibitum (sesukanya), selanjutnya diberi stresor berupa renjatan
listrik dan dilakukan pemaparan bakteri E. coli sebanyak 0,33 ml secara
intraperitoneal 30 menit setelah diberi stresor berupa renjatan listrik selama 7
hari.

Pemberian stresor berupa renjatan listrik dengan cara mengalirkan arus listrik
pada lempeng tembaga di dasar kandang perlakuan tempat kaki tikus berpijak. Aliran
arus listrik pada kaki akan mengejutkan tikus. Tegangan listrik yang digunakan
sebesar 25 V. Setelah hari ke-7 ekor tikus dipotong 0,5 c¢m dari ujung untuk
menimbulkan perdarahan, dan ditempelkan pada kertas serap tiap 30 detik, sampai
perdarahan berhenti, sehingga dapat mengetahui waktu perdarahan selanjutnya
dilakukan pengambilan darah secara intrakardial untuk mengetahui jumlah trombosit
(Astuti, 1997 dan Wiratmo, 2004 )

Jumlah renjatan listrik berpedoman pada penelitian Sumintarti dalam Asnar,
(2003) yaitu sebagai berikut :

Harike 1 = 4 renjatan 2 sesi
Harike 2 = 8 renjatan 2 sesi
Harike 3 = 10 renjatan 3 sesi
Harike 4 = 12 renjatan 3 sesi
Harike 5 = 14 renjatan 4 sesi
Harike 6 = 16 renjatan 4 sesi
Harike 7 = 18 renjatan S sesi

Lama 1 kali renjatan sama dengan | kejut, diberikan interval 4 menit untuk
tiap sesi. Hari pertama diberikan 4 rejatan — 2 sesi, hari kedua diberikan 8 rejatan — 2

sesi bukannya 6 rejatan — 2 sesi, karena peningkatan sebanyak 2 rejatan x 2 sesi untuk


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

29

hari kedua dianggap terlalu kecil. Hari ke 3 dan seterusnya, peningkatan cukup besar
dimaksudkan agar stres tidak dapat atau tidak mudah diadaptasi.
3.6.4 Penghitungan Waktu Perdarahan dan Jumlah Trombosit

Waktu perdarahan dihitung dengan metode menggunakan Kertas serap
watman pada ekor tikus yang telah dipotong 5 mm. Cara penghitungan waktu
perdarahan sesuai dengan penelitian Astuti (1997) pada lampiran 3. Sedangkan
hitung trombosit menggunakan metode kamar hitung dengan pengencer larutan
amonium oksalat 1 % dan dihitung dibawah mikroskop. Cara penghitungan trombosit

pada lampiran 4.

3.7 Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisa dengan menggunakan uji normalitas dan uji
homogenitas varians, dilanjutkan dengan uji parametrik ANOVA ONE WAY (=< =
0,05) untuk mengetahui perbandingan hitung jenis trombosit antara kelompok kontrol
(I), kelompok yang dipapar E. coli (II) dan kelompok yang diberi stresor rasa sakit
dan dipapar E. coli (1II). Untuk mengetahui pengaruh dari tiga kelompok tersebut
dilakukan uji Tukey HSD (oc = 0,05).
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3.8 Skema Penelitian

Populasi tikus wistar

(30 tikus)
' I '
Kelompok | Kelompok I1 Kelompok I11
(10 tikus) tanpa (10 tikus) (10 tikus)
perlakuan

Pemaparan dengan
E. coli sebanyak 0,33 ml
secara intraperitoneal
selama 7 hari

Stresor Renjatan Listrik.
Selama 7 hari dan dipapar
E. coli sebanyak 0,33 ml
secara Intrapritoneal, 30
menit setelah stressor

30 menit

4

Hari ke-7 dilakukan pemeriksaaan
bleeding time dengan cara memotong
ekor tikus

'

Pengambilan darah secara Intrakardial
untuk selanjutnya dibuat hapusan darah
dan perhitungan jumlah trombosit

Data

Y
Analisa Data
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BAB 4. HASIL DAN ANALISA DATA

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian telah dilaksanakan pada bulan Juni sampai Juli 2005. Besar sampel
sejumlah 30 ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu
kelompok kontrol (I), kelompok yang dipapar E. coli (II) dan kelompok yang diberi
stresor rasa sakit dan dipapar E. coli (I1I), yang masing-masing sebesar 10 ekor tikus.
Ketiga kelompok dikorbankan setelah satu minggu diadaptasikan di Laboratorium
Biomedik bagian Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Ketiga
kelompok diamati waktu perdarahan (bleeding time) dan dilakukan pengambilan
darah intrakardial untuk perhitungan jumlah trombosit.

Pemeriksaan waktu perdarahan menggunakan kertas serap dengan ukuran
16x16 ¢cm dan dibagi menjadi 16 kotak dimana masing-masing kotak selama 30 detik.
Dari pengamatan yang dihasilkan rata-rata waktu perdarahan untuk kelompok 1
adalah 1,7 menit dengan standart deviasi 0,67, kelompok II rata-rata 1 menit dengan
standar deviasi 0,53 dan untuk kelompok III adalah 0,4 menit dengan standart deviasi
0.46. Hasil pemeriksaan waktu perdarahan pada tabel 2.

31
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Tabel 2. Hasil pemeriksaan waktu perdarahan dalam menit

Subyek Kelompok I Kelompok II Kelompok III
1 0.5 0 0
2 2 0,5 0.5
3 0.5 1 0.5
B 2(3 1 1.5
5 2 139 0
6 2 1,5 0
7 2 1 0.5
8 2 1.5 0.5
9 1.5 0.5 0
10 2 S 0.5
X Rata-rata 157 1 0.4
Standar deviasi 0.67 0.53 0.46

Perhitungan trombosit dilakukan di Laboratorium Kesehatan Daerah Jember,
menggunakan metode kamar hitung dengan pengenceran 100 kali menggunakan
amonium oksalat 1%. Hasil rata-rata untuk kelompok I 157.800mm’ dengan standar
deviasi 332990,91, kelompok IT 145.100 mm’ dengan standar deviasi 33264,76 dan
kelompok IIT 148.500 mm’, standar deviasi yang didapat 33320,83. Hasil perhitungan
trombosit pada tabel 3.
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Tabel 3. Hasil perhitungan trombosit dalam satuan mm® darah

Subyek Kelompok I Kelompok II Kelompok III

1 108.000 105.000 102.000

2 126.000 126.000 116.000

3 148.000 142.000 130.000

4 169.000 196.000 149.000

5 202.000 158.000 198.000

6 174.000 180.000 164.000

7 193.000 108.000 183.000

8 115.000 107.000 110.000

9 189.000 179.000 181.000

10 157.000 150.000 152.000

¥ Rata-rata 157.800 145.100 148.500

Standar 3299091 33264,76 33320,83
deviasi

Hasil data diatas selanjutnya dianalisa menggunakan uji normalitas dan uji
homogenitas varians, dilanjutkan dengan uji parametrik ANOVA ONE WAY (p =
0,05) untuk mengetahui perbandingan hitung jenis trombosit antara kelompok tanpa
perlakuan (1), kelompok yang dipapar E. coli (II) dan kelompok yang diberi stresor
rasa sakit dan dipapar £. coli (1lI). Untuk mengetahui pengaruh dari tiga kelompok
tersebut dilakukan uji Tukey HSD (p = 0,05).

4.2 Analisa Data

Untuk mengetahui apakah data tersebut terdistribusi normal, maka dilakukan
uji normalitas pada tiap-tiap varian dan uji homogenitas varian.Uji normalitas data
menggunakan uji parametrik ANOVA ONE WAY dilanjutkan dengan uji Tukey HSD,
dan didapatkan hasil yaitu untuk pemeriksaan waktu perdarahan pada kelompok I p =
0,13 , kelompok Il p = 0,67 , dan untuk kelompok III p = 0,28 (p > 0,05). Dengan
demikian data yang didapat terdistribusi normal. Uji normalitas untuk trombosit

didapatkan p = 0,994 pada kelompok I, pada kelompok II p = 0,941 dan p = 0,993
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untuk kelompok III (p > 0,05). dengan demikian data yang didapat terdistribusi

normal.

Tabel 4. Hasil uji normalitas pada pemeriksaan waktu perdarahan dan jumlah
trombosit kelompok 1, 11, dan ke 111

Mean Standar deviasi Sig.
Pmx

K. 1 K. K. 1 K1 K1l K Il Kl K.11 K.
waktu 1.700 1,000 0,400 0,675 0,527 0,459 0,13 0,67 0,28
perdara
han
Tromb 157800,0  145100,0 1485000 3299091 33264, 33320.83 0,994 0,941 0,993
osit 0 0 0 76

Uji homogenitas pada pemeriksaan waktu perdarahan didapat hasil p = 0.433
(p > 0,05), sehingga dapat diketahui bahwa ragam dari semua kelompok adalah
homogen, sedangkan pada pemeriksaan jumlah trombosit didapat hasil a = 0,998 (p

> (,05), diketahui bahwa ragam dari semua kelompok adalah homogen.

Tabel 5. Hasil uji homogenitas pada pemeriksaan waktu perdarahan dan jumlah
trombosit kelompok kontrol dan perlakuan

Pemeriksaan F df 1 df 2 Sig.
Waktu perdarahan 0,863 2 27 0.433
Trombosit 0,002 2 27 0,998

Keterangan :
F = Taraf kepercayaan
dfl = derajat bebas kelompok perlakuan
df2 = standar error
Sig = probabilitas

Selanjutnya dilakukan uji parametrik ANOVA ONE WAY dengan taraf kepercayaan
a = 0,05.
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Tabel 6. Hasil uji parametrik ANOVA ONE WAY pada pemeriksaan waktu perdarahan
dan jumlah trombosit

Pemeriksaan Hasil df Sig.
Waktu perdarahan 16.967 29 0.000
Trombosit 3.06E+10 29 0.679

Berdasarkan hasil uji parametrik ANOVA ONE WAY untuk pemeriksaan
jumlah trombosit p = 0.679 (p > 0.05), dalam hal ini terdapat perbedaan tidak
bermakna, sedangkan pada pemeriksaan waktu perdarahan p = 0,000 (p < 0,05),
dalam hal ini terdapat perbedaan bermakna, maka dilanjutkan dengan menggunakan
uji Tukey HSD..

Table 7. Hasil uji Tukey HSD pada pemeriksaan waktu perdarahan

No Perlakuan Sig
1 Kelompok | 0,025
Kelompok I1
2 Kelompok | 0,000
Kelompok II1
3 Kelompok 11 0,060

Kelompok II1

Keterangan :
Kelompok I  : kelompok tanpa perlakuan
Kelompok I1  : kelompok yang dipapar E. coli
Kelompok 111 : kelompok yang diberi stresor rasa sakit dan dipapar E. coli
Dari hasil uji Tukey HSD pada tabel pemeriksaan waktu perdarahan diatas
menunjukkan :
1. Kelompok I dan kelompok II, terdapat perbedaan yang signifikan
2. Kelompok 1 dan kelompok III, terdapat perbedaan yang signifikan
3. Kelompok II dan kelompok III, terdapat perbedaan yang tidak signifikan,

karena p = 0,060 jadi (p > 0,05).
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BAB 5. PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan mengungkap perubahan pada tubuh akibat stresor dan
pemaparan E. coli. Penelitian jenis eksperimental laboratoris dipilih karena baik
sampel maupun perlakuan lebih terkendali, terukur dan pengaruh perlakuan lebih
dapat dipercaya. Menurut Asnar (2001) pemberian stresor berupa “electrical foot
shock™ dengan cara mengalirkan arus listrik pada lempeng tembaga didasar kandang
perlakuan tempat kaki tikus berpijak. Pada pamaparan E. coli sebanyak 0,33 ml
secara Intraperitoneal yang ternyata bisa meningkatkan kadar kortisol darah dan
mencapai puncak pada hari ke-7, menurut Jawetz (1996) E. coli adalah anggota flora
normal usus normal, berperan terhadap fungsi dan nutrisi normal. Tetapi bakteri ini
dapat bersifat patogen yang oportunis. Dalam kondisi ini, bakteri E. coli akan menjadi
jejas infeksi yang dapat mengganggu keseimbangan tubuh dan akan menimbulkan
stres.

Waktu perdarahan dan jumlah trombosit diteliti karena keduanya berperan
besar dalam bidang kedokteran gigi. Trombosit dapat menyebabkan tromboemboli
yang membantu penyembuhan luka. Untuk itu setelah dilakukan pemeriksaan waktu
perdarahan dilanjutkan dengan pemeriksaan trombosit untuk mengetahui hubungan
antara waktu perdarahan dengan jumlah trombosit .

Dari hasil pengamatan pada tabel 2, hasil pemeriksaan waktu perdarahan
didapatkan hasil rata-rata waktu perdarahan untuk kelompok I adalah 1.7 menit
dengan standart deviasi 0,67, kelompok II rata-rata 1 menit dengan standar deviasi
0,53 dan untuk kelompok III adalah 0,4 menit dengan standart deviasi 0,46
mengalami penurunan waktu perdarahan. Dapat diketahui juga bahwa tikus yang
dipapar E. coli sebanyak 0,33 ml secara intraperitoneal yang diberikan secara

langsung dapat meningkatkan kadar kortisol darah. Kadar kortisol yang meningkat ini
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dapat menurunkan waktu perdarahan secara tidak langsung,.

Dalam penelitiannya, Harijanti (2003) berpendapat bahwa stresor yang
diberikan dapat meningkatkan hormon kortisol, dan dapat menurunkan waktu
perdarahan. Mekanisme molekulernya sebagai berikut: kortisol masuk ke dalam sel
target dan berikatan dengan reseptor glukokortikoid dalam sitoplasma kemudian
ditransfer ke nukleus. Steroid-reseptor complex mempunyai afinitas yang tinggi pada
interfase kromosom nukleus dan berikatan dengan DNA kromosom. Dengan adanya
triger pada transkripsi DNA mempengaruhi mRNA sehingga terjadi sintesa protein
baru. Pada membran phospholipid yang melepaskan enzim phospholipase-A5, akan
terbentuk protein yang disebut sebagai lipomodulin, merupakan glikoprotein yang
menghambat enzim phospholipase-A;, selanjutnya akan menghambat pembentukan
prostaglandin, lipokortin, leukotrien, dan platelet activating factor.

Memendeknya waktu perdarahan kemungkinan disebabkan oleh karena pada
keadaan stres kadar kortisol darah mengalami peningkatan, karena stresor dapat
menyebabkan menurunnya prostaglandin, sehingga meningkatkan agregasi trombosit
yang mengakibatkan semakin cepatnya waktu perdarahan. Stresor juga dapat
merangsang pengeluaran epineprin sehingga menyebabkan vasokontriksi pembuluh
darah, sehingga dapat berpengaruh secara langsung terhadap waktu perdarahan.
Memendeknya waktu perdarahan juga dapat disebabkan karena meningkatnya jumlah
trombosit. Diketahui juga bahwa stres dapat meningkatkan jumlah trombosit dan
dapat menyebabkan waktu perdarahan memendek.

Dari hasil penelitian, didapatkan perbedaan yang signifikan pada waktu
perdarahan antara kelompok I dengan kelompok II dan kelompok 1 dengan kelompok
III, sedangkan kelompok II dan kelompok III, terdapat perbedaan yang tidak
signifikan. Dan dari hasil pemeriksaan jumlah trombosit tidak terdapat perbedaan
bermakna antara kelompok I, II, dan IIl. Dengan diberikannya stresor baik rasa sakit
berupa renjatan listrik maupun pemaparan E. coli didapatkan penurunan waktu

perdarahan, namun jumlah trombosit relatif tetap.
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Perbedaan pada pemeriksaan waktu perdarahan kelompok II yang dipapar
E.coli, serta antara kelompok Ill yang dipapar E.coli dan diberi renjatan listrik,
terdapat perbedaan yang tidak signifikan. Hal ini menunjukkan tidak terdapat
perbedaan pengaruh antara jenis perlakuan yang dipapar E. coli dibandingkan dengan
renjatan listrik dan pemaparan E. coli. Menurut Sulistyani (2003), walaupun
stresornya berbeda-beda, keadaan stres selalu ditandai dengan meningkatnya sekresi
suatu molekul sinyal corticotropin releasing faktor (CRF), suatu senyawa yang
sekaligus berfungsi sebagai neurotransmiter dan sebagai hormon (neurohormon).

Stres dapat meningkatkan jumlah trombosit dan dapat menyebabkan waktu
perdarahan memendek. Secara singkat dapat diuraikan sebagai berikut. Meningkatnya
jumlah trombosit kemungkinan disebabkan oleh stresor renjatan listrik yang
merangsang saraf autonom yaitu parasimpatik dan simpatik untuk mengeluarkan
epineprin yang bisa merangsang pengeluaran trombosit ekstravaskuler ke daerah
vaskuler. Kemungkinan yang lain adalah stresor renjatan listrik yang diberikan dapat
secara langsung merangsang konstraksi limpa untuk mengeluarkan cadangan
trombositnya. Selain itu pengeluaran trombosit oleh limpa secara tidak langsung juga
dipicu oleh meningkatnya kortisol akibat stresor renjatan listrik yang diberikan.
Namun berdasarkan hasil penelitian jumlah trombosit tidak mengalami perbedaan
bermakna antara kelompok II dengan IIl karena kegagalan produksi trombosit atau
meningkatnya penghancuran trombosit. Kegagalan produksi trombosit berkaitan
dengan berbagai macam kagagalan atau jejas sumsum, kadaan ini termasuk kegagalan
sumsum karena obat. Infeksi virus kadang-kadang mengganggu produksi trombosit
dan disamping itu mungkin dapat merusak trombosit yang ada dalam sirkulasi
(Patologi Umum, 2000).

Menurut Robbins (1995), apa pun mekanismenya patogenesisnya,
trombositopeni berhubungan dengan perdarahan dari pembuluh darah kecil. Petekia
atau kadang-kadang ekimosis besar umumnya terdapat di kulit dan mukosa saluran-

saluran gastrointestinalis dan kemih, tetapi dapat terjadi disetiap tempat. Perdarahan
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ke dalam system saraf pusat menimbulkan bahaya besar pada dengan penekanan
hitung trombosit yang nyata.

Baik penurunan dalam jumlah, maupun kelainan fungsi trombosit
menyebabkan masa perdarahan memenjang dan retraksi bekuan abnormal. Hitung
trobosit menunjukkan jumlah trombosit yang ada dalam sirkulasi. Untuk mengetahui
berapa banyak trombosit yang diproduksi dan menilai morfologi trombosit perlu
dilakukan pemeriksaan sumsum tulang. Bila jumlah trombosit normal tetapi gejala
klinik dan test penyaring menunjukkan kelainan trombosit, perlu dilakukan test fungsi
trombosit.

Trombositopenia dapat terjadi akibat penurunan sintesis trombosit atau
kehilangan trombosit berlebihan. Kehilangan ini mungkin terjadi akibat perdarahan

atau karena trombosit tertahan oleh limpa secara berlebihan.
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BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

a.  Stresor rasa sakit dalam hal ini adalah renjatan listrik dan pemaparan E.coli
dapat menurunkan waktu perdarahan disebabkan karena pada keadaan stres
kadar kortisol darah mengalami peningkatan kortisol akibat stresor yang
menyebabkan menurunnya prostaglandin sehingga meningkatkan agregasi
trombosit yang mengakibatkan semakin cepatnya waktu perdarahan.

b. Jumlah trombosit relatif tetap, kemungkinan karena kegagalan produksi

trombosit atau meningkatnya penghancuran trombosit.

6.2 Saran
Dari hasil penelitian ini disarankan:

a.  Untuk penelitian lebih lanjut disarankan menggunakan jenis stresor yang lain
dengan variabel yang sama untuk mengetahui perbedaannya dengan stresor
renjatan listrik.

b.  Penelitian ini dapat digunakan sebagai bahan acuan untuk penelitian selanjutnya

dengan menggunakan variabel yang berbeda.
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Lampiran 1

PERHITUNGAN BESAR SAMPEL

Besar sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah berdasarkan rumus

sebagai berikut :

(Za + zB) o D’
n 5
Keterangan
n = Jumlah sampel minimal
o D? = Diasumsikan o D* = &
o = 0,05
B = 0,20
Berdasarkan tabel, diperoleh :
Zau = 1,96
Zp = 0,85

Maka hasil penghitungan besar sampel adalah sebagai berikut :

((Za + ZB) JDI]

n 2
5_
(1,96 + 0.85) o D’
n 62

n = 2,81 = 79 ~ 8
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Lampiran 2

DAFTAR KOMPOSISI MAKANAN STANDAR TIKUS

Komposisi makanan standar tikus wistar yang beredar di pasaran yaitu berupa

konsentrat produksi Feed Mill Malindo, Gresik adalah sebagai berikut:

1. Protein 21 %
2. Serat 4 %
3. Lemak 4%
4. Air 14 %
5. Abu 6,5 %
6. Kalsium 09-1.1%
7. Phospor 0.7-0,9%

Sumber: Feed Mill Malindo, Gresik.


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

49

Lampiran 3

PERHITUNGAN WAKTU PERDARAHAN

1. Untuk memegang tikus yang akan dipotong ekornya, tikus-tikus dimasukkan
dalam tabung khusus dan ujung ekor tikus keluar dari tabung.

2. Ekor tikus sebelum pemotongan diulas dengan alkohol 70 %.

3. Segera setelah ekor dipotong sepanjang 5 mm, luka disentuhkan ringan pada
kertas serap (watman) yang telah diberi tanda. (Gambar 1).

4. Penempelan luka pada kertas saring dengan ukuran 16x16 cm dilakukan
dengan rentang waktu 30 detik sampai tidak terjadi perdarahan.

1 2 3 4
8 7 6 5
D 10 11 12
16 15 14 13

Gambar 1. Pembagian pada kertas serap (watmann)
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Lampiran 4

PERHITUNGAN JUMLAH TROMBOSIT

1. Siapkan darah yang telah diambil dari jantung tikus dan beri EDTA pada
tabung penampung darah.

2. dibuat pengenceran 1:100 menggunakan amonium oksalat, dengan cara
memasukkan darah EDTA sebanyak . Suspensi ini dicampur selama 10-15
menit.

3. Larutan darah dimasukkan ke dalam kamar penghitung (improved neubaur)
dengan menggunakan pipet pasteur. Tunggu 20 menit supaya trombosit-
trombosit mengendap.

4. Dihitung jumlah trombosit yang terdapat dalam bidang besar ditengah kamar
hitung dengan luas 1x1 mm?, dibawah mikroskop dengan perbesaran 450 kali.

5. Untuk hitung trombosit, jumlah trombosit sama dengan jumlah trombosit
yang dihitung dibagi volume yang dihitung (ul) kali faktor pengenceran. Bila
jumlah trombosit yang dihitung dalam bidang besar kamar hiung adalah N,

maka jumlah trombosit = ( N:0,01 ) x 100 = N x 1000/ul.
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Lampiran §

IMPROVED NEUBAUER

Tinggl kamar htung = 0,1 mm

Gambar 8. Pembagian kamar hitung
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Oneway

Descriptives

Waktu perdarahan (menit)

52

95% Confidence Interval for

Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error  Lower Bound  Upper Bound ~ Minimum  Maximum
Kontrol (-) 10 1.700 675 213 A2 2183 5 25
Kontrol (+) 10 1.000 527 167 623 1,377 0 15
Perlakuan 10 400 459 145 7.132E-02 729 0 1.5
Total 30 1.033 765 140 748 1,319 0 25
Test of Homogeneity of Variances
Waktu perdarahan (menit)
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
.863 2 27 433
ANOVA
Waktu perdarahan (menit)
Sum of
Squares df Mean Square E Sig.
Between Groups 8.467 2 4233 13.447 .000
Within Groups 8.500 27 315
Total 16.967 29
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Waktu perdarahan (menit)
Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

() Perlakuan  (J) Perlakuan (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Kontrol (-) Kontrol (+) .700* .251 .025 7.785E-02 1.322

Perlakuan 1.300* .251 .000 678 1.922
Kontrol (+) Kontrol (-) -.700* .251 .025 -1.322 -7.785E-02

Perlakuan .600 251 .060 -2.215E-02 1.222
Perlakuan Kontrol (-) -1.300* .251 .000 -1.922 -.678

Kontrol (+) -.600 .251 .060 -1.222 2.215E-02

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Homogeneous Subsets

Waktu perdarahan (menit)

Tukey HsO!

Subset for alpha = .05
Perlakuan N 1 2
Perlakuan 10 400
Kontrol (+) 10 1.000
Kontrol (-) 10 1.700
Sig. .060 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

Means Plots
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Oneway

Trombosit mm?

Descriptives

54

95% Confidence Interval for

Mean
N Mean Std. Deviation  Std. Error  Lower Bound  Upper Bound  Minimum __ Maximum
Kontrol (-) 10 157800.00 32990.91 10432.64 134199.73 181400.27 108000 202000
Kontrol (+) 10 145100.00 33264.76  10519.24 121303.82 168896.18 105000 196000
Perlakuan 10 148500.00 33320.83 10536.97 124663.71 172336.29 102000 198000
Total 30 150466.67 32489.50 5931.74 138334.89 162598.45 102000 202000
Test of Homogeneity of Variances
Trombosit mm?*
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
.002 2 27 .998
ANOVA
Trombosit mm?®
Sum of
Squares df Mean Square = Sig.
Between Groups  8.64E+08 2 4322333333 392 679
Within Groups 2.97E+10 27 1101740741
Total 3.06E+10 29

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Trombosit mm?

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

() Perlakuan  (J) Perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kontrol (-) Kontrol (+) 12700.00 1484413 672 -24104.87 49504 87

Perlakuan 9300.00 14844.13 .807 -27504.87 46104.87
Kontrol (+) Kontrol (-) -12700.00 1484413 672 -49504 87 24104.87

Perlakuan -3400.00 1484413 972 -40204.87 33404.87
Perlakuan Kontrol (-) -9300.00 14844.13 .807 -46104.87 27504.87

Kontrol (+) 340000 1484413 972 -33404 .87 40204.87
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Homogeneous Subsets

Trombosit mm?

Tukey HSD"
Subset
for alpha
= .05

Perlakuan N 1
Kontrol (+) 10 145100.00
Perlakuan 10 148500.00
Kontrol (-) 10 157800.00
Sig. 672

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000.

Means Plots

N
n
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Deskripsi Waktu Perdarahan dan Trombosit
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Descriptives
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error  Lower Bound  Upper Bound  Minimum _ Maximum
Waktu perdarahan  Kontrol (-) 10 1.700 675 213 1.217 2.183 5 25
(menit) Kontrol (+) 10 1.000 527 167 623 1377 0 15
Perakuan 10 400 459 145 7.132E-02 729 0 15
Total 30 1.033 765 140 748 1.319 0 25
Trombosit mm? Kohtrol (-) 10 157800.00 3299091 1043264 134199.73 181400.27 108000 202000
Kontrol (+) 10 145100.00 3326476 1051924 121303 82 168896.18 105000 196000
Perlakuan 10 148500.00 3332083 10536.97 124663.71 172336.29 102000 198000
Total 30 150466.67 3248950  5931.74 138334.89 162598.45 102000 202000
Uji Normalitas Waktu perdarahan (menit)
One-Sample Kolmogorov-Srhirnov Test
Kontrol (-) Kontrol (+) Perlakuan
N 10 10 10
Normal Paramietersa?  Mean 1.70 1.00 40
Std. Deviation 67 53 46
Most Extreme Absolute 37 23 31
Differences Positive 23 A7 31
Negative -.37 -23 -.19
Kolmogorov-Smirnov Z 1.18 i . .98
Asymp. Sig. (2-tailed) A3 67 .28
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Uji Normalitas Trombosit mm?
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Kontrol (-)  Kontrol (+) Perlakuan
N 10 10 10
Normal Parameters2b  Mean 157800.00 145100.00 148500.00
Std. Deviation 32990.91 33264.76  33320.83
Most Extreme Absolute 133 .168 135
Differences Positive 132 168 135
Negative -.133 -.146 -135
Kolmogorov-Smirnov Z 420 530 428
Asymp. Sig. (2-tailed) .994 941 .993

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
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Uji Homogenitas Varian

Test of Homogeneity of Variances

Levene

Statistic df1 df2 Sig.
Waktlu perdarahan 863 2 27 433
(menit)
Trombosit mm? .002 2 27 998
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Tabel 2. Hasil pemeriksaan waktu perdarahan dalam menit

Subyek Kontrol (-) Kontrol (+) perlakuan

1 0.5 0 0
2 2 0.5 0.5
3 0.5 1 0.5
B 2.3 1 1.5
5 2 1.5
6 2 15 0
7 s 1 0.5
8 2 b5 0.5
9 53 0.5 0
10 2 1.5 0.5

X Rata-rata 1.7 1 0.4

Stadart Deviasi 0.67 0.53 0.46
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LABORATORIUM KESEHATAN DAERAH
JI. Dewi Sartika 56 Telp/Fax 0331485803 Jember

—
———

S PEMERINTAH KABUPATEN JEMBER
> DINAS KESEHATAN
el

PEMERIKSAAN TROMBOSIT
PADA TIKUS WISTAR JANTAN

I. CANDRAM. (NIM. 01- 011) / FKG

KELOMPOK I ( KONTROL NEGATIF )

NO TROMBOSIT
i 108.000 mux?®
2 126.000 mux?
%5 148.000 mur?
4. 169.000 mure
5 202.000 mur?
6. 174.000 mrur?
Vi 193.000 muxr?
8. 115.000 mur?
2 186.000 mmx?
10. 157.000 mruré
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T

PEMERINTAH KABUPATEN JEMBER
DINAS KESEHATAN
LABORATORIUM KESEHATAN DAERAH
Jl. Dewi Sartika 56 Telp/Fax. 0331485803 Jember

PEMERIKSAAN TROMBOSIT
PADA TIKUS WISTAR JANTAN

I. CANDRAM. ( NIM. 01- 011) / FKG

KELOMPOK III ( PERLAKUAN )

Z
)

TROMBOSIT
102,000 mn?
116.000 mrux?
130.000 mux?
149.000 mux?
198.000 mu?
164.000 mn?
183.000 mux?
110.000 mur?
181.000 mm?
152.000 mux?

B(0|90|N| o |1 |2 I

NIP. 140 170 492
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P PEMERINTAH KABUPATEN JEMBER

{ ? 1 DINAS KESEHATAN

7 LABORATORIUM KESEHATAN DAERAH
=" | J1. Dewi Sartika 56 Telp/ Fax. 0331485803 Jember

PEMERIKSAAN TROMBOSIT
PADA TIKUS WISTAR JANTAN

. CANDRAM. (NIM. 01- 011) / FKG

KELOMPOK II ( KONTROL POSITIF )

TROMBOSIT
105.000 muo?
126.000 mur?
142.000 mu?
196.000 mruré
158.000 rrux?
180.000 rruré
108.000 mure
107.000 mruré
179.000 mur?
150.000 mur?

SR RIS I I E P4

L= "Kepala Labkesda

“NIP. 140 170 492
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Lampiran 7

Gambar Alat dan Bahan Penelitian

Keterangan gambar:
a. Alkohol 70 %

b. EDTA
c. Eter
d. Amonium Oksalat 1%

Mikroskop Binokuler
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Keterangan gambar:

kapas

kertas serap watman
masker

sarung tangan
disposible syiring
penggaris

o Qa0 op

Kamar Hitung Improved Neurbaur
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Keterangan gambar:

a.
. pinset

b
c.
d.
e
f.

neraca Ohaus

gunting bedah
blade scalpel

. jarum fiksasi

stopwatch

Keterangan gambar:

a. pipet volumetrik mikroliter

b. pipet pasteur

C.

pipet volumetrik mililiter

64
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T

Kandang Pemeliharaan

Kandang Perlakuan (Electrical Foot Shock)
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Escherichia coli

Pemeriksaan Waktu Perdarahan (Bleeding Time)
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Pengambilan darah secara Intrakardial

Pengiriman Darah, untuk Mengetahui Jumlah Trombosit
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