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Pemeriksaan radiografi merupakan salah satu metode untuk menegakkan
diagnosa yang digunakan pada pelayanan kesehatan. Radiasi sinar x dosis rendah
intraoral yang sering digunakan adalah radiografi periapikal dengan effective dose
equivalent 1,54 mGy. Radiasi ionisasi dapat menimbulkan kerusakan bahkan
kematian terhadap sel, jaringan atau organ dalam tubuh selain memberikan
manfaat untuk menegakkan diagnosa. Radiasi ionisasi dapat mengakibatkan
apoptosis sel neutrofil yang sensitif terhadap radiasi ionisasi. Neutrofil mampu
melakukan recovery (regenerasi) untuk kembali ke jumlah normal dalam sirkulasi
darah setelah pajanan radiasi ionisasi seperti sebelum pajanan radiasi. Waktu
optimal yang dibutuhkan sel neutrofil untuk recovery tergantung pada dosis
radiasi ionisasi yang diberikan. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui waktu
optimal recovery sel neutrofil setelah pajanan radioasi sinar x dosis rendah 1,54
mGy.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan post
test only control group. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Bagian
biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember, Laboratorium bioscience
Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember, dan Instalasi Radiologi Rumah
Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember pada bulan September hingga Oktober
2018.

Sampel penelitian adalah tikus wistar jantan (Rattus norvegicus L.) dengan
kriteria jenis kelamin jantan, usia 2-3 bulan, berat badan 150-200 gram dan dalam
keadaan sehat. Besar sampel ditentukan dengan rumus Federrer dan didapatkan
n>4. Sampel dibagi menjadi 6 kelompok yaitu 1 kelompok kontrol yang tidak

diberi pajanan radiasi dan 5 kelompok perlakuan yang diberi pajanan radiasi dosis
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1,54 mGy dengan waktu pengambilan darah yang berbeda. Masing-masing
kelompok berjumlah 4 ekor tikus, sehingga total sampel yaitu 24 ekor tikus.
Selanjutnya dilakukan pengambilan darah untuk dilakukan isolasi neutrofil pada

12 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam, dan 96 jam setelah pajanan radiasi, kemudian
dilakukan isolasi sel neutrofil dan dilihat presentase viabilitasnya.

Analisis data menggunakan uji statistik non-parametrik Kruskal Wallis
karena data tidak berdistribusi normal dan homogen. Hasil uji menunjukkan
bahwa terdapat pebedaan yang bermakna presentase jumlah sel neutrofil antara
kelompok kontrol dan perlakuan (p<0,05). Dilakukan uji lanjutan Mann- Whitney
U dan diketahui hasil uji Mann-Whitney U menunjukkan bahwa perbedaan
bermakna terdapat pada beberapa kelompok dengan p= 0,014 dan p= 0,018. Hasil
yang tidak bermakna berdasarkan urutan waktu pengambilan darah dari jangka
waktu terpendek setelah pajanan radiasi dengan p= 1,000 terdapat pada kelompok
4 (kelompok perlakuan 3) dengan pengambilan darah 48 jam setelah pajanan
radiasi. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan jumlah neutrofil
antara kelompok kontrol dan kelompok 4 (kelompok perlakuan 3). Hasil analisis
ini menunjukkan bahwa waktu optimal recovery terjadi 48 jam setelah pajanan

radiasi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pemeriksaan radiografi merupakan salah satu metode untuk menegakkan
diagnosa yang digunakan pada pelayanan kesehatan (Nishizawa, 2004).
Penggunaan proteksi tubuh dan pertimbangan jarak operator dari sumber radiasi
sangat penting untuk meminimalisir masuknya pajanan radiasi ke dalam tubuh.
Faktor keselamatan ini sering diabaikan oleh operator maupun pasien di klinik
atau instalasi radiologi. Hal ini perlu diwaspadai oleh seluruh praktisi yang
bekerja di bidang radiologi (Putra, 2012; Hiswara, 2015), karena penggunaan
radiasi ionisasi selain memberikan manfaat juga memberikan dampak yang
merugikan. Radiasi ionisasi adalah agen yang kuat dalam menimbulkan kerusakan
bahkan kematian terhadap sel, jaringan atau organ dalam tubuh (Supriyadi, 2008).
Kematian sel akibat radiasi dapat berupa nekrosis atau apoptosis, tergantung pada
dosis dan lama radiasi diberikan serta tergantung dari kecepatan proses kematian
sel (Cotran et al., 2014).

Radiasi sinar x dosis rendah yang sering digunakan berada dalam rentang
0,1-10 mGy (Saputra et al., 2012). Radiografi periapikal adalah salah satu contoh
penggunaan radiasi sinar x dosis rendah yang merupakan radiografi intraoral
paling sering digunakan, dimana effective dose equivalent (dosis yang ditetapkan
International Commission on Radiological Protection/ICRP berdasarkan
sensitivitas jaringan yang terkena radiasi untuk meminimalisir efek radiasi
ionisasi) yang digunakan adalah 1,54 mGy (Erna and Supriyadi, 2012; Banun,
2015).

Pajanan radiasi ionisasi dapat menyebabkan gangguan pada sel darah
dengan menghambat mitosis pada sel induk dalam sumsum tulang dan sistem
limfatik, selain dapat menyebabkan apoptosis secara langsung pada sel darah.
Pengaruh radiasi dengan dosis 250 mGy dapat mengakibatkan anemia,
leukopenia, dan trombositopenia (Adlina, 2012). Radiasi ionisasi dapat
mengakibatkan apoptosis sel neutrofil dan sel neutrofil diketahui sebagai sel darah

yang paling sensitif terhadap pajanan radiasi (Akleyev, 2014). Apoptosis yang
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berulang pada sel karena pajanan radiasi ionisasi yang terus menerus dapat
menyebabkan mutasi yang dapat berkembang menjadi kanker (Syaifudin, 2012).

Neutrofil merupakan sel darah putih yang berfungsi sebagai sistem imun
bawaan yang mempunyai daya antiinfeksi dan fungsi proinflamasi (Borregaard,
2010). Pertahanan tubuh akan menurun ketika jumlah neutrofil dalam tubuh
menurun karena neutrofil merupakan pertahanan pertama terhadap infeksi yang
kadarnya paling banyak dalam tubuh (50-70%) dibandingkan sel darah putih yang
lain (Abram and Lowell, 2009).

Neutrofil mampu melakukan recovery (regenerasi) untuk kembali ke jumlah
normal dalam sirkulasi darah setelah pajanan radiasi ionisasi seperti sebelum
pajanan radiasi (Ibrahim et al., 2018). Waktu optimal yang dibutuhkan sel
neutrofil untuk recovery tergantung pada dosis radiasi ionisasi yang diberikan (El-
Shanshoury et al., 2016). Produksi neutrofil baru ketika proses recovery terjadi
karena neutrofil yang apoptosis menyebabkan sel makrofag, sel monosit, sel
endotel, dan sel fibroblas menghasilkan G-CSF yang akan menstimulasi
pembentukan neutrofil baru di sumsum tulang belakang (Syaifudin, 2012).

Waktu yang dibutuhkan untuk optimal recovery dari sel neutrofil setelah
radiasi ionisasi dengan dosis 2-3 mGy adalah 3-4 hari, dengan presentase 98,6%
pada pajanan tunggal dan 95,9 % pada pajanan ganda (Ibrahim et al., 2018).
Waktu recovery dengan dosis 3-4 mGy adalah 3-4 hari, padahal operator instalasi
radiologi terkena pajanan radiasi setiap bekerja, dimana dosis radiasi yang
diterima besarnya sebanding dengan lamanya operator berada di instalasi
radiologi (BATAN, 2013).

Uraian di atas menjadi dasar bagi peneliti untuk melakukan pengkajian
terhadap waktu optimal recovery sel neutrofil setelah pajanan radiasi sinar x dosis

rendah 1,54 mGy.

1.2 Rumusan Masalah
Berapa lama waktu optimal recovery sel neutrofil setelah pajanan radiasi

sinar x dosis rendah 1,54 mGy?
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1.3 Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui waktu optimal recovery sel neutrofil setelah pajanan

radiasi sinar x dosis rendah 1,54 mGy.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Melengkapi informasi ilmiah tentang pengaruh radiasi sinar x dosis rendah
terhadap sel darah khususnya sel neutrofil sehingga diharapkan lebih
berhati-hati dalam pemakaian radiasi untuk keperluan pemeriksaan
radiografi.

1.4.2 Melengkapi informasi mengenai waktu optimal recovery sel neutrofil
setelah pajanan radiasi sinar x dosis rendah sehingga dapat menjadi
pertimbangan pemilihan waktu dalam melakukan eksposur ulang.

1.4.3 Sebagai pertimbangan dalam meningkatkan pelayanan pemeriksaan
radiografi kedokteran gigi terutama meningkatkan sistem proteksi terhadap

pasien dan operator dalam melakukan pemeriksaan radiografi.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sinar X
2.1.1 Definisi Sinar X

Sinar x adalah energi elektromagnetik yang disebut foton. Sinar ini sejenis
dengan energi elektromagnetik lainnya seperti cahaya, inframerah, ultraviolet,
gelombang radio, atau sinar gamma. Perbedaannya hanya terdapat dalam
frekuensi dan panjang gelombangnya (Chen et al., 2011).

Penggunaan sinar x merupakan bagian yang penting dalam kedokteran gigi,
karena berguna sebagai pemeriksaan penunjang dalam bentuk pemeriksaan
radiografi (Whaites, 2003). Sinar x ditemukan secara tidak sengaja oleh seorang
ilmuwan berkebangsaan Jerman bernama Wilhelm Conrad Roentgen pada tahun
1985 sewaktu ia melakukan eksperimen dengan sinar katoda. Pada saat itu ia
melihat adanya sinar flourosensi yang berasal dari kristal barium platino-sianida
dalam tabung Crookes-Hittorf yang dialiri listrik. Penelitian tersebut seharusnya
tidak menemukan cahaya yang keluar dari tabung, namun hipotesis tersebut salah
dan menjadi awal ditemukannya sinar x (Suminar, 2004). Dinamakan sinar x
karena sifat sinar tersebut saat itu tidak diketahui (Whaites, 2003).

Sinar x yang digunakan dalam radiologi diagnostik terdiri dari jutaan foton
tunggal. Berdasarkan spektrum elektromagnetik mulai dari erenergi rendah
(panjang gelombang panjang) ke energi tinggi (panjang gelombang pendek), sinar
X mempunyai panjang gelombang 10 nm to 0.01 pm dan energi foton 124 eV-124
MeV (Whaites, 2003).

2.1.2 Proses Terjadinya Sinar X
Sinar x dihasilkan di dalam tabung sinar x (Whaites, 2003). Radiasi
elektromagnetik ini dapat diproduksi dengan berbagai cara. Salah satunya adalah

dengan akselerasi elektron. (Chen et al., 2011).
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Proses terbentuknya sinar x adalah sebagai berikut:

a. Katoda (filamen) yang bermuatan negatif dipanaskan sampai menyala dengan
mengalirkan listrik yang berasal dari transformator, sehingga elektron-elektron
dari katoda (filamen) terlepas.

b. Elektron-elektron yang telah terlepas akan dipercepat gerakannya menuju
anoda yang bermuatan positif.

c. Elektron-elektron tersebut selanjutnya akan mengenai target (anoda) dan
mendadak berhenti pada target (anoda) sehingga terbentuk panas (>99%) dan
sinar X.

d. Pelindung (perisai) timah akan mencegah keluarnya sinar x dari tabung,
sehingga sinar x yang terbentuk hanya dapat keluar melalui jendela.

e. Panas yang tinggi pada sasaran (target) akibat benturan elektron ditiadakan

oleh radiator pendingin. (Whaites, 2003)

2.1.3 Interaksi Sinar X dengan Materi

Sinar x memiliki empat kemungkinan proses ketika berinteraksi dengan
suatu materi, seperti jaringan pada manusia atau hewan yang ditunjukkan diagram
di gambar 2.1 :
a. Benar-benar tersebar tanpa kehilangan energi
b. Diserap dengan total kehilangan energi
c. Tersebar dengan beberapa penyerapan dan hilangnya energi

d. Ditransmisikan tidak berubah (Whaites, 2003).

Photon completely scattered
with no loss of energy

Incoming

X;ll‘ay Photon totally absorbed
photon
u _..-»0 Photon scattered
samm T after some loss
of energy

~

Photon transmitted
unchanged

Gambar 2.1 Proses interaksi sinar x dengan materi (Whaites, 2003)
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Sinar x berinteraksi dengan materi melalui interaksi medan listrik dengan
elektron atom di bahan. Karena tidak ada muatan listrik, sinar x lebih banyak
menembus suatu materi daripada jenis radiasi pengion lainnya (seperti partikel
alfa atau beta) dan karena itulah sinar x sangat berguna untuk imaging tubuh
manusia. Sinar x dapat diserap atau tersebar oleh elektron dalam atom. Sinar x
sepenuhnya diserap dalam proses penyerapan (penyerapan fotolistrik), yaitu
memberikan semua energi ke elektron atom lapisan dalam yang kemudian
dikeluarkan dari atom dan melanjutkan untuk mengionisasi atom lain secara
langsung di sekitar interaksi awal dan menyebabkan kerusakan biologis (Chen et

al., 2011).

2.2 Radiasi Inonisasi
Radiasi ionisasi adalah radiasi yang membawa cukup energi yang dapat
mengionisasi atom atau molekul (yaitu strip elektron atom tersebut) saat melewati
materi (Angela, 2017).
Dosis radiasi ionisasi diukur dalam beberapa unit radiasi, diantaranya rad,
gray (Gy), roentgen (R), sievert (Sv), dan rem (Rem) (Edwards et al., 1990;
Esjahriar, 2005).
1. Rad
Satuan rad adalah satuan dosis serap energi radiasi, yang secara biologis adalah
parameter yang penting. Rad adalah singkatan dari radiation absorbed dose.
Rad menetapkan energi, dinyatakan sebagai ergs. Satu rad adalah radiasi yang
diperlukan untuk melepaskan tenaga 100 ergs dalam 1 gram bahan yang
disinari (1 rad = 100 ergs/gram).
2. Gray
Satuan gray adalah unit dosis absorbsi pada SI dan dapat didefinisikan sebagai
perpindahan energi 1 joule (J) per kilogram (Kg) obyek radiasi.
1 Gray =1 Sv =1000 mSv
1 Gray =100 rad
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3. Roentgen
Satuan roentgen adalah ukuran emisi energi radiasi dari sebuah sumber, satuan
ini menunjuk pada sejumlah ionisasi yang diproduksi di udara. Merupakan
satuan pemajanan radiasi yang memberikan muatan 2,58 x 10-4 coulomb per
kilogram (C/Kg) udara kering.

4. Sievert
Sievert adalah satuan radiasi sinar tembus yang diserap oleh tubuh manusia.
Sievert adalah dosis dalam gray dikalikan dengan kualitas faktor Q yang tepat.
Bila dosis dinyatakan dalam rem, sievert dapat ditentukan dengan membagi
100.
1 Sievert =1 Gray
1 Sievert = 100 rem

5. Rem
Satuan rem adalah satuan dosis ekuivalen atau dosis keseimbangan. Rem
adalah singkatan dari roentgen equivalent-man. Rem merupakan ukuran efek
biologis akibat radiasi. Satuan rem adalah sama dengan dosis serap dikalikan
dengan faktor kualitas (Q F). Rem = rad x faktor kualitas. Karena faktor
kualitas untuk sinar x dan gamma adalah satu, maka dapat dianggap 1

Roentgen =1rad = 1 rem.

2.2.1 Radiasi Dosis Rendah

Penggunaan radiasi dosis rendah dalam kedokteran gigi untuk dental
radiodiagnosis (Erna dan Supriyadi, 2012). Dosis rendah radiasi sinar x yang
sering digunakan berada dalam rentang 0,1-10 mSv (Saputra et al., 2012).
Terdapat dua jenis tenik radiografi dalam kedokteran gigi yaitu intraoral dan
ekstraoral. Teknik radiografi intraoral yang paling sering digunakan yaitu
radiografi periapikal. Radiografi periapikal adalah teknik proyeksi intraoral
radiografi untuk menggambarkan beberapa gigi dan jaringan pendukung
disekitarnya yang dapat memberikan informasi mengenai keadaan gigi dan tulang
alveolar (Erna dan Supriyadi, 2012). Dosis radiasi sinar x yang digunakan untuk

pembuatan satu radiografi periapikal dengan semakin berkembangnya teknologi
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semakin kecil yaitu dengan dosis 0,09-9,14 mGy atau 0,009-0,91 rad
(Carestream, 2009). Dosis radiografi intraoral dengan 70 kV dan 16 inci adalah
250 mrad (Edwards et al., 1990). Effective dose equivalent pada pemeriksaan
radiografi periapikal adalah 1,54 mGy atau 0,154 rad (Banun, 2015).

Uraian di atas berarti bahwa radiasi pada dosis serendah apapun dapat
menimbulkan efek kesehatan karena sebuah reaksi ionisasi dapat menyebabkan
kerusakan DNA. Dosis kecil 10-100 mSv, meningkatkan sekitar 1% laju awal

kerusakan DNA yang terjadi secara alamiah (Alatas, 2007).

2.3 Efek Biologis Radiasi Ionisasi

Radiasi sinar x berinteraksi dengan molekul air dalam tubuh manusia
menghasilkan radikal bebas (Hall and Giacia, 2006). Radikal bebas adalah atom
atau molekul yang relatif tidak stabil yang mengandung setidaknya satu elektron
tidak berpasangan. Produksi mereka dapat menghasilkan patahan DNA yang bisa
terjadi pada satu untaian DNA maupun kedua untaian DNA. Sel mamalia
memiliki kapasitas yang signifikan untuk memperbaiki kerusakan akibat radiasi,
namun kerusakan DNA dalam bentuk untai ganda lebih sulit (Arief, 2006;
Syaifudin, 2012).

Efek biologis dari radiasi sinar x terjadi karena recoiling elektron yang
dihasilkan oleh penyerapan atau penyebaran sinar x. Elektron-elektron ini
memiliki energi kinetik yang cukup untuk ionisasi ratusan atom di sepanjang
lintasan mereka. Elektron-elektron ini dapat merusak molekul DNA secara
langsung atau tidak langsung dengan menghasilkan radikal bebas yang dapat
menyebabkan kerusakan kimia pada materi genetik. Efek lain adalah dapat
menyebabkan kematian sel atau mutasi (Chen et al., 2011).

Efek langsung dan tidak langsung dari radiasi ionisasi pada sel dapat
dibedakan. Kerusakan langsung disebabkan oleh interaksi langsung dari
biomakromolekul dan partikel radiasi ionisasi. Efek langsung menyebabkan
kerusakan pada DNA dengan mengganggu ikatan hidrogennya. Efek tidak
langsung terhubung dengan radiolisis air dan pembangkitan ROS (Kudr et al.,
2015).
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Radiasi ionisasi dapat menyebabkan kerusakan spektrum luas NAs
(kerusakan nukleotida, single-strand dan double-strand break). Terbentuknya
ROS adalah salah satu konsekuensi dari radiasi sel dengan radiasi ionisasi.
Interaksi ROS dengan protein dalam oksidasi residu asam amino bisa
menyebabkan fragmentasi protein atau radiolisis total. Sistein, histidin dan residu

metionin sangat rentan terhadap oksidasi (Kudr et al., 2015).

2.4 Neutrofil

Neutrofil merupakan polimorfonuklear leukosit (PMNs), tipe sel darah putih
pada manusia dan dikenal dengan segmen inti spesifik dan granulnya. Neutrofil
adalah komponen utama seluler tubuh manusia sebagai sistem imun bawaan yang
mempunyai daya antiinfeksi dan fungsi proinflamasi (Borregaard, 2010).

Neutrofil merupakan pertahanan pertama yang berperan sebagai sistem
kekebalan tubuh bawaan untuk bermigrasi ke tempat terjadinya peradangan ketika
terjadi infeksi. Pertahanan tubuh akan menurun ketika jumlah neutrofil dalam
tubuh menurun karena neutrofil merupakan pertahanan pertama terhadap infeksi
yang kadarnya paling banyak dalam tubuh (50-70%) dibandingkan sel darah putih
yang lain (Abram and Lowell, 2009). Mereka dapat menelan dan membunuh
mikroorganisme yang menginvasi secara intraseluler dengan fagositosis dan
penggabungan fagosom selanjutnya dengan lisosom yang mengandung protein
antimikroba, enzim dan intermediet oksigen reaktif (ROI). Neutrofil juga dapat
membunuh mikroba secara ekstraseluler dengan melepaskan peptida dan enzim
antimikroba yang disimpan dalam granulanya (Borregaard, 2010). Neutrofil
mampu mengekspresikan gen yang mengkode mediator inflamasi seperti faktor
pertumbuhan, kemokin dan sitokin selain fungsi antimikrobanya. Peran neutrofil
sangat penting untuk pertahanan jaringan tubuh terhadap infeksi mikroba (Abram

and Lowell, 2009).

2.4.1 Morfologi Neutrofil
Neutrofil merupakan leukosit bergranula berumur pendek yang mempunyai

nukleus dengan tiga hingga lima lobus yang dihubungkan dengan benang
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kromatin dan sitoplasma yang mengandung granula yang sangat halus (Dorland,
2006). Sel neutrofil memiliki diameter 12—-15 pm (Hoffbrand et al., 2016).

Sel neutrofil memiliki inti padat berkarakter yang terdiri dari dua hingga
lima lobus dengan sitoplasma pucat yang berisi granula warna merah muda halus
hingga biru (azurophilic) atau butiran abu-abu-biru. Granula terbagi menjadi
granula primer yang muncul pada stadium promielosit, dan sekunder yang muncul
pada stadium mielosit dan terbanyak pada neutrofil matang. Kedua granula
berasal dari lisosom. Granula primer mengandung mieloperoksidase, fosfatase
asam dan asam hidrolase lain. Granula sekunder mengandung fosfatase lindi dan
lisosom. Masa hidup neutrofil di darah hanya 6-10 jam (Hoffbrand et al., 2016).

Neutrofil adalah jenis sel leukosit yang paling banyak yaitu sekitar 50-70%
diantara sel leukosit yang lain. Ada dua macam neutrofil yaitu neutrofil batang
(stab) dan neutrofil segmen (polimorfonuklear) (Kiswari, 2014). Perbedaan dari
keduanya yaitu neutrofil batang merupakan bentuk muda dari neutrofil segmen,
sering disebut sebagai neutrofil tapal kuda karena mempunyai inti berbentuk
seperti tapal kuda yang dapat dilihat pada gambar 2.2.

Memasuki proses pematangan, bentuk intinya akan bersegmen dan akan
menjadi neutrofil segmen, gambaran mikroskopis sel neutrofil berbentuk segmen

dapat dilihat pada gambar 2.3 (Riswanto, 2013).

Gambear 2.2 Neutrofil batang (Fidiananf, 2014)

Neutrofil segmen mempunyai granula sitoplasma yang tampak tipis (pucat),
sering disebut neutrofil polimorfonuklear karena inti selnya terdiri atas 2-5

segmen (lobus) yang bentuknya bermacam-macam dan dihubungkan dengan
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benang kromatin. Jumlah segmen inti neutrofil segmen yaitu sebanyak 3-6
segmen, bila lebih dari 6 jumlahnya disebut dengan neutrofil hipersegmen ,
gambaran mikroskopis sel neutrofil berbentuk segmen dapat dilihat pada gambar

2.3 (Kiswari, 2014; Adianto, 2013).

Gambar 2.3 Neutrofil segmen (Adianto, 2013)

2.4.2 Pembentukan Neutrofil

Sel neutrofil di produksi di sumsum tulang belakang dan selanjutnya akan
migrasi ke jaringan. Setiap hari 18" neutrofil diproduksi pada sumsung tulang
belakang. Radionucleid study mengungkapkan bahwa neutrofil berasal dari sel
progenitor yang disebut myeloblast. Waktu yang dibutuhkan untuk perubahan dari
myeloblast menjadi myelocyte memakan waktu 135 h. Transisi dari myelocyte
menjadi neutrofil blood sekitar 131-158 h. Total waktu yang diperlukan untuk
transisi dari precussor menjadi neutrofil blood adalah 12 hari. Waktu terjadi
infeksi, transisi dari myelocyte menjadi neutrofil blood dapat memendek menjadi
48 jam . Post mitotic neutrofil mature akan tetap di sumsum tulang selama 4-6
hari selama produksi neutrofil baru. Simpanan neutrofil mature di sumsum tulang
akan digunakan sebagai sumber untuk neutrofilia blood sebagai respon terhadap
infeksi. Hal di atas menjelaskan bahwa sebelum neutrofil meninggalkan sumsum
tulang, membutuhkan waktu 17 hari untuk produksi hingga pematangan. Proses
pembentukannya dapat dilihat pada gambar 2.4 (Bekkering et al., 2013;
Hoffbrand et al., 2016).
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Figure 8.2 The formation of the neutrophil and monocyte phagocytes. Eosinophils and basophils are also formed in the marmow in a
process similar to that for neutrophils.

2.4.3 Efek Radiasi Terhadap Neutrofil

Radiasi ionisasi merupakan sinyal proinflamasi yang dapat menginduksi
produksi reaktif oksigen spesies / nitrat dan induksi apoptosis. Radiasi ionisasi
sangat berpengaruh terhadap sel darah yang merupakan jaringan hemopoetik.
Jaringan hemopoetik merupakan jaringan yang sensitif terhadap radiasi pengion
(Akleyev, 2014). Pengaruh radiasi dengan dosis 25 rem (2,5 seivert) dapat
mengakibatkan anemia, leukopenia, dan trombositopenia (Edwards et al., 1990;
Adilina, 2012).

Proses apoptosis dari neutrofil dimulai dengan adanya sinyal intraseluler
berupa radiasi ionisasi. Sinyal ini mengakibatkan radiolisis molekul air dalam sel
neutrofil sehingga menghasilkan radikal bebas berupa H*, HOO*, dan H,0O,
Radikal bebas ini memicu stress intraseluler yang dapat menyebabkan BAX yang
merupakan pro-apoprotein dalam sitoplasma akan melekat pada membran luar
mitokondria dan memicu pengeluaran mitokondrial 59 dan sitokrom-c untuk
merespons sebuah sinyal stress. Sitokrom-c selanjutnya akan membentuk
kompleks dengan ATP dan Apaf-1 di dalam sitoplasma. Hal tersebut

mengaktifkan caspase-9 yang bergabung dalam kompleks dan membentuk
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apoptosom yang mengaktifkan caspase-3 untuk menginisiasi degradasi seluler
(Kumar et al., 2007; Rajamani, 2009). Sel yang telah menerima sinyal untuk
apoptosis, dilanjutkan dengan proses degradasi organela-organela sel yang
diaktifasi oleh caspase proteolitik (Lumongga, 2008).

Neutrofil akan mengalami penekanan dalam aktivitas, penurunan jumlah
dan beberapa perubahan morfologis ketika memulai peristiwa caspase dari
apoptosis (Al-Hamadany, 2014). Perubahan morfologi yang didapatkan setelah
pewarnaan giemsa adalah kondensasi inti dan perubahan segment neutrofil
(Kuijjpers, 2003). Perubahan karakteristik morfologi neutrofil yang apoptosis
selain kondensasi inti adalah membran blebbing, cell body shrinkage, dan
vokualisasi sitoplasma (McCracken, 2014). Apoptosis yang berulang pada sel
karena pajanan radiasi ionisasi terus menerus dapat menyebabkan mutasi yang

dapat berkembang menjadi kanker (Syaifudin, 2012).

2.4.4 Proses Recovery Sel Neutrofil

Sel darah putih mampu melakukan recovery untuk kembali jumlah normal
setelah pajanan radiasi. Suatu studi mengungkapkan bahwa terjadi penurunan
jumlah sel neutrofil pasca pajanan radiasi. Hal ini disebabkan karena sel neutrofil
mengalami apoptosis. Penurunan tajam dari jumlah sel neutrofil setelah radiasi
dosis 2-3 mGy adalah 30 menit pertama dan turun persisten hingga 2 hari pasca
radiasi. Jumlah sel neutrofil akan kembali normal 3 atau 4 hari setelah radiasi
karena terjadinya proses recovery sel neutrofil (Ibrahim et al., 2018).

Pemeriksaan pada gen p53 mencit menunjukkan bahwa infiltrasi neutrofil
bukan merupakan efek langsung dari radiasi ionisasi, tetapi merupakan feedback
positif setelah pembersihan sel apoptosis yang diinduksi radiasi (Capitano et al.,
2012).

Proses recovery terjadi ketika populasi sel progenitor terbentuk kembali
dan mampu menghasilkan jumlah sel-sel fungsional yang cukup (Dainiak et al.,
2003). Bekkering et al. menunjukkan bahwa fagositosis neutrofil yang apoptosis
memberikan signal yang menstimulasi produksi G-CSF yang pada gilirannya

menginduksi produksi neutrofil di sumsum tulang sehingga jumlah neutrofil dapat
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kembali normal (Bekkering et al., 2013). Mekanisme recovery dari sel neutrofil
terjadi karena sel neutrofil yang apoptosis menyebabkan sel makrofag, sel
monosit, sel endotel, dan sel fibroblas menghasilkan G-CSF (Granulocyte-colony
stimulating factor). G-CSF yang dihasilkan akan menempel pada reseptor G-CSF
(G-CSFR) pada sumsum tulang belakang. lkatan G-CSF ke G-CSFR akan
menstimulasi terbentuknya protein tirosin fosforilasi dan memicu mekanisme
pemberian signal multipel yaitu aktivasi JAK tirosin kinase dan transduksi sinyal
dan aktivasi protein transkripsi (STAT), aktivasi kinase ras-MAP. Mekanisme
inilah yang menginduksi transkripsi gen untuk pembentukan neutrofil baru di
sumsum tulang belakang. Hal ini ditunjukkan melalui efek G-CSF pada recovery

sel neutrofil seperti pada gambar 2.5 (Cetean et al., 2015; Hoffbrand et al., 2016).

Mautmphils (x 10 1)

Days after marow Infusion

Figure 8.5 Typical efiect of granulocyte colomy-stimulating factor (G-C5F) on recovery of neutrophils following autologous bone marnow
tramsplantation.

Gambar 2.5 Efek G-CSF pada recovery sel neutrofil (Hoffbrand et al., 2016)

2.5 Radikal Bebas
2.5.1 Definisi dan Jenis Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang memiliki elektron tidak
berpasangan dalam orbital terluarnya sehingga sangat reaktif. Radikal ini
merupakan suatu kelompok bahan kimia dengan reaksi jangka pendek yang

memiliki satu atau lebih elektron bebas sehingga cenderung mengadakan reaksi


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

15

berantai yang apabila terjadi di dalam tubuh akan dapat menimbulkan kerusakan-
kerusakan yang berlanjut dan terus menerus (Khaira, 2010; Arief, 2006). Radikal
bebas dalam konsentrasi yang tinggi akan membentuk stress oksidatif, yaitu suatu
proses penghancuran yang dapat merusak seluruh sel tubuh. Proses penghancuran
tersebut mempengaruhi berbagai struktur sel seperti protein, lipid, lipoprotein, dan
DNA (Droge, 2002).
Ada 2 jenis radikal bebas yaitu:
a. Radikal Bebas Internal
Radikal bebas internal berasal dari oksigen yang kita hirup. Oksigen
merupakan sumber energi bagi tubuh namun dapat hasil samping dari reaksi
pembentukan energi tersebut yaitu Reactive Oxygen Species (ROS).
b. Radikal bebas eksternal
Radikal bebas eksternal merupakan radikal bebas yang berasal dari luar tubuh
makhluk hidup. Bisa berasal dari polusi udara, rokok, radiasi sinar ultraviolet,

obat-obatan, pestisida, sinar x, dan kemoterapi (Khaira, 2010).

2.5.2 Struktur Kimia Radikal Bebas

Suatu atom terdiri dari nukleus, proton, dan elektron. Elektron berperan
dalam reaksi kimia dan merupakan bahan yang menggabungkan atom-atom untuk
membentuk suatu molekul. Elektron mengelilingi atau mengorbit suatu atom
dalam satu atau lebih lapisan. Atom akan berusaha mencapai stabilitas maksimum
untuk melengkapi lapisan terluarnya jika dalam suatu lapisan, elektron tidak
memiliki pasangan dengan cara:

a. Menambah atau mengurangi elektron untuk mengisi maupun mengosongkan
lapisan luarnya.

b. Membagi elektron-elektronnya dengan cara bergabung bersama atom yang lain
dalam rangka melegkapi lapisan luarnya. Struktur kimia radikal bebas dapat
dilihat pada gambar 2.6 (Arief, 2006).

Proses inilah yang menyebabkan suatu atom dinamakan radikal bebas.

Radikal bebas yang sangat reaktif ini mempunyai spesifitas kimia yang rendah

sehingga dapat bereaksi dengan berbagai molekul lain seperti protein, lemak,
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karbohidrat, dan DNA. Radikal bebas tidak dapat mempertahankan bentuk asli
dalam waktu lama dan segera berikatan dengan bahan atau unsur disekitarnya
untuk mendapatkan stabilitas kimia. Radikal bebas akan menyerang molekul
stabil yang terdekat dan mengambil elektron. Zat yang terambil elektronnya akan
menjadi radikal bebas pula sehingga akan memulai suatu reaksi berantai (Droge,

2002).

R -
1 'ed Eleck
Faired Electrons " npan '?1 Fetrem
|

Free Radical

Stable Maleculs

Gambar 2.6 : Struktur Radikal Bebas (Arief, 2006)

Droge (2002) menjelaskan ada beberapa tahap pembentukan radikal bebas:

1) Reaksi pembentukan radikal bebas diawali dengan absorbsi energi radiasi
pengion yang menyebabkan terjadinya eksitasi dan ionisasi pada molekul atau
atom penyusun sel. Reaksi ionisasi ini dapat ditulis dengan :

H,0 + radiasi pengion — H,O+ + e-

2) Atom atau molekul yang terionisasi mengalami reaksi reaksi, sehingga
terbentuk radikal bebas yang tidak stabil. Reaksi kimia yang terjadi pada tahap
kedua interaksi ini adalah:

H20" - H'+ OH
H20 +e- - H20
H20 - OH +H"
3) Radikal bebas OH- dapat membentuk peroksida (H ,0,) yang bersifat oksidator
kuat melalui reaksi berikut:
OH +OH" - H,0,
Molekul H,0, atau hidrogen peroksida inilah yang mempunyai sifat toksik
dan dapat menyebabkan kerusakan DNA/RINA pada sel. Apabila kerusakan tidak
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segera dapat diperbaiki, maka otomatis akan menginduksi sel untuk memulai

proses kematian sel (Arief, 2006).

2.6 Apoptosis
2.6.1 Definisi Apoptosis

Apoptosis merupakan kematian sel yang terjadi melalui digesti enzimatik
oleh dirinya sendiri. apoptosis merupakan suatu mekanisme yang efisien untuk
mengeliminasi sel yang tidak diperlukan dan mungkin berbahaya (Nurhayati and
Lusiyanti, 2006). Apoptosis memiliki peranan penting, proses apoptosis yang
tidak sempurna dapat menyebabkan timbulnya penyakit yang sangat bervariasi.
Terlalu banyak apoptosis menyebabkan sel mengalami kekacauan, sebagaimana
terlalu sedikit apoptosis juga menyebabkan proliferasi sel yang tidak terkontrol
(kanker) (Pratiwi, 2012). Kajian ilmiah menunjukkan bahwa apoptosis adalah
program bunuh diri intraseluler yang dilaksanakan dengan cara mengaktifkan
caspase (suatu keluarga sistein protease). Jalur utama apoptotis terbagi menjadi
dua yaitu jalur intrinsik dan ekstrinsik. Jalur intrinsik meliputi pemberian kode
yang memicu proses mitokondria-dependent pelepasan sitokrom c dan
mengaktifkan caspase 9, dan jalur ekstrinsik meliputi pengaktifan reseptor
kematian (death receptor, DR) seperti Fas (reseptor 1 tumor necrotic factor), DR4

dan DR5 (Newmeyer dan Ferguson, 2003).

2.6.2 Mekanisme Apoptosis
Apoptosis dari sel terbagi menjadi tiga mekanisme yang berbeda. Ketiga
mekanisme apoptosis tersebut adalah :
a. Dipicu oleh sinyal yang muncul dalam sel itu sendiri.
b. Dipicu oleh pengaktif kematian di luar sel yang terikat pada suatu reseptor
pada permukaan sel seperti TNF-a, limfotoksin dan ligand Fas (FasL).
c. Dipicu oleh spesies oksigen reaktif yang membahayakan sel (Nurhayati dan

Lusiyanti, 2006)
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Mekanisme apoptosis sangat kompleks dan rumit. Mekanisme apoptosis
sangat kompleks dan rumit. Secara garis besarnya apoptosis dibagi menjadi 4
tahap, yaitu (Pratiwi, 2012) :

1) Adanya sinyal penginduksi apoptosis
Sinyal yang menginduksi apoptosis bisa berasal dari ekstraseluler dan
intraseluler. Sinyal ekstraseluler contohnya hormon. Apoptosis juga bisa dipicu
oleh kurangnya sinyal yang dibutuhkan sel untuk bertahan hidup seperti growth
factor. Sel lain, sel berhubungan dengan sel yang berdekatan juga bisa
memberikan sinyal untuk apoptosis. Sinyal intraseluler misalnya radiasi
ionisasi, kerusakan karena oksidasi radikal bebas, dan gangguan pada siklus sel
(Kumar et al., 2007).
2) Tahap integrasi dan pengaturan
Sinyal kematian dihubungkan dengan pelaksanaan apoptosis oleh tahap
integrasi atau pengaturan. Pada tahap ini terdapat molekul regulator positif atau
negatif yang dapat menghambat, memacu, mencegah apoptosis sehingga
menentukan apakah sel tetap hidup atau mengalami apoptosis (kematian)
(Pratiwi, 2012).
3) Tahap pelaksanaan apoptosis
Pelaksanaan proses apoptosis dapat terjadi melalui dua jalur yaitu jalur
intrinsik dan jalur ekstrinsik, proses pembentukannya dapat dilihat pada
gambar 2.7 dan 2.8. Apoptosis intrinsik dipicu oleh stress intraseluler,
khususnya stress pada mitokondria. Bax yang merupakan pro-apoprotein
dalam sitoplasma akan melekat pada membran luar mitokondria dan memicu
pengeluaran mitokondrial 59 dan sitokrom-c untuk merespons sebuah sinyal
stress. Sitokrom-c selanjutnya akan membentuk kompleks dengan ATP dan
Apaf-1 di dalam sitoplasma sehingga mengaktifkan caspase-9 yang bergabung
dalam kompleks dan membentuk apoptosom yang mengaktifkan caspase-3
untuk menginisiasi degradasi seluler. Jalur intrinsik ini terjadi karena adanya
permeabilitas mitokondria dan pelepasan molekul pro-apoptosis ke dalam
sitoplasma, tanpa memerlukan reseptor kematian (Rajamani, 2009; Lumongga,

2008).
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Proses apoptosis ekstrinsik dipicu oleh sinyal molekul (ligand) yang
dipancarkan oleh sel lain. Jalur ekstrinsik diperantarai reseptor kematian (death
receptors) misalnya reseptor TNF (Tumour Necrosis Factor), TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) atau CD95 yang mengakibatkan activator
caspases. Sebagai contoh ligand Fas (FasL) yang melekat pada reseptor
transmembran sel target dan mempengaruhi berbagai reseptor untuk
beragregasi pada permukaan sel membentuk Death Domain (DD) yang
mengaktifkan caspase-8. Caspase-8 yang merupakan protein inisiator yang
selanjutnya mengaktifkan Caspase-3 yang merupakan eksekutor akhir sel

(Rajamani, 2009).

INTRINSIC PATHWAY

Apoptosis

Gambar 2.7 : Apoptosis Intrinsik (Rajamani, 2009)

Apoptosis

Gambar 2.8 : Apoptosis Ekstrinsik (Rajamani, 2009)
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4) Fagositosis

Sel yang mengalami apoptosis akan mengalami perubahan pada membran
yang akan mempromosikan fagositosis. Pada sel normal terdapat
fosfatidilserine di bagian dalam dari membran plasma. Hanya saja pada sel
yang mengalami apoptosis, fosfatidilserine ini terbalik sehingga berada di sisi
luar. Akibatnya molekul ini akan dikenali oleh fagosit. Makrofag dan sel
fagosit itu sendiri kemudian dapat menghasilkan protein yang mengikat sel-sel
apoptosis dan menarget sel yang sudah mati untuk difagositosis, proses

apoptosis dapat dilihat pada gambar 2.9 (Kumar et al., 2007).

1 Recepiorigand interactions
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Witharawal of = ThF/TF 'pr_wpmr/
growih factors
Y, orhermones
e 8 | &
P 2 - :
x Ao oloxic
L - p Foguisiors L ¥ '?cm
Injury ) o | inhice  Promote | Nifligtor Adaptat :
gl BCL2  BAX caspasss probns with
Free  /  Milochonddon | BELN BAD

_ desthcomains
Othors  Othrs '\_\ S \

Grangyme B

Ligands fior
plhusgoCyhic
ol recaplomn

Cyioplasmc bud Apoplatic body f

Phosphatidylserine
surface marker

Gambar 2.9. Mekanisme apoptosis (Kumar et al., 2007)
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2.7 Kerangka Konsep Penelitian

Radiasi Ionisasi
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Gambar 2.10 Skema Kerangka Konseptual
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2.8 Penjelasan Kerangka Konseptual Penelitian

Radiasi sinar x digunakan untuk dental radiodiagnosis dan radioterapi
dalam bidang kedokteran gigi. Pemeriksaan radiasi (radiodiagnosis) dilakukan
menggunakan pajanan radiasi sinar x dengan kategori dosis rendah. Dosis rendah
juga dapat menimbulkan efek terhadap sel dan jaringan hidup yang terpajan.

Radiasi sinar x merupakan salah satu bentuk radiasi ionisasi yang dapat
merusak sel secara langsung maupun tidak langsung. Kerusakan langsung terjadi
pada target spesifik yaitu DNA/RNA pada nukleus. Kerusakan secara tidak
langsung adalah kerusakan akibat radikal bebas yang dihasilkan dari proses
radiolisis molekuler, dalam hal ini senyawa yang terbentuk adalah H,O,
(Hidrogen peroksida). H,O, ini mempunyai sifat toksik yang menyebabkan
DNA/RNA pada sel rusak dengan cara memecah molekulnya karena
mengakibatkan stress intraseluler. Bax yang merupakan pro-apoprotein dalam
sitoplasma akan melekat pada membran luar mitokondria dan memicu
pengeluaran mitokondrial 59 dan sitokrom-c untuk merespons sebuah sinyal
stress. Sitokrom-c selanjutnya akan membentuk kompleks dengan ATP dan Apaf-
1 di dalam sitoplasma. Hal tersebut mengaktifkan caspase-9 yang bergabung
dalam kompleks dan membentuk apoptosom yang mengaktifkan caspase-3 untuk
menginisiasi degradasi seluler. Degradasi (kerusakan) yang tidak dapat diperbaiki
lagi, secara otomatis akan menginduksi sel untuk memulai proses apoptosis. Pada
penelitian ini ditandai dengan peningkatan jumlah apoptosis sel neutrofil. Proses
recovery dari sel neutrofil akan terjadi setelah apoptosis sel neutrofil yang

ditandai dengan penurunan dari apoptosis sel neutrofil.

2.9 Hipotesa
Hipotesis dari penelitian ini adalah waktu optimal recovery sel neutrofil
setelah pajanan radiasi sinar x dosis rendah 1,54 mGy terjadi sekitar 48-72 jam

setelah pajanan.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini adalah Eksperimental Laboratoris. Jenis penelitian ini dipilih
karena lebih terkendali, terkontrol dan pengaruh perlakuan lebih dipercaya
(Notoatmodjo, 2012).

Rancangan penelitian ini adalah adalah The Post Test Only Control Group
Design. Pemilihan rancangan ini didasarkan pada pertimbangan bahwa setiap
sampel mempunyai karakteristik yang sama sehingga tidak perlu dilakukan
perhitungan awal dimana nantinya akan dilakukan pengukuran terhadap variabel
yang diteliti setelah mendapatkan perlakuan kemudian dibandingkan dengan

kelompok kontrol (Notoadmojo, 2012).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fisiologi Bagian Biomedik
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember, Laboratorium Bioscience Rumah
Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember,dan Instalasi Radiologi Rumah Sakit

Gigi dan Mulut Universitas Jember.

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan September - Oktober 2018.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Waktu pengambilan sampel darah tikus.
3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah sel neutrofil yang hidup.
3.3.3 Variabel Terkendali

a. Hewan coba (jenis kelamin, berat badan, umur).
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b. Makanan dan minuman hewan coba (standar).
c. Cara pemeliharaan hewan coba.
d. Metode pajanan sinar x (lokasi, jarak).

3.3.4 Variabel Tak Terkendali

Kemampuan/hasil pengamatan

3.4 Definisi Operasional
3.4.1 Waktu Pengambilan Sampel Darah

Waktu pengambilan sampel darah tikus dilakukan 12 jam, 24 jam, 48 jam,
72 jam, dan 96 jam pasca pemajanan radiasi sinar x. Waktu 12 jam dipilih
disesuaikan dengan masa hidup sel neutrofil dalam darah yaitu 6-10 jam. Waktu

selanjutnya dipilih mengikuti waktu pemilihan sesuai penelitian sebelumnya.

3.4.2 Sel Neutrofil

Sel neutrofil yang hidup berbentuk bulat, akan terlihat tampak terang dan
jernih karena tidak menyerap pewarnaan trypan blue. Jumlah sel neutrofil hidup
pada penelitian ini adalah jumlah sel neutrofil yang tidak apoptosis dalam isolat
neutrofil yang diamati dan dihitung menggunakan mikroskop inverted dengan

pewarnaan trypan blue. (Djajanegara and Wahyudi, 2010; Stober, 1997).

3.4.3 Radiasi Dosis Rendah

Radiasi dosis rendah yang digunakan adalah radiografi periapikal dari
dental radiography unit yang berada di Instalasi Radiologi Rumah Sakit Gigi dan
Mulut Universitas Jember dengan pengaturan umum untuk regio molar pertama
rahang bawah, pasien dewasa, tegangan 70 kV, arus 7 mA, dan jarak sumber
radiasi terhadap obyek (SOD) = 8 inci/20cm. Dosis radiasi yang diberikan sesuai
dengan penyetaraan terhadap waktu pajanan. Kelompok perlakuan diberi pajanan

tunggal radiasi dosis periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy (effective dose equivalent)
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3.5 Populasi, Sampel, Besar Sampel, dan Penggolongan Sampel Penelitian
3.5.1 Populasi
Populasi pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
galur Wistar dengan berat badan 150-200 gram dan berumur 2-3 bulan.
3.5.2 Sampel
Sampel yang diambil dari populasi memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi.
Kriteria inklusi pada penelitian ini :
a. sehat (bergerak aktif),
b. tidak memiliki kelainan anatomis,
c. memiliki berat badan antara 150-200 gram,
d. jenis kelamin jantan,
e. berusia sekitar 2-3 bulan.
Kriteria eksklusi pada penelitian ini :
a. sakit (penampakan rambut kusam, rontok atau botak dan aktivitas kurang atau
tidak aktif, keluarnya eksudat yang tidak normal dari mata, mulut, anus atau

genital).

3.5.3 Besar Sampel
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini dihitung menggunakan

rumus Federrer (Supranto, 2000) :

Keterangan
(n-1)(t-1)>15 t = jumlah kelompok

n = jumlah sampel dalam perlakuan.

Maka hasil perhitungan besar sampel :
(n-1)(t-1) =215

(n-1)(6-1) 215

(n-1)(5) =215

5n-5 >15

5n > 20

n>4
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Hasil perhitungan menunjukkan besar sampel minimal yang digunakan

dalam penelitian adalah 4 sampel untuk setiap kelompok, sehingga penelitian ini

menggunakan 24 ekor tikus wistar jantan.

3.5.4 Pengelompokan Sampel

Pengelompokkan sampel dengan menggunakan teknik simple random

sampling (Notoatmodjo, 2012). Pada penelitian ini sampel secara acak (random)

dibagi menjadi 6 kelompok dan diberi perlakuan sebagai berikut.

d.

Kelompok I : merupakan kelompok kontrol yang terdiri dari 4 ekor tikus.

Hewan coba tidak diberi pajanan radiasi dan dilakukan pengambilan darah.

. Kelompok II : merupakan kelompok perlakuan 1 yang terdiri dari 4 ekor tikus.

Hewan coba difiksasi, lalu diberi pajanan tunggal radiasi sinar x dosis
periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy dan dilakukan pengambilan darah setelah 12

jam pasca radiasi.

. Kelompok III : merupakan kelompok perlakuan 2 yang terdiri dari 4 ekor tikus.

Hewan coba difiksasi, lalu diberi pajanan tunggal radiasi sinar x dosis
periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy dan dilakukan pengambilan darah setelah 24

jam pasca radiasi.

. Kelompok IV : merupakan kelompok perlakuan 3 yang terdiri dari 4 ekor tikus.

Hewan coba difiksasi, lalu diberi pajanan tunggal radiasi sinar x dosis
periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy dan dilakukan pengambilan darah setelah 48

jam pasca radiasi.

. Kelompok V : merupakan kelompok perlakuan 4 yang terdiri dari 4 ekor tikus.

Hewan coba difiksasi, lalu diberi pajanan tunggal radiasi sinar x dosis
periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy dan dilakukan pengambilan darah setelah 72
jam pasca radiasi.

Kelompok VI : merupakan kelompok perlakuan 5 yang terdiri dari 4 ekor tikus.
Hewan coba difiksasi, lalu diberi pajanan tunggal radiasi sinar x dosis
periapikal yaitu sebesar 1,54 mGy dan dilakukan pengambilan darah setelah 96

jam pasca radiasi.
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat

Kandang pemeliharaan

v ®

. Tempat makan dan minum

Timbangan (neraca Ohaus, Jerman)

a oo

. Pisau skalpel (Terumo, Jepang)

®

Laminar flow cabinet (Dwyer mark II, USA)
Autoclave (ALP CL-32L, Jepang)

—h

. Sarung tangan (Senseglove, Amerika Serikat)

= QQ

. Masker (Diapro, Indonesia)

[—,

Mikroskop inverted (Olympus IX51, Jepang)
Gelas obyek (Sail Brand, Cina)

oy

. Gelas penutup / cover glass (Sail Brand, Cina)

fu—

Mikro pipet (Human, Jerman)
m. Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Jerman)
n. Tabung centrifuge 2 ml (NUNCTM, USA)

o

. Rak tabung
. Tissue (Indomaret, Indonesia)

. Plester bening (Kingco Premium, Indonesia)

Qa o

g

Dental Radiography Unit (Siemens Heliodent, Jerman)
s. Kertas label (Kojico, Jepang)

t. Kain lap

u. Spidol marker (Artline, Jepang)

v. Dispossible syringe

3.6.2 Bahan
a. Tikus wistar jantan
b. Makanan tikus yang beredar dipasar yaitu standart konsentrat produksi
Feedmill Malindo, Gresik - Indonesia dan jagung.
c. Sekam

d. Air minum (Aqua, Indonesia)
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e. eter (Makmur Sejati, Indonesia)

Tabung antikoagulan heparin (BD Franklin Lakes NJ, USA)
Medium RPMI

HBSS (GIBCO, USA)

=

SRS

[—,

Lymphoprep 1.077

j. Tryphan blue (GIBCO, USA)

k. Giemsa stain (Lab. Bioanalitika, Indonesia)
l. Hystopage 1119 (Mp Biomedicals, USA)
m. Aquadest (Otsuka, Indonesia)

n. Metanol absolut

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Pembuatan Ethical Clearance

Penelitian dilakukan setelah mendapat persetujuan etik atau ethical
clearance. Peneliti mengajukan permohonan persetujuan etik pada komisi etik

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.7.2 Persiapan Hewan Coba (Pemeliharaan dan Adaptasi)

Tikus wistar yang digunakan sebagai sampel ditempatkan dalam kandang
plastik dengan tutup terbuat dari kawat ram dan dialasi sekam selama 7 hari.
Tikus diberi makan standart konsentrat dan minum setiap hari secara ad libitum
(sesukanya). Lingkungan kandang dijaga tidak lembab, suhu kandang dijaga
sekitar 25°C, dan terdapat pertukaran gelap-terang setiap 12 jam. Berat badan
sampel tikus ditimbang dan diupayakan agar sesuai dengan kriteria inklusi. Tikus
diadaptasikan dengan lingkungan kandang selama minimal 7 hari. Proses ini
bertujuan untuk memperoleh keseragaman sebelum dilakukan penelitian pada

hewan coba (Carlos dan Baumans, 2009).
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3.7.3 Strerilisasi Alat
Semua alat penelitian dicuci bersih kemudian disterilkan dalam autoclave
selama 15 menit pada suhu 121°C. Hal ini dilakukan agar alat-alat yang

digunakan terbebas dari invasi bakteri.

3.7.4 Fiksasi Hewan Coba
Tikus wistar diambil dari kandang satu persatu lalu badan tikus dibebat
menggunakan kain untuk meminimalkan gerakan dan tidak lepas dengan posisi

tengkurap (posisi dada menghadap ke bawah) sebelum dilakukan pajanan radiasi.

3.7.5 Pajanan Radiasi

Tikus yang telah dibebat dengan kain diberi pajanan radiasi sinar x dari
dental radiography unit yang diarahkan melalui cone yang mempunyai luas
permukaan 100 mm® (Erna dan Supriyadi, 2012). Pajanan radiasi dilakukan
dengan mengarahkan cone ke sumsum tulang belakang pada hewan coba. Pajanan
radiasi menggunakan radiografi periapikal dari dental radiography unit yang
berada di Instalasi Radiologi Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember.
Kelompok perlakuan diberikan pajanan tunggal radiasi sinar x dosis periapikal

yaitu sebesar 1,54 mGy (Carestream, 2009).

3.7.6 Pengambilan darah tikus
a. Sampel darah diambil melalui vena jantung tikus wistar jantan.
b. Tikus dianastesi inhalasi dengan eter hingga hilang kesadaran.

c. Letakkan tikus di meja kerja.

.

Bedah mulai dari perut sampai rongga dada sampai jantung terlihat.

e. Ambil darah intrakardinal menggunakan dispossible syringe sampai 2 ml (tikus
mati karena pengambilan darah lewat jantung setelah hilang kesadaran).

f. Masukkan darah pada tabung heparin antikoagulan sampai 2 ml darah masuk
dalam tabung, lalu tabung digoyangkan agar tidak menggumpal.

g. Tahapan pengambilan darah pada 12 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam, dan 96 jam

pasca pajanan radiasi dilakukan sesuai kelompok sampel (Ibrahim et al., 2018).
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3.7.7 Prosedur Isolasi Neutrofil
Prosedur yang dilakukan dalam isolasi neutrofil adalah sebagai berikut :

a. Siapkan sampel darah sebanyak 1 ml dalam tabung centrifuge yang telah berisi
500 pl histopague 1119 dan 500 pl lymphoprep 1077.

b. Setrifugasi dengan kecepatan 1900 rpm selama 30 menit pada suhu 37°C.

c. Setelah disentrifus akan terbentuk 4 lapisan.

d. Ambil lapisan ketiga dari atas yang merupakan lapisan polimorfonuklear
(neutrofil) dan tampung dalam tabung centrufuge 2 ml dengan ditambahkan
500 pl RPMI.

e. Setrifugasi dengan kecepatan 1700 rpm selama 20 menit pada suhu 37°C

f. setelah disentrifigasi akan terbentuk 2 lapisan, ambil lapisan supernatan (lapisan
terbawah) dan tempelkan 100 pl pada coverslip yang berada dalam wellplate.

g. Tambahkan 500 pl RPMI lalu inkubasi selama 25 menit.

h. Setelah itu tambahkan 500 pl RPMI lagi dan inkubasi selama 20 menit.

i. Cuci sebanyak 2 kali menggunakan RPMI.

j. lakukan pengecatan giemsa dengan prosedur sebagai berikut :

1) Ambil 50 pl isolat neutrofil lalu letakkan pada object glass.

2) diamkan sampai kering, lalu difiksasi dengan metanol absolut.

3) keringkan, cat dengan giemsa dan dibiarkan selama 7 menit.

4) Buang giemsa menggunakan air mengalir.

5) Dicuci dengan aquadest.

6) Amati dibawah mikroskop inverted.

Isolat neutrofil murni yang telah didapatkan lalu dilakukan pewarnaan dengan

trypan blue (Susilawati, 2008).

3.7.8 Penghitungan Jumlah Neutrofil

a. Amati hasil isolat neutrofil yang telah dilakukan pewarnaan trypan blue
dibawah mikroskop inverted dengan perbesaran 400x. Sel neutrofil yang hidup
tampak terang, jernih, dan berbentuk bulat, sedangkan sel neutrofil yang mati
akan terlihat berwarna lebih gelap karena menyerap pewarnaan trypan blue dan

bentuknya tidak bulat atau menyusut ( Djajanegara and Wahyudi, 2010).
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Jumlah sel neutrofil yang hidup dihitung secara manual menggunakan 4 lapang
pandang yang didapat melalui mikroskop inverted. Hal ini berdasarkan jumlah

daerah perhitungan yang terdapat pada kamar hitung hemositometer yang
berjumlah 4. Jumlah sel neutrofil yang hidup dibagi dengan jumlah total

neutrofil lalu dikalikan 100%. Perhitungan jumlah neutrofil yang hidup
(Strober, 1997):

Jumlah neutrofil hidup

¥ Neutrofil: — X 100%
Total Jumlah neutrofil

3.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini dianalisis menggunakan uji statistik

sebagai berikut :

d.

Normalitas distribusi data dianalisis dengan uji Saphiro-Wilk (karena besar
sampel dalam penelitian termasuk sampel kecil yaitu kurang dari 50) dan

homogenitasnya diuji dengan Levene Statistic.

. Hasil uji menunjukkan bahwa data yang diperoleh tidak berdistribusi normal,

maka dilanjutkan dengan uji statistik non-parametrik Kruskal Wallis,
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney U untuk mengetahui apakah ada

perbedaan yang bermakna antar kelompok penelitian (Santoso, 2010).
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3.9 Alur Penelitian

Ethical clearance

\!

Tikus wistar jantan
(Rattus novergicus)

\!

Adaptasi minimal 7 hari

v
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Random
\/ V2 v V2 v Vv
Kelompok I Kelompok II Kelompok III Kelompok IV | Kelompok V | Kelompok VI
4 ekor tikus 4 ekor tikus 4 ekor tikus 4 ekor tikus 4 ekor tikus 4 ekor tikus
(Kontrol) (Perlakuan) (Perlakuan) (Perlakuan) (Perlakuan) (Perlakuan)
I I
\)
| Tanpa pajanan sinar Diberi pajanan tunggal radiasi sinar x
- X dosis rendah 1,54 mGy
Waktu sesuai kelompok sampel
|
\/ \/ \/ \/ v/
(I,IN12 jam (IIT1)24 jam (TV)48 jam (V)72 jam (VD96 jam

Pengambilan darah

Vi

Isolasi sel neutrofil

!

Penghitungan neutrofil

\

Pengamatan dan pengumpulan data

Vi

Tabulasi, analisis data, dan kesimpulan

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil
kesimpulan bahwa waktu optimal recovery sel neutrofil tikus wistar jantan setelah

pajanan radiasi dosis rendah 1,54 mGy terjadi pada 48 jam setelah pajanan.

5.2 Saran

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai waktu optimal recovery sel
neutrofil tikus wistar jantan setelah pajanan radiasi dosis rendah dengan
pemilihan interval waktu pengambilan darah yang lebih pendek.

5.2.2 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai waktu optimal recovery sel
neutrofil tikus wistar jantan setelah pajanan radiasi dengan beberapa dosis
yang berbeda.

5.2.3 Meminimalisasi penggunaan sinar x hanya pada kasus yang benar-benar
membutuhkan pemeriksaan penunjang untuk meminimalisasi kerusakan sel.

5.2.4 Perlu peningkatan sistem proteksi diri dari radiasi baik untuk operator
maupun pasien.

5.2.5 Perlu penelitian lebih lanjut mengenai waktu optimal recovery sel neutrofil
dengan sampel operator instalasi radiologi yang setiap harinya terkena

pajanan radiasi.
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LAMPIRAN C. Data Hasil Pengamatan
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Kelompok

Presentase
Viabilitas

Rata-rata
presentase
viabilitas per
kelompok (%)

100

Kelompok 1

100

(kontrol)

100

100

100

87,37

89,77

Kelompok 2

81,91

80,53

84,895

62,25

57,29

Kelompok 3

74,32

71,69

66,3875

100

100

Kelompok 4

100

100

100

100

100

Kelompok 5

100

100

100

98,29

100

Kelompok 6

100

RIWINIRIARWINIFRIARWINIFR|IARWINRFR[RWINR[ARWIN|-

100

99,5725
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LAMPIRAN D. Analisis Data
D.1 Uji Normalitas Shapiro Wilk

Tests of Normality

b,c,d
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Kolmogorov-Smirnov*

Shapiro-Wilk

kelompo

k Statistic df Sig. Statistic df Sig.
jumla neutrofil kel 2 252 4 911 4 .486

kel 3 .247 4 .923 4 .553)

kel 6 441 4 .630 4 .001

a. Lilliefors Significance Correction

b. jumla neutrofil is constant when kelompok = kel 1. It has been omitted.
c. jumla neutrofil is constant when kelompok = kel 4. It has been omitted.

d. jumla neutrofil is constant when kelompok = kel 5. It has been omitted.

D.2 Uji Homogenitas Levene Statistic

Test of Homogeneity of Variances

jumla neutrofil

Levene Statistic

df1

df2

Sig.

27.016

18

.000|

D.3 Uji Non-Parametrik Kruskal Wallis

Ranks

kelompo

k N Mean Rank
jumla neutrofil kel 1 4 17.00

kel 2 4 6.50

kel 3 4 2.50

kel 4 4 17.00

kel 5 4 17.00

kel 6 4 15.00

Total 24



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

Test Statistics®”

jumla neutrofil

Chi-Square 21.467,
df 5
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: kelompok

D.4 Uji Man-Whitney

Kelompok(1 2)

Test Statistics’

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000j
Wilcoxon W 10.000
Z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029¢

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (1 3)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000}
Z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (1 4)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (1 5)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000?

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (1 6)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000]
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (2 1)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (2 3)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (2 4)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000}
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (2 5)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (2 6)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
\Wilcoxon W 10.000]
z -2.366
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (3 1)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (3 2)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (3 4)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (3 5)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000}
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (3 6)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.366
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (4 1)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000?

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (4 2)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000}
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (4 3)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (4 5)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000?

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (4 6)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000}
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (5 1)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (5 2)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (5 3)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000}
z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (5 4)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000]
z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (5 6)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000]
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (6 1)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000}
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (6 2)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.366
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (6 3)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000]
z -2.366
Asymp. Sig. (2-tailed) .018
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok

Kelompok (6 4)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000}
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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Kelompok (6 5)

Test Statistics”

jumla neutrofil
Mann-Whitney U 6.000
Wilcoxon W 16.000]
z -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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LAMPIRAN E. Foto Alat dan Bahan Penelitian
E.1 Alat dan Bahan Penelitian
a. Pemeliharaan dan Adaptasi Hewan Coba

Tempat pemeliharaan dan adaptasi hewan coba

b. Pajanan Radiasi (Perlakuan)

Dental Radiography Unit Apron

c. Proses Pengambilan Darah dan Dekapitasi

ol

Toples (inhalasi eter) Tabung heparin

syringe
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Mikropipet 50 DAN 100 ml Autoclave Inkubator

Tabung sentrifugasi

Pewarna Giemza Pewarna Trypan blue
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LAMPIRAN F. Foto Prosedur Penelitian

-

Gambar F.1 : Pemeliharaan dan adaptasi hewan coba dengan lingkungan kandang

Y

Gambar F.2 : Proses perlakuan hewan coba yaitu pajanan tunggal radiasi sinar x
dengan dosis periapikal (1,54 mGy).

Gambar F.3 : Prosedur pengambilan darah sekaligus dekapitasi.
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PNy
v

Gambar F.4 : Prosedur Isolasi Sel Neutrofil. Darah dari tabung heparin di ambil
menggunakan mikropipet untuk dimasukkan ke ke tabung
sentrifugasi, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1900 rpm
selama 30 menit. Hasil sentrifugasi tenbentuk menjadi 4 lapisan,
lalu lapisan ketiga dari atas diambil menggunakan mikropipet
untuk dimasukkan ke tabung sentrifugasi. Sentrifugasi dengan
kecepatan 1700 rpm selama 10 menit. Ambil lapisan supernatan,
tempelkan di wellplate lalu inkubasi.
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Gambar F.5 :

Prosedur pewarnaan
neutrofil.

trypan blue untuk melihat viabilitas sel
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LAMPIRAN G. Foto Hasil Isolasi Sel Neutrofil

Kumpulan sel neutrofil dari hasil isolasi
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