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MOTTO

“Boleh jadi kamu membenci sesuatu, padahal ia amat baik bagimu, dan boleh jadi
(pula) kamu menyukai sesuatu, padahal ia amat buruk bagimu, Allah mengetahui,
sedang kamu tidak mengetahui”

(QS. Al-Bagarah : 216)*)

" Sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan, sesungguhnya bersama
kesulitan itu ada kemudahan.”
(QS. Al-Insyirah: 5-6) *)

*) Departemen Agama. 1974. Al Qur’an dan Terjemahannya. Jakarta: PT. Bumi
Restu.
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RINGKASAN

Pengaruh Paparan Asap Rokok Elektrik Terhadap Histologi Paru Mencit
(Mus musculus L.) Strain Balb’C Jantan; Bella Dwi Arifianti; 151810401003;
2020; 27 Halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan 1lmu Pengetahuan
Alam Universitas Jember.

Merokok merupakan kebiasaan yang dapat mengakibatkan beberapa
masalah kesehatan bagi perokok aktif maupun perokok pasif. Salah satu jenis
rokok yang saat ini digemari oleh masyarakat di dunia termasuk di Indonesia
adalah rokok elektrik. Rokok elektrik akan mengubah cairan yang mengandung
nikotin dan bahan lainnya dalam bentuk uap. Paparan rokok elektrik dapat
menyebabkan hiperplasia sel Goblet pada mukosa bronkiolus, deposisi kolagen
pada septa alveolus, serta apoptosis septa alveolus dan sel endotel. Pendlitian ini
bertujuan untuk mengetahui efek paparan rokok elektrik terhadap tebal mukosa
bronkiolus dan tebal septa aveolus paru.

Penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan hewan uji berupa mencit Strain Balb’C sebanyak 24 ekor yang dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kelompok kontrol; kelompok perlakuan paparan asap
rokok elektrik yang mengandung nikotin 6 mg/ml dengan volume cairan 1 ml; 2
ml; dan 4 ml. Pemberian paparan asap rokok elektrik dilakukan selama 4 minggu.
Pembuatan preparat histologi paru dilakukan dengan metode parafin dengan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE). Parameter yang diamati pada penelitian ini
meliputi pengukuran ketebalan mukosa bronkiolus dan septa alveolus. Data yang
diperoleh dianalisis menggunakan uji one way ANOV A dengan taraf kepercayaan
95% atau a = 0,05 dan dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) untuk mengetahui beda nyata antar kelompok perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa paparan asap rokok elektrik cairan
selama 4 minggu pada mencit Strain Balb’C jantan dengan volume cairan 1 ml
mampu menyebabkan peningkatan tebal mukosa bronkiolus dan septa alveolus
dengan nilai rata-rata berturut-turut 27,98 um dan 21,80 pum. Paparan asap rokok
elektrik dengan volume cairan 2 ml mampu menyebabkan peningkatan tebal
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mukosa bronkiolus dan mampu menyebabkan penurunan teba septa alveolus
dengan nilai rata-rata berturut-turut 29,00 um dan 18,34 pum. Paparan asap rokok
elektrik dengan volume cairan 4 ml dapat menyebabkan peningkatan tebal
mukosa bronkiolus dan menyebabkan penurunan tebal septa alveolus dengan nilai
rata-rata berturut-turut 33,27 pm dan 16,34 um. Kesimpulan dari pendlitian ini
menunjukkan bahwa paparan asap rokok elektrik dengan volume cairan 1 ml
berpengaruh terhadap peningkatan rata-rata tebal mukosa bronkiolus dan tebal
septa aveolus. Peningkatan rata-rata tebal mukosa bronkiolus terjadi seiring
dengan peningkatan volume cairan dalam paparan asap rokok elektrik.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Merokok merupakan kebiasaan yang dapat mengakibatkan beberapa
masalah kesehatan bagi perokok aktif maupun perokok pasif. Salah satu jenis
rokok yang saat ini digemari oleh masyarakat di dunia termasuk di Indonesia
adalah rokok elektrik. Rokok elektrik merupakan rokok yang menggunakan
tenaga baterai untuk mengubah cairan yang mengandung nikotin dan bahan
lainnya dalam bentuk uap sehingga dapat terhirup seperti pada rokok
konvensional (Kuschner et al., 2011). Pada rokok elektrik tidak terjadi proses
pembakaran tembakau sehingga senyawa toksik seperti yang terkandung pada
rokok konvensional tidak terhirup (Trtchounian et al., 2010). Menurut Stratton et
al. (2018) rokok elektrik memiliki kandungan bahan-bahan yang berbahaya
seperti nikotin, perisa, dan humektan (Propylene glycol dan Vegetable glycerin).
Kadar nikotin dalam cairan rokok elektrik dapat diatur oleh pengguna sehingga
dapat digunakan sebagai alternatif untuk mengurangi kecanduan terhadap rokok
konvensional (Garcia-Arcos et al., 2016). Nikotin yang terkandung dalam rokok
elektrik dapat memberikan dampak negatif bagi kesehatan tubuh, antara lain
gangguan pada sistem saraf, sistem pencernaan, mata, kanker, serta sistem
pernafasan seperti iritasi pada faring, sistem pernafasan bagian atas dan bagian
bawah, serta batuk kering (Meo dan Al Asiri, 2014). Saluran nafas bagian atas
(upper respiratory tract) yang meliputi rongga hidung dan faring, sedangkan
saluran nafas bagian bawah (lower repiratory tract) yaitu laring; trakea; bronkus;
dan paru (Mescher, 2016).

Sistem pernafasan mencakup paru dan dan sistem saluran bercabang yang
menghubungkan tempat pertukaran gas dengan lingkungan luar. Secara
fungsional, struktur sistem pernafasan membentuk bagian konduksi terdiri atas
rongga hidung, faring, laring, trakea, bronkus, bronkiolus, dan bronkiolus
terminalis, dan bagian respiras terdiri atas bronkiolus repiratorius, duktus
alveolus, dan aveolus (Mescher, 2016). Paru memiliki fungs sebaga sarana

keluar masuk udara serta sebagal tempat pertukaran oksigen (O.) dengan
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karbondioksida (COz). Fungs paru dapat terganggu akibat kebiasaan merokok.
Kebiasaan merokok dapat menyebabkan emfisema pada paru yang ditanda
dengan pembesaran ruang udara bagian distal bronkiolus dan kerusakan dinding
interalveolus. Iritasi yang disebabkan rokok akan merangsang destruks atau
mengganggu sintesis elastin pada septa interalveolus (Mescher, 2016).

Hasil penelitian Garcia-Arcos et al. (2016) menyatakan bahwa paparan
rokok elektrik yang mengandung nikotin 18mg/ml selama satu jam pada mencit
strain A/J dalam jangka waktu 2 minggu dan 4 bulan dapat menyebabkan
peningkatan jumlah sel inflamasi dalam Bronchoalveolar lavage fluid (BALF),
peningkatan hiperreaktivitas saluran nafas, apoptosis sel paru, produks lendir
(mukus), serta peradangan. Hasil penelitian Sartika et al. (2018) menunjukkan
bahwa paparan asap rokok elektrik selama 30 menit dengan dosis nikotin 6 mg
pada mencit jantan umur 2-2,5 bulan selama 3 minggu dapat menyebabkan septa
alveoli mengalami penebalan sebagal bentuk mekanisme pertahanan terhadap
asap rokok elektrik. Penggunaan rokok elektrik tersebut dapat memicu stres
oksidatif dan inflamasi pada paru tikus (Lerner et al., 2015). Paru sebagai organ
utama yang terkena dampak paparan rokok elektrik akan mengalami kerusakan
yang lebih fatal seiring dengan peningkatan paparan asap rokok elektrik dengan
volume cairan yang berbeda. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh paparan rokok elektrik dalam
hal ini pengaruh peningkatan volume cairan rokok elektrik terhadap histologi paru

mencit (M. musculus) Strain Balb’C jantan.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh paparan rokok elektrik terhadap histologi paru yang
meliputi tebal mukosa bronkiolus dan tebal septa alveolus mencit (M. musculus)

Strain Balb’C jantan?
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1.3 Tujuan
Untuk mengetahui pengaruh paparan asap rokok elektrik terhadap tebal
mukosa bronkiolus dan tebal septa alveolus mencit (M. musculus) Strain Balb’C

jantan.

1.4 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai efek toksik paparan rokok elektrik terhadap kesehatan khususnya
terhadap histologi paru.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Morfologi dan Histologi Paru

Paru terletak di dalam rongga dada (mediastinum) yang dikelilingi oleh
tujuh pasang tulang rusuk sgjati, tiga pasang tulang rusuk palsu, dan dua pasang
tulang rusuk melayang. Paru terdiri atas dua bagian yaitu paru kanan (pulmo
dextra) dan paru kiri (pulmo sinistra). Paru kanan memiliki tiga lobi yaitu lobus
superior, lobus media, dan lobus inferior dan paru kiri memiliki dua lobi yakni
lobus superior dan lobus inferior. Paru diselubungi oleh selaput (pleura) untuk
elastisitas pada saat proses pernafasan. Bagian dalam selaput disebut dengan
pleura viceralis dan bagian luar disebut pleura parietalis (Paulsen dan Waschke,
2013). Morfologi paru mencit dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Struktur morfologi paru (Mescher, 2016).

Anatomi paru terdiri atas bagian bronkus intra pulmonaris, bronkiolus, dan
alveolus. Bronkus merupakan percabangan dari trakea dengan cabang terminal
bronkiolus dan aveolus. Bronkus tersusun atas lapisan mukosa, lapisan

submukosa, dan lapisan adventisia. Lapisan mukosa bronkus tersusun atas epitel


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

berlapis semu silindris bersilia, sel Goblet, dan lamina propria. Bagian lamina
propria terdapat lapisan otot polos yang tersusun spiral dengan serat elastin serta
banyak ditemukan sel limfosit, sel limfosit juga banyak ditemukan di antara sel
epitel bronkus. Lapisan submukosa tersusun atas lempeng tulang kartilago hialin
dan kelenjar seromukosa. Struktur lapisan adventisia bronkus lebih tebal
dibandingkan dengan trakea, |apisan adventisia bronkus tersusun atas jaringan ikat
longgar, pembuluh darah, saraf, dan sel lemak (Mescher, 2016).

Bronkiolus merupakan percabangan dari bronkus dan tersusun atas lapisan
mukosa, lapisan submukosa, dan lapisan adventisia. Lapisan mukosa bronkiolus
tersusun atas epitel berlapis semu silindris, sel Clara, dan lamina propria. Lamina
propria bronkiolus memiliki lapisan otot polos yang melingkar, serat elastin, dan
sel limfosit, sehingga mukosa bronkiolus tampak melipat. Lapisan submukosa
bronkiolus tersusun atas otot polos tanpa adanya kelenjar seromukosa, |apisan otot
polos pada bronkiolus lebih tebal dibandingkan dengan bronkus. Lapisan
adventisia bronkiolus tersusun atas jaringan ikat longgar dan pembuluh darah
(Mescher, 2016).

Bronkiolus bercabang menjadi bronkiolus terminalis. Bronkiolus
terminalis tersusun atas lapisan mukosa dan lapisan adventisia. Lapisan mukosa
bronkiolus terminalis tersusun atas epitel selapis silindris, sel Clara, dan lamina
propria. Lapisan adventisia bronkiolus terminalis tersusun atas jaringan ikat.
Setiap bronkiolus terminalis bercabang menjadi dua atau lebih bronkiolus
respiratorius (Mescher, 2016).

Bronkiolus respiratorius tersusun atas lapisan mukosa dan lapisan
adventisia. Lapisan mukosa bronkiolus respiratorius tersusun atas epitel selapis
kubus, sel Clara, dan lamina propria. Lapisan adventisia bronkiolus respiratorius
tersusun atas jaringan ikat. Di antara bronkiolus respiratorius banyak dijumpal
alveolus. Bronkiolus respiratorius bercabang lagi menjadi duktus alveolaris
(Mescher, 2016). Struktur histologi bronkiolus terminalis dapat dilihat pada
Gambar 2.2
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Gambar 2.2 Struktur histologi bronkiolus terminalis (Eroschenko, 2008).

Duktus aveolaris tersusun atas lapisan mukosa dan adventisia. Lapisan
mukosa duktus alveolaris tersusun atas epitel pipih selapis. Lapisan adventisia
tersusun atas serat elastin dan serat kolagen. Struktur alveolus kaya akan jaringan
ikat yang terdiri atas matriks serat elastin dan kolagen. Setiap dinding yang
terletak di antara dua alveolus yang bersebelahan disebut septa interalveolaris.
Satu septa interalveolaris tersusun atas sel dan matriks ekstrasel jaringan ikat,
terutama serat elastin dan kolagen. Pada alveolus terdapat endotel kapiler yang
sangat tipis. Sel alveolus dibagi menjadi dua tipe, yaitu sel alveolus tipe | yang
melapisi bagian permukaan aveolus dan sdl aveolus tipe Il yang letaknya
tersebar di antara sel aveolus tipe | pada bagian membran basal aveolus
(Mescher, 2016). Struktur histologi alveolus dapat dilihat pada Gambar 2.3
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Gambar 2..3 Struktur histologi alveolus (Eroschenko, 2008).

2.2 Kandungan pada Rokok Elektrik dan Dampak Terhadap Paru

Jumlah pengguna rokok setiap tahunnya mengalami peningkatan.
Mayoritas konsumsi rokok digunakan oleh laki-laki dibandingkan perempuan.
Data riskesdas 2018 menunjukkan bahwa prevalensi merokok sebesar 62,9% pada
pengguna rokok laki-laki dan sebesar 4,8% pada pengguna rokok perempuan
(Kemenkes RI, 2018). Pengguna rokok elektrik pada dari tahun 2013 sampai
tahun 2015 mengalami peningkatan 31%. Pada tahun 2015 sebanyak 37%
pengguna rokok elektrik merupakan orang yang telah berhenti dari rokok
konvensional (LLP dan Ernest, 2016).

Rokok elektrik merupakan salah satu jenis rokok yang menggunakan
listrik dari tenaga baterai untuk memberikan nikotin dalam bentuk uap dan
menurut WHO disebut sebagai Electronic Nicotine Delivery System (ENDS)
(Trtchounian et al, 2010). Rokok elektrik terdiri atas tiga bagian utama, antara
lain bateral, pemanas logam (atomizer), dan katrid (catridge) yang berisi cairan
kimia. Peredaran rokok elektrik di kalangan umum sering dikenal dengan istilah
vape, personal vaporizer (VP), e-cigs, vapor, electrosmoke, green cig,
smartcigarette, dan lain sebagainya, sedangkan cairan yang terdapat dalam
catridge disebut dengan istilah e-juice atau e-liquid. Rokok elektrik di Indonesia
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dapat dengan mudah ditemukan dan dijual bebas terutama melaui penjualan
online (BPOM, 2015). Struktur gambar rokok elektrik dapat dilihat pada Gambar
2.4.
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Gambar 2. 4 Struktur dasar rokok elektrik (BPOM, 2015).

Kandungan utama dalam cairan rokok elektrik adalah propylene glycol,
glycerin, nikotin, dan perasa (Pisinger, 2015). Kadar nikotin dalam cairan rokok
elektrik bervariasi mula dari 0 mg/ml, 3mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24
mg/ml, dan 36 mg/ml. Menurut Bhatnagar et al. (2014) kadar nikotin dalam
cairan rokok elektrik dibedakan dalam beberapa tingkatan yaitu tingkat rendah
dengan dosis nikotin 6 mg/ml, tingkat medium dengan dosis nikotin 12-18 mg/ml,
dan tingkat tinggi dengan dosis 24-36 mg/ml.

Nikotin merupakan senyawa alkaoid yang banyak ditemukan dalam
tembakau. Nikotin bersifat sangat adiktif dan memiliki efek samping sistemik
yang serius. Nikotin dapat berpengaruh pada organ-organ seperti jantung, sistem
reproduksi, paru, pankreas, gastrointestinal, ginjal, dan lain-lain. Penelitian lain
juga menyebutkan bahwa nikotin merupakan senyawa yang memiliki potens
karsinogen. Nikotin memicu peningkatan stres oksidatif dan apoptosis neuron,
kerusakan DNA, Reactive Oxygen Species (ROS), serta peningkatan lipid
peroksida (Mishra et al., 2015).

Rokok elektrik bersifat toksik terhadap paru, seperti menyebabkan
kerusakan pada membran alveolus, lumen alveolus, dan hubungan antar alveolus
(Triana, 2013). Mencit jantan yang dipapar asap rokok elektrik dengan dosis 6 mg
selama 30 menit dalam waktu 3 minggu dapat mengalami penebalan septa
alveolus (Sartika et al., 2018). Paparan asap rokok yang mengandung nikotin 1
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mg/ml pada mencit strain C57BL/6J selama 10 minggu dapat menyebabkan
penebalan pada dinding bronkiolus, infiltras makrofag dan neutrofil, serta
hiperplasia sel Goblet (Shu et al., 2017). Hasil penelitian Reinikovaite et al.
(2018) menunjukkan paparan rokok elektrik rasa tembakau yang mengandung
nikotin 48 mg/ml pada tikus jantan sdlama 5 minggu secara signifikan
menyebabkan pelebaran aveolus seperti halnya dengan rokok konvensional.
Paparan asap rokok elektrik selama 30 menit pada mencit jantan selama 1, 2, dan
3 minggu menunjukkan adanya degeneras mukosa bronkiolus pada minggu
pertama dan terjadi nekrosis pada minggu kedua (Monica et al., 2019). Paparan
asap rokok elektrik dengan lama waktu paparan yang berbeda menunjukkan hasil
yang berbeda. Menurut Lulan (2018) paparan asap rokok elektrik rasa kopi yang
mengandung propilen glikol 60% pada mencit jantan selama 2 minggu dengan
lama paparan 15 menit, 30 menit, dan 45 menit menunjukkan bahwa semakin
lama waktu paparan asap rokok elektrik menyebabkan semakin tinggi skor
kerusakan paru seperti membran alveolus tidak utuh dan hubungan antar alveolus
renggang.

Paparan asap rokok elektrik menyebabkan peningkatan permeabilitas
epitel serta produks ROS mengalami peningkatan. Peningkatan ROS akan
menyebabkan adanya ketidakseimbangan antara senyawa oksidan dengan
senyawa antioksidan yang diproduksi oleh tubuh sehingga akan memicu
terjadinya stres oksidatif. Stres oksidatif akan memicu pengeluaran sitokin seperti
interleukin  (IL), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), dan monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) yang merupakan penanda terjadinya
proinflamasi, kemudian terjadi aktivasi neutrofil dan makrofag. Aktivasi neutrofil
dan makrofag akan memicu pelepasan lebih lanjut sitokin proinflamasi, faktor
kemotaksis, ROS, dan protease (Traboulsi et al., 2020). Adanya paparan asap
rokok elektrik juga dapat menyebabkan terjadinya peningkatan regulasi
transforming growth factor beta-1 (TGF-f1) (Dasgupta et al., 2012). TGF-f1
menyebabkan proliferasi fibroblas dan transformasi menjadi myofibroblas serta
memicu akumulasi dari matriks protein termasuk laminin, kolagen 1 dan 3, serta
fibronektin (Maroni dan Davis, 2012). Mekanisme aktivass TGF-f1 dan jalur
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pensinyalan yang mengarah ke fibrosis paru ditunjukkan pada Gambar 2.5.
bioaktif TGF-f1 akan berikatan dengan reseptor kompleks TGF-f1. Jalur
pensinyalan TGF-B1 kemudian akan menyebabkan peningkatan sintesis
profibrotik mediator, protein matriks ekstraseluler, serta kolagen (Lee et al.,
2014).

Iﬂ'rg!' ner
i, v,

Gambar 2.5 Mekanisme aktivasi TGF-f31 dan jalur pensinyalan fibrosis paru (Lee
et al., 2014).

2.3 Hipotesis
Paparan asap rokok elektrik dapat menyebabkan peningkatan tebal mukosa
bronkiolus dan tebal septa aveolus.

10
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan September 2019 sampai dengan
Desember 2019 di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember dan di Laboratorium Patologi
Anatomi RSD dr. Soebandi Jember.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1Ala

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi kandang mencit
berukuran 34 x 25 x 12 cm (bak plastik dan penutup dari ram kawat besi), botol
minum mencit, wadah makan mencit, papan bedah, alat bedah, timbangan digital,
rotary microtom biobase, botol organ, vertical staining jar, OptiLab Advance, hot
plate, mikroskop Olympus CX-21, vaping box, alat penghasil asap rokok elektrik

(vapor), aerator air pump vacuum and blow, object glass, dan cover glass.

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri atas hewan uji berupa
mencit (Mus musculus L.) Strain Balb’C jantan berumur 6 sampai 8 minggu
(Stevani, 2016) dengan berat badan berkisar 30-35 gram yang diperoleh dari Pusat
Veteriner Farma (Pusvetma) Surabaya sebanyak 24 ekor, pakan pellet broiler
(BR1 Plus), akuades, cairan yang digunakan untuk rokok elektrik rasa strawberry
oatmeal yang mengandung nikotin 6 mg tiap ml, larutan Phosphate Buffer Saline
(PBS), formain 10%, NaCl 0,9%, alkohol bertingkat (alkohol 30%; 50%; 70%;
95%; absolut), parafin, gliserin, abumin, xylol, entelan, dan pewarna

Haematoxylin Eosin (HE), dan kloroform.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Pada penelitian ini digunakan 24 ekor mencit (M. musculus) Strain Balb’C jantan
umur 6 sampai 8 minggu dengan berat badan 30-35 gram. Mencit diberi perlakuan
asap rokok elektrik, paparan asap rokok elektrik dilakukan menggunakan cairan
yang mengandung nikotin 6 mg/ml. Pemberian paparan asap rokok elektrik
dilakukan setiap hari selama 4 minggu (El Golli et al.,2016). Mencit dibagi
menjadi empat kelompok dan dilakukan 6 kali pengulangan pada setiap individu
kelompok dengan pemberian volume cairan rokok elektrik sebagai berikut:
Kelompok 1 (kontrol) : Tanpa paparan asap rokok elektrik

Kelompok 2 : Paparan asap rokok elektrik volume cairan 1 ml
Kelompok 3 : Paparan asap rokok elektrik volume cairan 2 ml
Kelompok 4 : Paparan asap rokok elektrik volume cairan 4 mi

12
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3.4 Alur Pendlitian
Secara keseluruhan, alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1

Hewan uji: 24 ekor mencit jantan dibagi menjadi empat kel ompok

v
Diadaptasikan selama 7 hari (aklimatisasi)
1 : 1
Tanpa paparan asap Paparan asap rokok
rokok elektrik elektrik selama 4 minggu

| I 1 |
Kelompok 1 Kelompok 2: Kelompok 3: Kelompok 4:
(kontrol) (6 volume cairan volume cairan volume cairan

ekor) 1 ml (6 ekor) 2 ml (6 ekor) 4 ml (6 ekor)
I L l J
Pembedahan dan Pembedahan dan

pengambilan paru

pengambilan paru

Pembuatan preparat histologi paru

Pengamatan histologi paru: pengukuran
tebal mukosa bronkiolus dan tebal septa
alveolus

I
Analisis data

Gambar 3.1 Alur penelitian
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3.5 Tahap Pengumpulan Data

Tahap pengumpulan data dalam penelitian ini meliputi perlakuan hewan
uji, pengambilan organ paru, pembuatan preparat histologi, serta pengukuran tebal
mukosa bronkiolus dan tebal septa alveolus.
3.5.1 Perlakuan Hewan Uji

Mencit dipelihara di dalam kandang mencit berupa bak plastik dengan
ukuran 34 x 25 x 12 cm yang diberi penutup dari ram kawat bes di atasnya, setiap
kandang mencit terdapat 6 ekor mencit. Mencit diberi pakan pellet broiler (BR 1
plus) dan diberi minum aguades secara ad libitum serta diaklimatisasi selama 7
hari sebelum diberi paparan asap rokok elektrik. Mencit dibagi menjadi empat
kelompok yaitu kelompok 1 (kontrol), kelompok 2 (perlakuan paparan asap rokok
elektrik volume cairan 1 ml), kelompok 3 (perlakuan paparan asap rokok elektrik
volume cairan 2 ml), dan kelompok 4 (perlakuan paparan asap rokok elektrik
volume cairan 4 ml).

Cara pemberian paparan pada kelompok 2 yaitu pemaparan rokok
elektrik dengan volume cairan 1 ml dilakukan satu kali selama satu menit
kemudian diistirahatkan selama 15 menit sampal asap rokok elektrik hilang. Pada
kelompok 3 yaitu yaitu pemaparan rokok elektrik dengan volume cairan 2 ml,
pemaparan rokok elektrik dilakukan dua kali dengan cara yang sama. Demikian
pula pada kelompok 4, pemaparan rokok elektrik dengan volume cairan 4 ml
dilakukan empat kali dengan metode yang sama pula.

Paparan asap rokok dilakukan secara inhalasi selama 4 minggu berturut-
turut di dalam vaping box dengan variasi volume cairan 1 ml; 2 ml; dan 4 ml.
Vaping box terbuat dari bahan kaca dengan ukuran 40x30x25 cm dan terdapat
lubang aerator serta lubang udara. Aerator air pump vacuum and blow terdapat
pompa udara untuk mengeluarkan udara dan vakum penghisap untuk menghisap
asap dari pemanasan cairan pada rokok elektrik. Struktur vaping box, aerator air
pump vacuum and blow, dan vapor dapat dilihat pada Gambar 3.2. Setelah
perlakuan paparan asap rokok elektrik, dilakukan pengambilan organ paru.

14
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(a) Vaping Box; (b) Aerator Air Pump Vacuum and Blow; (c) Vapor

Gambar 3.2 Struktur vaping box, aerator air pump vacuum and blow, dan vapor.

3.5.2 Pengambilan Organ Paru

Pengambilan organ paru pada lobus kiri dilakukan setelah pemberian
paparan asap rokok elektrik selama 4 minggu. Mencit dibius dengan kloroform
sebanyak 0,5 ml, kemudian diletakkan di atas papan bedah dengan posis
terlentang. Bagian abdomen dan thorax mencit dibedah, kemudian diambil organ
paru bagian kiri dan dicuci dengan menggunakan NaCl 0,9%.

15
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3.5.3 Pembuatan Preparat Histologi Paru

Organ paru lobus kiri dibagi menjadi tiga bagian, kemudian diambil 1/3
bagian tengah. Paru lalu dimasukkan ke dalam botol yang berisi larutan PBS
formalin 10%. Organ paru kemudian dilanjutkan dalam proses pembuatan
preparat histologi menggunakan metode parafin. Menurut Suntoro (1983),
pembuatan preparat histologi dilakukan dengan tahapan sebagai berikut:
a. Fiksas, Dehidrasi, dan Clearing

Organ paru dicuci dengan NaCl 0,9% kemudian dimasukkan ke dalam botol
organ beris larutan fiksatif PBS formain 10% dan dibiarkan selama 24 jam.
Proses dehidrasi dilakukan dengan menggunakan alkohol bertingkat yaitu alkohol
30%-absolut yang masing-masing dilakukan selama 30 menit. Organ kemudian
dimasukkan ke dalam alkohol absolut selama satu atau dua jam. Proses clearing
organ paru dilakukan dengan merendam dalam xylol semalam (overnight).

b. Infiltrasi dan Embedding (Penanaman)

Infiltrasi parafin menggunakan parafin yang telah dicairkan dan dilakukan di
dalam oven. Infiltrasi dilakukan secara bertingkat menggunakan xylol parafin 1:1
selama 30 menit, kemudian menggunakan parafin I, I, 11l masing-masing selama
30 menit. Infiltrasi parafin dilakukan pada suhu 50-56°C. Selanjutnya dilakukan
proses embedding (penanaman) organ pada blok parafin yang telah dicairkan
sebelumnya.

c. Penyayatan (Sectioning) dan Perekatan (Affixing)

Blok parafin yang berisi organ paru disayat melintang menggunakan rotary
microtom dengan ketebalan 6 um. Sayatan direkatkan (affixing) pada gelas benda
yang telah dilapisi perekat gliserin dan abumin.

d. Pewarnaan (Staining)

Preparat paru dideparafinasi menggunakan xylol selama 15 menit. Kemudian
dilakukan hidrasi menggunakan alkohol bertingkat mulai dari alkohol absolut,
alkohol 95%; 70%; 50%; 30% dan aguades. Selanjutnya dilakukan pewarnaan
dengan Haematoxylin selama tiga sampa tujuh detik dan dicuci dengan
menggunakan aguades, lalu preparat dimasukkan ke dalam akohol 30%-70%.

Kemudian dilakukan pewarnaan dengan Eosin selama tiga menit. Selanjutnya

16
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preparat dimasukkan kembali ke dalam akohol 70%-95% dan akohol absolut
masing-masing selama dua sampa tiga menit, kemudian dimasukkan ke dalam
xylol selama 10 menit.
e. Penutupan (Mounting) Pengamatan

Preparat yang telah mengalami proses pewarnaan kemudian diberi entelan
dan ditutup dengan gelas penutup, setelah itu dikeringkan di atas hot plate agar
tidak terdapat gelembung udara dan dapat diamati di bawah mikroskop.

3.5.4 Pengukuran Histologi Paru

Pengukuran histologi paru yang dilakukan pada penelitian ini meliputi
tebal mukosa bronkiolus dan tebal septa alveolus. Dalam satu kelompok terdapat
6 preparat. Pada masing-masing preparat tampak tiga bronkiolus sehingga
pengamatan dilakukan pada tiga bronkiolus tersebut. Pada tiap perlakuan
dilakukan pengamatan 18 bronkiolus. Pengamatan yang dilakukan berupa
pengukuran tebal mukosa bronkiolus. Pengukuran tebal mukosa bronkiolus yang
diukur mulai dari mukosa bronkiolus sampai lumen permukaan bronkiolus dengan
menggunakan mikroskop Olympus CX-21 dan OptiLab Advance. Setiap
bronkiolus dilakukan 3 kali pengukuran yaitu pada bagian yang tampak paling
tebal, sedang, dan tipis kemudian dirata-rata. Pengukuran tebal mukosa bronkiolus
dapat dilihat pada Gambar 3.3

17
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Pengukuran tebal mukosa bronkiolus dengan perbesaran 400x ditunjukkan dengan panah.
Panah merah: mukosa bronkiolus tebal; panah kuning: mukosa bronkiolus sedang; dan
panah hijau: mukosa bronkiolustipis

Gambar 3.3 Pengukuran tebal mukosa bronkiolus.

Pengamatan alveolus dilakukan pada 100 aveolus pada setiap preparat,
sehingga total dilakukan pengamatan 600 aveolus untuk setiap perlakuan.
Pengukuran tebal septa alveolus yang dilakukan pada bagian septa alveolus
dengan menggunakan mikroskop Olympus CX-21 dan OptiLab Advance. Setiap
alveolus dilakukan 3 kali pengukuran bagian yang tampak paling tebal, sedang,
dan tipis kemudian dirata-rata. Pengukuran tebal septa alveolus dapat dilihat pada
Gambar 3.4
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Pengukuran tebal septa alveolus dengan perbesaran 400x ditunjukkan dengan panah.
Panah merah: septa alveolus tebal; panah kuning: septa alveolus sedang; dan panah hijau:
septa alveolustipis.

Gambar 3.4 Pengukuran tebal septa alveolus.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa tebal mukosa bronkiolus dan tebal septa
alveolus selanjutnya akan dianalisis menggunakan uji One Way Anova dengan
taraf kepercayaan 95% atau a = 0,05 untuk melihat pengaruh volume cairan yang
digunakan dalam paparan asap rokok elektrik terhadap tebal mukosa bronkiolus
dan tebal septa alveolus. Selanjutnya untuk mengetahui beda nyata antar
kelompok uji dilakukan analisis uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) (Steel
dan Torrie, 1993).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, paparan asap rokok elektrik
dengan volume cairan yang berbeda berpengaruh terhadap peningkatan rata-rata
teba mukosa bronkiolus dan tebal septa aveolus. Pemberian paparan rokok
elektrik dengan volume cairan 1 ml sudah meningkatkan tebal mukosa bronkiolus
dan septa alveolus. Peningkatan volume cairan yang digunakan mengakibatkan
peningkatan ketebalan mukosa bronkiolus, namun menurunkan tebal septa

alveolus, mengakibatkan destruksi dan pelebaran alveolus.

5.2 Saran

Penelitian ini merupakan langkah awa untuk mengetahui pengaruh
paparan asap rokok elektrik terhadap paru mencit (M. musculus) Strain Balb’C
jantan. Penelitian lebih lanjut yang perlu dilakukan adalah pengamatan
histopatologi paru akibat paparan asap rokok elektrik dengan waktu paparan
yang lebih lama.
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LAMPIRAN

A. Hasil Uji Analisis One Way Anova dan Uji Duncan Multiple Range Test

Pengaruh Paparan Asap Rokok Elektrik Terhadap Tebal Mukosa
Bronkiolus
Descriptives
Tebal Mukosa Bronkiolus
95% Confidence Interval for
Std. MSan

N Mean Deviation |Std. Error| Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
kontrol 6| 21.2700 1.57809| .64425 19.6139 22.9261 19.33 23.11
1ml 6| 27.9833 1.67332| .68313 26.2273 29.7394 26.32 30.07
2mi 6| 29.0000 .73708|  .30091 28.2265 29.7735 28.01 29.83
4 ml 6| 33.2700 1.64117 .67000 31.5477 34.9923 31.28 35.54
Total 24| 27.8808 4.60005 .93898 25.9384 29.8233 19.33 35.54
Test of Homogeneity of Variances
Tebal Mukosa Bronkiolus
Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.983 3 20 149
ANOVA
Tebal Mukosa Bronkiolus
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 444.056 3 148.019 69.435 .000
Within Groups 42.635 20 2.132
Total 486.691 23
Tebal Mukosa Bronkiolus

Duncan
volume Subset for alpha = 0.05
Cairan N 1 2 3
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kontrol
1mi
2 mi

4 ml

Sig.

6 21.2700
6 27.9833
6 29.0000
6

1.000 .242

33.2700

1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

B. Hasil Uji Analisis One Way Anova dan Uji Duncan Multiple Range Test
Pengaruh Paparan Asap Rokok Elektrik Terhadap Tebal Septa Alveolus

Descriptives

Tebal Septa Alveolus

95% Confidence Interval
Std. Std. for Mean

N Mean Deviation Error |Lower Bound|Upper Bound|Minimum [Maximum
kontrol 6| 15.0167 3.23551( 1.32089 11.6212 18.4121 10.28 19.97
1ml 6| 21.8050 1.90154| .77630 19.8095 23.8005 20.00 24.73
2 mi 6( 18.3433 2.34001| .95531 15.8876 20.7990 16.07 22.66
4 ml 6( 16.4383 2.04762| .83594 14.2895 18.5872 14.28 19.00
Total 24| 17.9008 3.45240| .70472 16.4430 19.3587 10.28 24.73
Test of Homogeneity of Variances
Tebal Septa Alveolus
Levene Statistic dfl df2 Sig.

.296 20 .828
ANOVA
Tebal Septa Alveolus

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 155.374 3 51.791 8.722 .001
Within Groups 118.764 20 5.938
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ANOVA

Tebal Septa Alveolus

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 155.374 3 51.791 8.722 .001
Within Groups 118.764 20 5.938
Total 274.138 23

Tebal Septa Alveolus

Duncan

volume Subset for alpha = 0.05
Cairan 1 2 3
kontrol 6 15.0167

4 mi 6 16.4383 16.4383

2mi 6 18.3433

1ml 6 21.8050
Sig. .324 191 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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