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Pengaruh Asap Vapor dengan Perbedaan Dosis Nikotin terhadap Kadar 

Relatif TNF-α dan Gambaran Histopatologi Trakea  

Tikus Putih (Rattus norvegicus) 

 

 

ABSTRAK 

 Vapor merupakan inovasi rokok yang dapat menarik minat pemakainya dan 

sebagai alternatif mengganti pembakaran bahan tembakau yang berasal dari rokok 

kretek yaitu dengan metode NRT (Nicotine Replacement Therapy). Alat ini dapat 

menguapkan liquid menjadi asap yang kemudian akan disedot oleh pemakainya dan 

terdapat kandungan nikotin, propilen glikol dan perasa. Asap vapor yang dihasilkan 

menyebabkan stres oksidatif apabila dihirup karena radikal bebas akan meningkat 

dan menyebabkan kerusakan seperti membran, lipid, protein sel, dan kematian sel. 

Penelitian ini menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) jantan, strain Wistar, 

berumur 8-12 minggu, berat badan rata-rata 150-200 g. Penelitian dibagi menjadi 5 

kelompok perlakuan dan terdiri dari 4 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) setiap 

kelompok. Kelompok 1 adalah tikus putih (Rattus norvegicus) yang tidak diberi 

asap vapor (kontrol negatif). Kelompok 2 adalah tikus putih (Rattus norvegicus) 

yang diberi paparan asap vapor dengan 0 mg nikotin selama 14 hari. Kelompok 3 

adalah tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi paparan asap vapor dengan 3 mg 

nikotin selama 14 hari. Kelompok 4 adalah tikus putih (Rattus norvegicus) yang 

diberi paparan asap vapor dengan 6 mg nikotin selama 14 hari. Kelompok 5 adalah 

tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi paparan asap vapor dengan 9 mg nikotin 

selama 14 hari. Kadar TNF-α trakea diuji menggunakan teknik flowcytometry dan 

histopatologi trakea dengan pewarnaan HE. TNF-Alpha trakea dianalisa 

menggunakan uji One-Way ANOVA dan dilanjut uji Tukey (p<0,05). Pada 

pemeriksaan histopatologi organ trakea dianalisa secara deskriptif. Hasil penelitian 

paparan asap vapor berbeda signifikan (P<0,05) dengan perubahan struktur epitel 

trakea dan kenaikan kadar TNF-α. 

 

Kata Kunci: Vapor, Trakea, Histopatologi, TNF-Alpha 
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The Effect of Smoke Vapor with Difference of Nicotine Dosage on Relative 

Levels of TNF-α and Histopathological Description of Trachea in  

White Rats (Rattus norvegicus) 

 

 

ABSTRACT 

 Vapor is an innovation of cigarettes that can attract the wearer's interest and 

as an alternative to replacing the burning of tobacco ingredients derived from clove 

cigarettes, namely the NRT (Nicotine Replacement Therapy) method. This tool can 

vaporize liquid into smoke which will then be sucked by the wearer and there is a 

content of nicotine, propylene glycol and flavorings. Vapor smoke produced will 

cause oxidative stress when inhaled because free radicals increase and will cause 

damage such as membranes, lipids, cell proteins, and cell death. In this study using 

experimental animals male white rats (Rattus norvegicus), Wistar strain, aged 8-12 

weeks, average body weight of 150-200 g. The research was divided into 5 

treatment groups and consisted of 4 white rats (Rattus norvegicus) in each group. 

Group 1 is a white rats (Rattus norvegicus) that is not given vapor (negative 

control). Group 2 were white rats (Rattus norvegicus) given vapor exposure with 0 

mg of nicotine for 14 days. Group 3 were white rats (Rattus norvegicus) given vapor 

exposure with 3 mg of nicotine for 14 days. Group 4 were white rats (Rattus 

norvegicus) given vapor exposure with 6 mg of nicotine for 14 days. Group 5 were 

white rats (Rattus norvegicus) given vapor exposure with 9 mg of nicotine for 14 

days TNF-α levels in the trachea was tested using flowcytometry technique and 

tracheal histopathology using HE staining technique. TNF-Alpha in trachea was 

analyzed using the One Way ANOVA test and continued with the Tukey test 

(P<0.05). Histopathological examination the tracheal were analyzed descriptively. 

The results of research showed that vapor smoke exposure differed significantly 

(P<0.05) white changes in tracheal epithelial structure and increase in TNF-α levels. 

 

Keywords: Vapor, Trachea, Histopathology, TNF-Alpha 
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 BAB 1 PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

              Rokok merupakan salah satu penyebab angka mortalitas tinggi yang dapat 

menimbulkan penyakit apabila mengkonsumsi rokok dalam jangka waktu panjang 

dengan prevalensi terkena penyakit seperti artherosclerosis dan chronic pulmonary 

disease (COPD) serta dampak sistemik secara signifikan (Kemenkes RI, 2013). 

Dampak buruk yang dapat disebabkan oleh rokok diantaranya efek kecanduan, 

permasalahan kesehatan hingga angka kematian meningkat karena konsumsi rokok 

secara berlebihan. Perokok yang paling banyak berasal dari negara berkembang 

(Yanbaeva dkk., 2007). Negara Indonesia merupakan pengguna tembakau terbesar 

ketiga di dunia, serta menempati peringkat pertama di kawasan Asia Tenggara. 

Perokok di Indonesia mencapai 62.800.000 jiwa, lebih dari sepertiga (36,3%) 

masyarakat Indonesia saat ini merupakan perokok aktif. Perokok laki-laki 

mempunyai prevalensi sebesar 64,9% sedangkan perokok perempuan mencapai 

2,1% pada tahun 2013. Prevalensi di Indonesia untuk perokok laki-laki berjumlah 

56.860.457 orang dan perokok perempuan prevalensinya telah meningkat 400% 

dalam 20 tahun terakhir yang berjumlah 1.890.135 orang (Istiqomah dkk., 2016). 

Jumlah perokok mengalami peningkatan dikarenakan berkembangnya pola pikir 

dari rokok yang sudah menjadi sebuah trend dikalangan masyarakat. Bahan utama 

dari rokok konvensional yaitu tembakau. Kandungan tembakau yang memberikan 

efek gangguan kesehatan antara lain nikotin, tar, gas karbon monoksida (CO) dan 

berbagai logam berat.  
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 Merokok selain berbahaya bagi perokok aktif tetapi juga berbahaya bagi 

perokok pasif. Perokok pasif mempunyai kemungkinan untuk mengalami gangguan 

kesehatan yang diakibatkan oleh asap rokok yang terhirup mencapai 30% (Barber, 

2008). Partikel-partikel terdispersi dan campuran substansi-substansi kimia dalam 

bentuk gas terdapat pada asap rokok. Akibat yang ditimbulkan dari paparan asap 

rokok mempunyai relasi kuat terhadap kerusakan DNA yang dipicu oleh stres 

oksidatif (Patel dan Rawal, 2008). Merokok dapat meningkatkan level dari radikal 

bebas yang akan memicu perusakan DNA dan dapat mengindikasikan dalam 

pertumbuhan kanker pada manusia, seperti kanker paru-paru, mulut, laring, faring, 

esofagus, lambung, pankreas, ginjal (Lodovici dan Bigagli, 2009). 

 Gangguan kesehatan akibat dari rokok banyak berkaitan dengan efek 

pembakaran dari bahan tembakau dan senyawa berbahaya yang terdapat didalam 

rokok. Menurut WHO (2009), adanya upaya untuk menghentikan pembakaran 

bahan tembakau yang berasal dari rokok konvensional dengan metode NRT 

(nicotine replacement therapy). Metode NRT menggunakan suatu media dengan 

pemberian nikotin yang diperlukan oleh perokok tanpa melalui pembakaran bahan 

tembakau yang sangat merugikan (Gayatri dan Susanto, 2012). Nicotine 

replacement therapy mempunyai beberapa jenis namun sekarang ini yang menjadi 

trend  dalam beberapa tahun terakhir yaitu rokok elektrik dan salah satu jenisnya 

itu adalah rokok elektrik vapor. Rokok elektrik vapor mempunyai beberapa jenis 

diantaranya jenis pen, jenis portable dan jenis dekstop. Rokok elektrik merupakan 

suatu metode NRT yang menggunakan sumber daya listrik dengan tenaga baterai 

yang digunakan untuk memberikan nikotin dalam bentuk uap dan tetap 
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memberikan sensasi yang sama dengan merokok kepada konsumen (Tanuwihardja 

dan Agus, 2012).  

 Penggunaan rokok elektrik di Indonesia semakin banyak baik dari kalangan 

remaja maupun dewasa. Menurut Kemenkes RI (2013), sekitar 3% remaja laki-laki 

dan 1,1% remaja perempuan menghisap rokok elektrik. Rokok elektrik sangat 

mudah ditemukan dengan berbagai macam variasi bentuk desain. Rokok elektrik 

vapor mempunyai 3 komponen yaitu baterai, atomizer (bagian yang akan 

memanaskan dan menguapkan cairan nikotin) dan cartridge (berisi larutan nikotin). 

Kandungan yang terdapat dalam rokok elektrik berbeda dengan kandungan dari 

rokok konvensional. Kandungan dari rokok konvensional diantaranya tembakau 

yang didalamnya terdapat tar, nikotin dan CO sebagai hasil pembakaran. Rokok 

elektrik vapor mempunyai kandungan didalamnya berupa nikotin, propilen glikol, 

gliserol dan berbagai macam perasa (Badan Pengawasan Obat dan Makanan, 2015). 

 Food and drugs administration (FDA) memperingatkan masyarakat 

mengenai bahaya zat toksik dan karsinogen yang terdapat dalam rokok elektrik 

yang tidak aman bagi kesehatan (Westernberger, 2009). Rokok elektrik vapor 

termasuk kedalam golongan electronic delivery system (EDS) yaitu sebagai alat 

dengan menggunakan sumber listrik dari baterai untuk memberikan nikotin kepada 

konsumen melalui uap. Penggunaan rokok elektrik sekarang ini mengalami 

peningkatan dan masih belum ada bukti mengenai pengaruh rokok elektrik terhadap 

fisiologis tubuh apakah rokok elektrik (electronic cigarette) dapat meningkatkan 

kadar relatif TNF-α dan histopatologi trakea seperti asap rokok konvensional atau 

bisa lebih sedikit efek yang ditimbulkan. Risiko menghirup rokok elektrik tidak 
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jauh berbeda dengan rokok biasa dan menghirup uap rokok vapor telah dikaitkan 

dengan penyakit asma, stroke dan penyakit jantung.  Berdasarkan penelitian dengan 

menggunakan hewan coba tikus yang dikondisikan sebagai perokok pasif selama 

14 hari dengan pemberian liquid berbeda-beda. Jumlah liquid yang digunakan 

setiap kali pemaparan berdasarkan nilai LD50 nikotin untuk tikus yaitu 50 

mg/kgBB/hari atau 10 mg/200gBB/hari (Adyttia dkk., 2014). Oleh karena itu, 

penelitian kali ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh paparan asap vapor yang 

akan menyebabkan perubahan terhadap kadar relatif TNF-α dan gambaran 

histopatologi trakea pada tikus putih (Rattus norvegicus). 

1.2 Rumusan Masalah 

  Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, dapat dapat ditarik 

rumusan permasalahan sebagai berikut: 

1) Apakah pemberian paparan asap vapor dapat mempengaruhi kadar relatiif 

TNF-α trakea pada tikus putih (Rattus norvegicus)? 

2) Apakah pemberian paparan asap vapor dapat mempengaruhi histopatologi 

trakea tikus putih (Rattus norvegicus)? 

1.3 Batasan Masalah 

  Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas, penelitian ini 

mempunyai batasan masalah diantaranya: 

1) Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih  (Rattus norvegicus) jenis 

kelamin jantan, strain Wistar dengan kriteria umur 8-12 minggu dan berat 

badan rata-rata 150-200 gram. Penggunaan hewan telah disetujui oleh Komisi 

Etik Penelitian Universitas Brawijaya. 
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2) Rokok elektrik yang digunakan adalah vapor. Vapor diperoleh di toko yang 

berada di sekitar wilayah kota Malang. Pemaparan asap vapor diberikan selama 

14 hari, 15 menit setiap pagi, siang dan sore dan pemberian dengan dosis yang 

berbeda. Tikus ditempatkan pada kotak kaca yang diberi lubang, selanjutnya 

pemaparan asap vapor menggunakan smooking pump chamber (Triantara, 

2016). 

3) Variabel yang akan diamati dalam penelitian ini diantaranya mengetahui kadar 

relatif TNF-α pada trakea menggunakan metode flowcytometry dan 

pengamatan gambaran histopatologi trakea dengan menggunakan metode 

pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) untuk mengamati kerusakan sel akibat 

paparan asap vapor. 

1.4 Tujuan Penelitian 

   Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, penelitian ini mempunyai 

tujuan diantaranya: 

1) Mengetahui efek pemberian paparan asap vapor yang mengandung nikotin 

terhadap kadar relatif  TNF-α trakea tikus putih (Rattus norvegicus). 

2) Mengetahui efek pemberian paparan asap vapor yang mengandung nikotin 

terhadap gambaran histopatologi trakea tikus putih (Rattus norvegicus). 

1.5 Manfaat Penelitian  

  Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada 

masyarakat mengenai pengaruh  yang ditimbulkan dari menggunakan vapor.  
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Radikal Bebas 

 Menurut Winarsi (2007), Radikal bebas merupakan suatu molekul yang 

mengandung satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital yang 

berada di luarnya. Radikal bebas dapat di netralisir oleh tubuh yang ditimbulkan 

oleh asap contohnya asap rokok melalui enzim SOD (Superoksida dismutase) yang 

dimiliki. Enzim superoksida dismutase (SOD) adalah suatu indikator yang dapat 

digunakan untuk mencegah terbentuknya senyawa radikal. Enzim superoksida 

dismutase (SOD) tersebar didalam tubuh baik yang berada didalam organ, maupun 

didalam darah. Radikal bebas mirip dengan oksidan yang sifatnya sebagai penerima 

elektron (menarik elektron). Radikal bebas lebih berbahaya daripada oksidan 

dikarenakan reaktivitas yang sangat tinggi dan kecenderungan membentuk radikal 

bebas yang baru. Radikal bebas jika bertemu dengan molekul lain akan membentuk 

radikal bebas yang baru lagi, dan demikian seterusnya sehingga terjadi reaksi rantai 

(Yasa, 2013).  Radikal bebas dapat dihasilkan dari proses metabolisme yang terjadi 

didalam tubuh (endogen) dan faktor lingkungan (eksogen). Radikal bebas yang 

berasal dari endogen terbentuk pada membran plasma dan organel-organel 

(mitokondria, retikulum endoplasmik, peroksisom, dan sitosol) melalui suatu reaksi 

enzimatik yang berlangsung pada saat proses metabolisme pada sel dan diantara 

sumber radikal bebas yaitu berasal dari asap rokok (eksogen) (Sunarjo, 2012). 

  Tubuh mempunyai sistem pertahanan terhadap berbagai bentuk radikal 

bebas berupa antioksidan primer. Antioksidan primer akan bereaksi dengan radikal 
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bebas dan kemudian akan mengubah menjadi produk stabil. Jumlah radikal bebas 

yang berlebihan didalam tubuh dapat menyebabkan terjadinya stres oksidatif. Stres 

oksidatif dapat menyebabkan suatu kerusakan oksidatif dari tingkat sel, jaringan, 

hingga sampai organ tubuh yang bisa menyebabkan berbagai penyakit salah 

satunya yaitu penyakit jantung (Megasari, 2010). Radikal bebas dan turunannya 

dapat menyebabkan gangguan metabolisme sel berupa kerusakan lipid peroksida, 

protein membran, dan DNA (Deoxyribonucleic Acid) pada inti sel dan prosesnya 

yang terjadi disebut dengan peroksidasi lipid (Sunarjo, 2012). 

2.2 Peroksidasi Lipid 

 Peroksidasi lipid merupakan suatu proses yang bersifat kompleks yang 

diakibatkan reaksi asam lemak tak jenuh jamak, memiliki kemampuan sebagai 

penyusun fosfolipid membran sel dengan reactive oxygen species (ROS), kemudian 

membentuk hidroperoksida. Pertama, ROS merupakan senyawa turunan dari 

oksigen yang lebih reaktif dibandingkan dengan oksigen pada kondisi dasar 

(ground state). ROS tidak hanya terdiri dari molekul-molekul oksigen tanpa 

pasangan elektron seperti radikal hidroksil (OH), radikal superoksida (O2-), dan 

nitrit oksida (NO), namun juga molekul reaktif yang memiliki elektron-elektron 

berpasangan. Molekul oksigen yang memiliki elektron berpasangan tersebut 

diantaranya, hidrogen peroksida (H2O2), asam hipoklorous (HOCl), dan anion 

peroksinitrit (ONOO-). Peroksidasi lipid yang terbentuk dari hasil radikal bebas ini 

akan selalu membentuk reaksi berantai yang akan terus berlanjut sampai radikal 

bebas ini dihilangkan oleh radikal bebas lain dan oleh sistem antioksidan yang 

berada dari dalam tubuh (Retno dkk., 2012). 
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 Mekanisme kerusakan suatu sel yang terjadi dikarenakan radikal bebas 

reaktif yang didahului oleh kerusakan membran sel adalah sebagai berikut (Utami, 

2010): 

1. Terjadinya perubahan dari struktur dan fungsi reseptor karena adanya ikatan 

kovalen antara radikal bebas yang berikatan dengan komponen-komponen 

membran (enzim-enzim membran, komponen karbohidrat membran plasma). 

2. Terganggunya transport lintas membran akibat adanya oksidasi gugus tiol, adalah 

gugus fungsi terdiri dari atom sulfur dan atom hidrogen yang merupakan analog 

sulfur gugus alkohol (OH-) pada komponen membran oleh radikal bebas. 

3. Reaksi yang terjadi antara peroksidasi lipid dan kolesterol membran yang 

mengandung asam lemak tak jenuh.  

2.3 Rokok Elektrik 

 Vapor merupakan inovasi dari rokok yang dapat menarik minat 

pemakainya, dan adanya upaya untuk mengganti pembakaran tembakau yang 

berasal dari rokok kretek dengan metode NRT atau Nicotine Replacement Therapy 

(terapi pengganti nikotin), metode ini menggunakan nikotin dalam bentuk liquid 

pada rokok elektrik (WHO, 2009). Vapor mempunyai kandungan didalamnya 

berupa propilen glikol, vegetable glisrin, perasa dan nikotin. Nikotin dalam vapor 

yang digunakan yaitu bertingkat seperti 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg dan seterusnya. 

Nikotin merupakan salah satu dari alkaloid yang sudah lama diketahui (Stedman, 

1968). Nikotin di dalam asap rokok dengan cepat diabsorpsi dari paru-paru ke 

dalam darah dan hampir sama efisiensinya apabila diberikan secara intravena. 

Senyawa ini mencapai otak dalam waktu 8 detik setelah inhalasi. Nikotin dalam 
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jangka waktu lama akan terakumulasi dalam pembuluh darah dan mengakibatkan 

terjadinya penyempitan pada dinding pembuluh darah (Gilman dkk., 1991).  

 Masyarakat saat ini lebih menyukai rokok elektronik dibandingkan dengan 

rokok konvensional (rokok kretek) dikarenakan rokok elektronik sudah canggih dan 

telah dibekali dengan teknologi, model, warna, dan kapasitas baterai yang modern. 

Ketersedian rokok elektronik di Indonesia sudah sangatlah banyak dan mudah 

didapatkan secara langsung maupun online. Selain itu ketertarikan terhadap rokok 

elektronik dikarenakan uap yang dihasilkan lebih banyak dibandingkan uap dari 

rokok konvensional (Damayanti, 2016). Kerugian yang diperoleh dari penggunaan 

rokok elektrik yaitu dapat menimbulkan masalah radikal dikarenakan kandungan 

nikotin dalam liquid vapor yang dapat menimbulkan efek ketagihan, meningkatnya 

tekanan darah dan mengganggu kesehatan (Alawiyah, 2017). 

Rokok vapor yang digunakan yaitu merk tesla dengan komponen fisik 

rokok vapor terdiri dari drip tip, atomizer, charge, baterai dan peredam (Gambar 

2.1). Vapor mempunyai mekanisme yaitu ketika coils (kawat) memiliki sumbu 

basah dengan 100% vegetable gliserin (VG), tidak ada perbedaan yang signifikan 

secara statistik yang terlihat antara pengukur kawat, jenis kawat, dan konfigurasi 

kawat. Vegetable gliserin (VG) adalah faktor pembatas suhu kawat. Kecenderungan 

adanya peningkatan suhu dengan penurunan ketebalan kawat dapat terjadi. Jenis 

kawat dan konfigurasi tersebut berdampak pada output dari temperatur kawat untuk 

menguapkan e-liquid. Tampaknya bahwa media yang gulungannya terendam oleh 

liquid memiliki dampak yang lebih signifikan dalam output temperatur kawat, juga 
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dapat menyebabkan dampak dalam ukuran partikel uap yang dihasilkan (Peace dan 

Turner, 2018). 

 Hasil proses pembakaran rokok vapor berupa asap yang diperoleh dari 

pemanasan zat cair yang akan diuapkan. Zat cair dari hasil uap rokok vapor disebut 

dengan e-liquid. Kandungan liquid dalam rokok vapor diantaranya campuran 

nikotin dalam bentuk cair, propilen glikol, gliserin serta perasa. Kadar nikotin 

mempunyai banyak inkonsistensi uap dan senyawa organik (seperti propilen glikol) 

dalam rokok vapor. Partikel-partikel terdispersi dan campuran substansi-substansi 

kimia dalam bentuk gas terdapat pada asap rokok vapor. Akibat yang ditimbulkan 

dari paparan asap rokok mempunyai relasi kuat terhadap kerusakan DNA yang 

dipicu oleh stres oksidatif (Patel dan Rawal, 2008).  

 Akumulasi oksidan (radikal bebas dalam tubuh yang berlebihan memicu 

terjadinya stres oksidatif dimana akan menyebabkan kerusakan seperti membran 

lipid, dan protein sel. Kerusakan sel dapat terjadi dikarenakan radikal bebas akan 

berikatan dengan komponen membran (lipid bilayer) dan kemudian akan 

menyebabkan perubahan permeabilitas membran, sehingga transport elektron 

didalam mitokondria menjadi terganggu dan menyebabkan terbentuknya reaksi 

peroksidasi lipid. Kelebihan radikal bebas dalam tubuh dapat menyebabkan sel 

mengalami kerusakan dan dapat menyebabkan timbulnya penyakit (Nasution dkk., 

2016). 
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Gambar 2.1 Rokok Elektrik Vapor. Keterangan gambar: (1) drip tip, (2) atomizer 

tank, (3) steel atomizer (4) baterai dan peredam baterai 

2.4 Nikotin (C10H14N2) 

 Nikotin merupakan suatu senyawa alkaloid utama yang terdapat didalam 

daun tembakau. Nikotin mempunyai kadar 2-8% tergantung dari spesies tembakau. 

Nikotin yang terdapat dalam puntung rokok merupakan suatu zat aditif 

(menyebabkan kecanduan) yang akan mempengaruhi syaraf dan juga peredaran 

darah apabila mengkonsumsinya dan jika penggunaan nikotin dalam dosis yang 

tinggi dapat berpengaruh pada tubuh. Zat yang terdapat dalam nikotin mempunyai 

sifat karsinogenik yang mampu memicu terjadinya kanker paru-paru. Nikotin 

masuk kedalam golongan alkaloid beracun yang aktif, tidak mempunyai warna, 

berminyak, tersusun dari beberapa unsur karbon, hidrogen, dan juga nitrogen, 

mempunyai titik didih 246oC. Sifat kimia nikotin diantaranya larut dalam alkohol, 

eter, kloroform, dietil eter, dan bensin. Konsentrasi nikotin dalam rokok sekitar 5% 

dari berat tembakau. Rumus nikotin yaitu C10H14N2 dengan berat molekul 162,23 

gr/mol (Aji dkk., 2015). 

  Keracunan yang terjadi akibat nikotin dapat menyebabkan tubuh menjadi 

gemetar, kejang-kejang dan bahkan dapat menyebabkan kematian. (Pavia dkk., 
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1976). Kadar nikotin sebanyak 4-6 mg yang dihisap oleh seseorang setiap harinya 

sudah dapat menyebabkan ketagihan. Nikotin berikatan pada reseptor asetilkolin di 

ganglia dan pada persimpangan neuromuskuler di otak. Nikotin adalah basa lemah 

yang kurang terionisasi dan akan mudah menembus membran dalam larutan alkali. 

Nikotin secara luas dimetabolisme di hepar, dan metabolit utama adalah kotinin 

yang digunakan sebagai suatu penanda asupan nikotin (Benowitz, 1988). 

 
Gambar 2.2 Struktur Nikotin (Aji dkk., 2015) 

2.5 Tikus Putih (Rattus norvegicus) 

 Menurut Akbar (2010), klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom  : Animalia  

Filum  : Chordata  

Kelas   : Mammalia  

Ordo   : Rodentia  

Subordo  : Odontoceti  

Familia  : Muridae  

Genus   : Rattus  

Spesies  : Rattus norvegicus 
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Gambar 2.3 Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Akbar, 2010). 

 

 Menurut Akbar (2010), tikus putih (Rattus norvegicus) merupakan hewan 

pengerat yang memiliki ciri-ciri morfologis seperti albino, kepala kecil, dan ekor 

yang lebih panjang dibandingkan badannya, pertumbuhan cepat, temperamen baik, 

kemampuan laktasi tinggi, dan tahan terhadap arsenik tiroksid. Jenis kelamin tikus 

putih dapat ditentukan dengan membandingkan celah anogenital melalui 

pengukuran jarak antara alat genital dengan anus dan tonjolan genitalnya (Suckow 

dkk., 2006). Tikus putih jantan mempunyai ciri ukuran celah anogenital yang lebih 

panjang dan tonjolan genital yang besar (Fox, 2002).  

 Menurut Akbar (2010), perkembangbiakan tikus sangat cepat dan sekali 

beranak tikus mampu menghasilkan sampai 15 ekor, namun rata-rata 9 ekor. Tikus 

mempunyai nama lain di berbagai daerah di Indonesia, antara lain di Minangkabau 

orang menyebutnya mencit, sedangkan orang Sunda menyebutnya beurit. Tikus 

albino (tikus putih) banyak digunakan sebagai hewan percobaan di laboratorium. 

Tikus putih mempunyai sifat yang menguntungkan sebagai hewan dalam uji 

penelitian di antaranya perkembangbiakan cepat, mempunyai ukuran yang lebih 

besar dari mencit, pemeliharaan mudah dalam jumlah yang banyak (Gambar 2.3). 

penggunaan tikus jantan galur Wistar sangat mudah digunakan dalam penelitian 
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dikarenakan sifat yang mudah menyesuaikan diri dengan lingkungan dan sangat 

mudah ditangani (Smith dan Soesanto, 1987). 

Tabel 2.1 Data Biologis Tikus Putih (Rattus norvegicus) 

Kondisi Biologi Keterangan 

Lama hidup 2,5-3 tahun 

Temperatur Tubuh  37,5oC 

Berat badan - jantan: 300-500 gr 

- betina: 250-300 gr 

Tekanan darah - sistolik: 84-174 mmHg 

- diastolik: 58-145 mmHg 

Volume darah 57-70 mL/kg 

Frekuensi jantung 330-480 /menit 

Frekuensi respirasi 66-115 /menit  

(Malole dan Purnomo, 1989) 

2.6 Trakea 

2.6.1 Anatomi Trakea 

 Trakea merupakan organ dari saluran respirasi bagian atas yang terletak di 

bawah laring. Trakea dimulai dari setinggi vertebrae cervicalis VI dan akan 

berakhir hingga angulus sterni setinggi vertebrae thoracicae V-VI. Trakea 

memiliki percabangan dua yaitu bronchus principalis dextra dan bronchus 

principalis sinistra. Bagian sekitar trakea terdapat arteri carotis communis dan 

terdapat juga lobus-lobus glandulae thyroida. Trakea tersusun dari cincin kartilago 

yang berbentuk C (annulus trachealis) dan jumlahnya 15 buah (Moore dan Anne, 
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2013). Bagian posterior trakea yang berbatasan dengan esofagus dihubungkan oleh 

otot polos yaitu Musculus trachealis (Gambar 2.4).  

 Trakea akan mengalami relaksasi pada saat menelan makanan untuk 

mempermudah pasase makanan dengan memungkinkan esofagus akan menonjol 

ke dalam lumen trakea dan lapisan esofagus akan mencegah peregangan berlebih 

di dalam lumen trakea. Trakea pada saat terjadi refleks batuk maka otot akan 

berkontraksi untuk menyempitkan lumen dari trakea dan kemudian akan 

meningkatkan kecepatan pengeluaran udara dan melonggarkan materi pada pasase 

udara (Mescher, 2011).   

 
Gambar 2.4 Anatomi trakea (Ott dkk., 2016) 

2.6.2 Histologi Trakea 

 Trakea merupakan pintu gerbang dari saluran pernafasan menuju ke paru-

paru. Trakea mempunyai cincin tulang rawan berbentuk huruf C yang kaku dan 

berfungsi sebagai pelindung dari cedera frontal dan juga mencegah kolaps selama 

perubahan negatif pada tekanan intratoraks yang terjadi selama respirasi. Sisi 
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terbuka cincin tulang rawan menghadap ke posterior, dimana otot trakeis 

mengelilingi trakea. Pengaturan ini memungkinkan esofagus untuk berbatasan 

dengan sisi trakea. Epitelium pernafasan (pseudostratified ciliated columnar), 

kelenjar submukosa (Gambar 2.5), sambil menjebak partikel debu dan tetesan uap 

kimia sebelum mencapai paru-paru perifer. Penyakit yang mempengaruhi organ 

trakea akan berpotensi menimbulkan dampak pada fungsi pernapasan dan umum 

terjadi secara signifikan (Ott dkk., 2016). Menurut Lan (2007), asap rokok dapat 

mengakibatkan struktur yang penting pada epitel pernafasan berubah, selain itu 

asap rokok akan mengakibatkan viabilitas sel dan induksi apoptosis pada sel-sel 

epitel pernafasan (Gambar 2.6). 

 
Gambar 2.5 (A) Mukosa trakea erat pada bagian tulang rawan anterior, dengan 

jaringan subepitel kurang. (B) Posterior, tulang rawan tidak ada 

kelenjar trakea berlimpah, dan otot menonjol (Ott dkk., 2016). 
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Gambar 2.6 Gambaran mikroskopis abnormal trakea. (HE 400x). Desiliasi (a) 

Nekrosis epitel (b) Degenerasi epitel (c) (Wira dkk., 2018). 

 

2.6.3 Fisiologi Pernafasan 

 Saluran pernafasan terdiri dari hidung, faring, laring, trakea, dan paru-paru. 

Saluran pernafasan pada laring dibagi menjadi 2 bagian yaitu saluran pernafasan 

bagian atas dan saluran pernafasan bagian bawah. Pernafasan eksternal (melalui 

paru-paru) oksigen akan dihirup dari bagian hidung dan juga mulut. Oksigen akan 

masuk melalui trakea menuju ke bronkus dan kemudian menuju alveolus (sebagai 

tempat pemisah oksigen (O2) dan karbon monoksida (CO2)) kemudian oksigen akan 

dibawa menuju ke jantung dan selanjutnya dipompa menuju ke seluruh tubuh. Pada 

tekanan oksigen 100 mmHg darah akan meninggalkan paru-paru dan tingkatan 

hemoglobinnya 95% (Pearce, 2002). 

2.7 TNF Alpha 

 Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) merupakan sitokin utama pada 

respon inflamasi akut terhadap bakteri gram negatif dan mikroba yang lainnya. 

Infeksi berat dapat memicu produksi dari TNF dalam jumlah yang besar dan 

menimbulkan reaksi sistemik. Sumber utama dari TNF-α yaitu fagosit mononuklear 

dan sel T yang kemudian diaktifkan oleh antigen, sel NK (Natural Killer), dan sel 
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mast. Sel mast tersebar luas didalam jaringan ikat dan disemua organ, biasanya 

ditemukan disekitar pembuluh darah kecil, dan sel mast akan melepaskan histamin. 

Histamin merupakan mediator utama yang dilepaskan sel mast dan mempunyai 

peran terhadap respon yang ditimbulkan setelah terpapar alergen. Histamin yang 

berada didalam tubuh disimpan di lisosom sel mast dan basofil berbentuk granul 

yang berikatan dengan proteoglikan (Merijanti, 1999). Lipopolisakarida adalah 

suatu rangsangan poten terhadap makrofag untuk menyekresi TNF. IFN-γ yang 

diproduksi sel T dan sel NK juga merangsang makrofag yaitu meningkatkan sintesis 

TNF (Baratawidjaya, 2010).  

  TNF-α mempunyai beberapa fungsi dalam proses inflamasi diantaranya 

dapat meningkatkan peran pro-trombotik dan merangsang molekul adhesi dari sel 

leukosit serta menginduksi sel endotel, berperan dalam mengatur aktivitas 

makrofag dan respon imun dalam jaringan dengan merangsang faktor pertumbuhan 

dan sitokin lain yang berfungsi sebagai regulator dari hematopoetik serta komitogen 

untuk sel T dan sel B serta aktivitas sel neutrofil dan makrofag. TNF-α juga 

memiliki fungsi tambahan yang menguntungkan termasuk peranannya dalam 

respon imun terhadap bakteri, virus, jamur, dan invasi parasit (Supit dan Marunduh, 

2015). 

  Epitel saluran pernafasan berfungsi sebagai penghalang yang melapisi 

trakea dan bronkus. Epitel sering mengalami kerusakan selama peradangan yang 

disebabkan oleh pathogen inhalasi, alergen dan xenobiotic. Agen-agen tersebut 

dapat merangsang epitel itu sendiri untuk melepaskan mediator inflamasi seperti 

eikosanoid, sitokin atau senyawa kemoterapi yang nantinya dapat mengaktifkan 
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sel-sel imun untuk menyusup kedalam epitel dan melepaskan sitokin tersebut. 

Epitel saluran napas secara aktif terlibat dalam respon inflamasi dan tidak hanya 

target, tetapi juga produsen lokal, dan agen inflamasi. Tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α) dapat bertindak sebagai mitogen dan merupakan mediator penting dari 

respon imun. Hal ini diketahui terlibat dalam septic shock, gangguan autoimun. 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) menjalankan fungsinya dengan mengikat 

reseptor permukaan sel tertentu (Bader dan Nettesheim, 1996). 
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1 Kerangkan Konseptual 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Keterangan :  

 Paparan asap vapor   :   Variabel Terikat :   

 Pengaruh paparan asap vapor  :   

 Variabel Kendali   :  

 

  

Paparan Asap 

Vapor 

Radikal Bebas (ROS) 

Tikus Putih (Rattus 

norvegicus) 

Stres Oksidatif 

Peroksidasi Lipid 

Erosi epitel trakea 

Kadar Relatif TNF-α 

Kerusakan struktur 

histopatologi trakea 

 

 

Inflamasi 

Nikotin 

 

Sel Mast 

Histamin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

 

  Asap vapor yang diberikan dan dipararkan pada tikus putih (Rattus 

norvegicus) akan terhirup dan masuk kedalam sistem pernafasan tikus. Partikel dan 

gas (radikal bebas) yang berbahaya bagi tubuh seperti nikotin akan terbawa masuk 

melewati saluran pernafasan seperti trakea hingga menuju ke paru-paru. Asap vapor 

yang mengandung nikotin jika dipaparkan secara terus menerus akan menyebabkan 

peningkatan radikal bebas. Komponen gas dan partikel yang berasal dari asap vapor 

merupakan sumber radikal bebas eksogen. Partikel-partikel yang berasal dari asap 

vapor yang menempel pada silia akan di fagosit oleh makrofag (Kristiawan dkk., 

2017). Makrofag merupakan salah satu sistem dalam pertahanan tubuh yang akan 

melepaskan mediator inflamasi dan faktor kemotaktik seperti tumor necrosis 

factor-α (TNF-α). Tumor necrosis factor-α (TNF-α) merupakan molekul yang 

dihasilkan oleh sel, berperan sebagai mediator dari suatu sel yang menginduksi dari 

suatu sel ke sel lain maupun untuk menginduksi sel itu sendiri (Sudiana, 2008). 

Respon sistemik dapat muncul karena adanya infeksi yang berat sehingga memicu 

produksi TNF-α. Makrofag teraktivasi akan memproduksi NOS (Nitric Oxide 

Synthase). Adanya ikatan NOS dan kofaktor akan mengubah L-arginin dengan 

bantuan oksigen yang akan diaktivasi oleh TNF-α. Radikal bebas akan 

mengaktivasi reaksi hipersensitivitas pada sel mast yang mempengaruhi respons 

imun tubuh. Menurut Merijanti (1999), reaksi dimulai dengan adanya ikatan antara 

antigen IgE pada permukaan sel mast dan selanjutnya akan mengalami aktivasi dan 

melepaskan mediator kimia. Sel T yang merupakan sumber utama dari TNF-α akan 

disensitisasi melepas limfokin akibat dari pemaparan ulang dengan antigen yang 

sama. Limfokin akan mengaktifkan makrofag yang selanjutnya melepaskan 
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mediator serta akan menimbulkan respon inflamasi. Sel mast akan melepaskan 

histamin yang merupakan mediator kimia ke tempat terjadinya peradangan 

(Riansyah dkk., 2015). Respon peradangan akibat paparan asap vapor yang 

mengandung nikotin dapat menyebabkan terjadinya iritasi pada saluran napas 

(Suryadinata, 2018). Nikotin termasuk zat beracun yang bekerja sangat cepat. 

  Tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberikan paparan asap vapor yang 

mengandung nikotin, maka radikal bebas sebagai oksidan akan menumpuk dalam 

saluran pernafasan (efek langsung) dan akan mempengaruhi saluran pernafasan 

tersebut. Akumulasi radikal bebas dalam tubuh yang berlebihan akan 

mengakibatkan terjadinya stres oksidatif dimana akan menyebabkan kerusakan 

seperti membran, lipid, dan protein sel. Kerusakan sel dapat terjadi dikarenakan 

radikal bebas akan berikatan dengan komponen membran (lipid bilayer) dan 

kemudian akan menyebabkan perubahan permeabilitas membran, sehingga 

terganggunya transport membran, mengakibatkan rekasi perkosidasi lipid 

terbentuk. Radikal bebas dapat terbentuk karena adanya gangguan dalam transport 

elektron dalam mitokondria.  

  Partikel-partikel asap yang menempel pada saluran pernapasan akan 

menyebabkan kerusakan struktur histopatologi trakea dapat diamati dari adanya 

erosi, yang merupakan ciri dari kerusakan yang diakibatkan oleh aktivitas radikal 

bebas. Sel epitel kemudian akan terlepas dari membran basalis (Vegad, 2007). Asap 

vapor yang dipaparkan akan menyebabkan erosi silia dari epitel trakea, dikarenakan 

adanya iritasi dibagian lapisan mukosa trakea yang tersusun dari sel epitel 

(Febriyanti dan Suryati, 2014). Perubahan struktural pada epitel pernapasan 
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dikarenakan asap akan mengakibatkan penurunan viabilitas sel dan induksi 

apoptosis pada sel-sel silia epitel pernapasan (Lan dkk., 2007). Peningkatan jumlah 

sel goblet dan produksi mukus pada saluran pernafasan juga dapat ditimbulkan 

karena paparan asap. Sel goblet akan menghasilkan mukus yang mana mukus 

tersebut berfungsi sebagai pertahanan pada permukaan saluran pernafasan (Mc 

Gavin dan Zachary, 2007). Pemberian paparan yang lebih tinggi dapat 

mengakibatkan kehilangan silia epitel dan peradangan (Gaworski dkk., 1998). 

3.2 Hipotesis Penelitian 

  Berdasarkan kerangka konsep penelitian diatas, maka hipotesis yang dapat 

diajukan adalah sebagai berikut: 

a. Pemberian paparan asap vapor dapat mempengaruhi kadar relatif TNF-α pada 

trakea tikus putih (Rattus norvegicus) 

b. Pemberian paparan asap vapor dapat mempengaruhi histopatologi trakea pada 

tikus putih (Rattus norvegicus) 
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 

 

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

  Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang, yang digunakan sebagai tempat perlakuan dan penelitian, 

Laboratorium Patologi Anatomi Universitas Brawijaya Malang, yang digunakan 

sebagai tempat pembuatan preparat histopatologi trakea. Laboratorium Biologi 

Molekuler Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Brawijaya Malang yang digunakan untuk pengujian kadar TNF-α organ trakea. 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari-Februari 2018.  

4.2 Populasi dan Sampel  

 Hewan coba yang digunakan pada penelitian kali ini dengan menggunakan 

tikus putih (Rattus norvegicus) jantan, strain Wistar, berumur 8-12 minggu, dan 

berat badan 150-200 gram. 

4.3 Alat dan Bahan 

   4.3.1 Alat 

 Alat-alat yang diperlukan dalam penelitian ini diantaranya; kandang hewan 

coba, botol air minum untuk hewan coba, kertas label, wadah pakan hewan coba, 

vapor, charger vapor, alat penyedot, tissue, glove, masker, pot sampel, alat bedah, 

setrifugasi, mortar, gelas ukur, vortex, tabung reaksi, object glass, cover glass, 
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tabung falcon, mikroskop cahaya, mikropipet, flowcytometry tube, yellow tip, blue 

tip, ice box, flowcytometer, rak tabung. 

   4.3.2 Bahan 

   Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini diantaranya; tikus putih 

jantan, strain Wistar, dengan umur 8-12 minggu, berat badan berkisar 150-200 gram 

sebanyak 20 ekor, liquid vapor dengan dosis berbeda, kapas vapor, air minum, 

pakan pellet, Phosphate Buffer Saline (PBS), NaCl fisiologis, aquadest, Xylol 

bertingkat, alkohol bertingkat, larutan formalin 10%, blok parafin, pewarna 

Hematoxylin Eosin (HE), paraformaldehyde (PFA) 4%, parafin cair dan cetakan 

parafin cair dan Antibodi TNF-α. 

4.4 Variabel Penelitian 

  Penelitian ini menggunakan 3 variabel yaitu veriabel bebas, variabel terikat 

dan variabel kontrol meliputi: 

Variabel bebas : Dosis nikotin yang berada dalam liquid vapor, volume 

liquid vapor, dan lama paparan asap vapor 

Variabel terikat : Kadar Relatif TNF-α dan histopatologi trakea 

Variabel kontrol : Jenis kelamin, strain Wistar, umur, berat badan, suhu, 

kelembaban kandang, dan pakan hewan coba tikus (Rattus 

norvegicus) 

4.5 Rancangan Penelitian 

  Penelitian yang dilakukan kali ini bersifat eksperimental dengan desain 

post-test only control group menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

Rancangan penelitian kali ini sebagai berikut: 
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Tabel 4.1 Rancangan Penelitian 

Kelompok Keterangan Variabel yang 

diamati 

Kadar Relatif TNF-α 

dan Histopatologi 

Trakea 

Kontrol Negatif Tanpa Perlakuan  

Perlakuan 1 Paparan asap rokok vapor selama 

14 hari tanpa nikotin 

 

Perlakuan 2 Paparan asap rokok vapor selama 

14 hari dengan nikotin 3 mg/hari 

 

Perlakuan 3 Paparan asap rokok vapor selama 

14 hari dengan nikotin 6 mg/hari 

 

Perlakuan 4 Paparan asap rokok vapor selama 

14 hari dengan nikotin 9 mg/ hari 

 

 

4.6 Penetapan Jumlah Perlakuan dan Ulangan 

  Penelitian kali ini menggunakan hewan coba tikus putih (Rattus 

norvegicus) jantan, strain Wistar, berumur 8-12 minggu, berat badan rata-rata 150-

200 gram. Menurut Kusriningrum (2008), estimasi besar sampel dapat dihitung 

berdasarkan rumus: 

p (n-1) ≥ 15     Keterangan: 

5 (n-1) ≥ 15     p = Jumlah kelompok perlakuan 

5n-5     ≥ 15     n = Jumlah ulangan yang diberikan 

5n        ≥ 20 

n          ≥ 4 

  Berdasarkan perhitungan yang dijelaskan diatas, maka untuk 5 macam 

kelompok perlakuan diperlukan ulangan minimal 4 kali dalam setiap kelompok dan 

hewan coba yang diperlukan dalam penelitian sebanyak 20 ekor. 
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4.7 Prosedur Penelitian 

   4.7.1 Aklimatisasi 

  Aklimatisasi atau adaptasi hewan coba dilakukan dengan cara tikus di 

letakkan dalam kandang selama 7 hari dengan tujuan mengadaptasikan hewan coba 

pada lingkungan yang baru. Tahapan kali ini dilakukan pengamatan terhadap 

keadaan umum hewan coba tikus putih (Rattus norvegicus). 

   4.7.2 Pemaparan Asap Vapor 

  Pada penelitian kali ini kelompok perlakuan 1, 2, 3, dan 4 dimasukkan 

kedalam kotak kaca yang sudah diberi ventilasi udara dan lubang yang terletak 

diatas dinding kotak kaca untuk masuknya asap rokok vapor. Penyedot diletakkan 

pada lubang atas kotak kaca dan kemudian dihidupkan untuk menyedot asap dari 

alat vapor. Penggunaan alat vapor setiap pemaparan yaitu selama 15 menit yang 

dilakukan pada pagi, siang dan sore selama 14 hari. Menurut Adyttia dkk., (2014) 

menyebutkan bahwa tikus sebagai perokok pasif. 

   4.7.3 Pengambilan Organ Trakea 

  Pengambilan organ trakea pada tikus putih (Rattus norvegicus) akan 

dilakukan pada hari ke-22. Pengambilan bagian trakea dilakukan dengan bedah 

thorax. Langkah awal untuk mengambil organ trakea yaitu dengan melakukan 

dislokasi pada bagian leher tikus putih (Rattus norvegicus), kemudian akan 

dilakukan pembedahan dan organ trakea diisolasi. Setelah organ trakea berhasil 

diisolasi kemudian dimasukkan kedalam pot sampel yang sudah berisi larutan PBS 

steril untuk dilakukan pengujian kadar TNF-α dan sebagian trakea dimasukkan 
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kedalam pot sampel yang berisi formalin 4% untuk dilakukan pemeriksaan 

histopatologi.  

   4.7.4 Pembuatan Preparat Histopatologi Trakea dengan Pewarnaan 

Hematoxylin Eosin (HE) 

 Pembuatan preparat histopatologi dilakukan dan dimulai dengan 

melakukan fiksasi organ yaitu dengan merendam organ trakea dalam larutan 

paraformaldehyde (PFA) 4% selama kurang lebih 24 jam. Metode fiksasi 

mempunyai tujuan untuk mencegah jaringan mengalami kerusakan, menjaga 

komponen sitologi dan histologi tetap awet, menghentikan proses metabolisme, dan 

mengeraskan material-material yang lunak supaya jaringan bisa terwarnai. Menurut 

Junqueira dan Carneiro (2005)., proses pembuatan preparat histopatologi pada 

berbagai macam organ dapat dilakukan dalam beberapa tahapan yang terdiri dari 

dehidrasi, clearing, embedding, sectioning, dan mounting. Tahapan awal 

pembuatan preparat histopatologi yaitu dehidrasi, dilakukan dengan cara 

mengeluarkan air yang terdapat didalam jaringan agar dapat terisi oleh parafin 

sehingga memudahkan untuk diiris tipis. Kemudian organ trakea dimasukkan 

dalam alcohol bertingkat 70%, 80%, 90% dan 95% dengan waktu yang digunakan 

masing-masing selama 5 menit. Clearing, atau disebut dengan proses penjernihan 

organ. Organ trakea kemudian dimasukkan kedalam xylol I selama 1 jam, xylol II 

selama 30 menit, dan xylol III selama 30 menit. Embedding, yaitu organ yang 

dimasukkan kedalam parafin cair bersuhu 560C dengan waktu selama 2 jam dan 

kemudian akan diambil menggunakan alat pinset dan dilanjutkan ke blok parafin. 

Sectioning, merupakan tahapan dari proses pemotongan blok parafin dengan alat 
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yang digunakan yaitu mikrotom, pemotongan organ dengan ketrebalan sekitar 5 μm 

dengan tujuam agar tembus cahaya saat dilakukan pemeriksaan menggunakan 

mikroskop cahaya, setelah proses tersebut kemudian direndam kedalam water bath 

dengan suhu 400C. Awal proses pemotongan organ dilakukan trimming 

dikarenakan potongan jaringan masih belum sempurna. Mounting, merupakan 

proses penempelan blok parafin yang sudah dilakukan pemotongan dengan 

ditempel pada object glass. Setelah dilakukan penempelan, kemudian dikeringkan 

diatas hot plate bersuhu 38-400C sampai kering, dan dimasukkan kedalam mesin 

inkubator dengan suhu 370C selama 24 jam dan selanjutnya masuk ke tahapan 

pewarnnaan dan diwarnai menggunakan pewarnaan HE (Hematoxylin Eosin), 

dengan larutan hematoxylin tersebut akan memberikan warna biru tua pada atau 

ungu (basofilik) pada bagian inti selnya dan larutan eosin tersebut akan memberikan 

warna pink atau merah muda pada bagian sitoplasma (Wati dkk., 2013). Prosedur 

pewarnaan HE dapat dilihat pada (Lampiran 3.2). 

   4.7.5 Pengamatan Histopatologi Trakea 

 Pengamatan histopatologi organ trakea dilakukan secara kualitatif 

menggunakan mikroskop cahaya Olympus BX51 dengan perbesaran 100X dan 

400X untuk melihat perubahan pada sel epitel organ trakea yang ditandai adanya 

erosi dan perubahan lainnya. Pengamatan dilakukan dengan mengamati 5 lapang 

pandang. 

   4.7.6 Pengujian TNF-α Menggunakan Teknik Flowcytometry 

Flowcytometry adalah alat canggih yang memiliki fungsi untuk mengukur 

berbagai macam karakteristik fisik dari suatu sel seperti ukuran dan granularitas 
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secara bersamaan ketika sel mengalir dalam suspensi melalui alat pengukur. Kerja 

alat ini tergantung pada fitur hamburan cahaya sel yang diselidiki, bisa berasal dari 

pewarna atau antibodi monoklonal yang menargetkan molekul ekstraseluler yang 

terletak pada permukaan atau molekul intraseluler yang berada didalam sel (Adan 

dkk., 2016). Menurut Muti’ah (2016), flowcytometry merupakan salah satu teknik 

yang dapat digunakan untuk menganalisa berbagai jenis sel yang berada didalam 

suatu populasi sel. Teknologi yang digunakan ini secara simultan mampu 

menghitung dan mengkarakterisasi dari berbagai macam sifat fisika partikel tunggal 

(sel). Flowcytometry mampu menganalisa suspensi partikel atau sel yang 

mempunyai ukuran 0,2-150 μm. Prinsip kerja dari flowcytometry yaitu pada setiap 

sel akan dialirkan dalam sistem fluida, lalu ditembak dengan menggunakan 

pancaran sinar laser, kemudian disebarkan oleh setiap sel. Sinar laser tersebut akan 

mengaktivasi senyawa fluoresen yang terdapat dalam sel tersebut. Setiap sinyal 

sinar yang disebarkan atau yang difluoresensikan akan diubah menjadi impuls 

elektrik sehingga terdeteksi dan tersimpan sebagai data yang berada dalam sistem 

komputer yang tersambung dengan alat tesebut. Sel yang melewati berkas sinar 

laser yang ditembakkan akan menimbulkan sinyal elektronik yang nantinya dicatat 

oleh instrumen sebagai karakteristik sel bersangkutan. Setiap karakteristik molekul 

pada permukaan sel atau yang terdapat didalam sel dapat teridentifikasi 

menggunakan satu atau lebih probe.  Instrumen tersebut mampu mengidentifikasi 

setiap jenis aktivitas sel dan menghitung jumlah masih-masing populasi campuran. 

Sel yang melewati berkas sinar laser akan menyebabkan sinar laser terpencar 

(scattered) ke dua arah, yaitu forward scatter (FSC), pararel dengan arah sinar 
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dan side scatter (SSC), mempunyai arah tegak lurus dengan arah sinar laser. 

Besarnya FSC akan berbanding lurus yang menggambarkan ukuran atau volume 

sel. Sel yang mati akan terlihat lebih kecil dibandingkan sel yang masih hidup. 

Sinyal kemudian dikonversikan menjadi angka-angka digital dengan hasil yang 

diperlihatkan pada suatu histogram yang dianalisis untuk memperoleh suatu 

informasi mengenai karakteristik sel bersangkutan (Koeswardani dkk., 2001). 

   4.7.7 Pengukuran Kadar TNF-α Menggunakan Teknik flowcytometry 

  Pengujian flowcytometry untuk menghitung kadar TNF-α yang didapatkan 

menggunakan sampel berupa organ trakea tikus putih (Rattus norvegicus). 

Nekropsi tikus dilakukan dengan mengambil organ trakea dan kemudian dibilas 

dengan NaCl fisiologis sebanyak 0,9%, dan diletakkan pada cawan petri yang telah 

berisi 5 ml NaCl fisiologis. Organ trakea lalu digerus menggunakan pangkal dari 

spuit, kemudian diambil menggunakan spuit dan dimasukkan dalam tabung 

eppendorf. Organ dalam tabung eppendorf disentrifugasi dengan kecepatan 2500 

rpm dengan durassi 5 menit bersuhu 4oC, dan dibuang cairan supernatant dalam 

tabung lalu diambil peletnya. Setelah pelet diambil kemudian ditambahkan 50 µl 

antibodi intraseluler staining TNF-α menggunakan FITC, dan dimasukkan dalam 

kuvet flowcytometry kemudian di lakukan running. 

4.8 Analisis Data 

  Analisis data dalam penelitian ini yaitu data kuantitatif dari hasil pengujian 

kadar relatif TNF-α dalam tersedia dalam bentuk histogram pada masing-masing 

kelompok perlakuan, dan akan dianalisis menggunakan uji ANOVA (Analysis of 

Variance) dengan taraf kepercayaan sebesar 95% (α=0,05). Selanjutnya apabila 
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terdapat perbedaan hasil diantara kelompok perlakuan makan hasil akan dianalisis 

dengan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) atau uji Tukey (α=5%) dengan dibantu 

menggunakan aplikasi SPSS (Statistical Package for The Social Science) version 

25.0 for windows. Sedangkan data kualitatif berupa gambaran histopatologi yang 

diperoleh dari masing-masing kelompok perlakuan akan dijelaskan secara 

deskriptif. 
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

5.1 Pengaruh Asap Vapor Dengan Perbedaan Dosis Nikotin Terhadap Kadar 

Relatif TNF-α Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) 

   Pengaruh asap vapor dengan dosis nikotin yang berbeda terhadap kadar 

relatif TNF-α yang diukur menggunakan metode flowcytometry dan digunakan 

sampel berupa organ trakea tikus putih (Rattus norvegicus). 

Tabel 5.1 Rata-rata Kadar Relatif TNF-α pada Trakea Tikus Putih (Rattus 

norvegicus) Seluruh Kelompok 

 

Kelompok Rata-rata Kadar 

TNF-α (%) + SD 

Kontrol (-) 24,81 + 2,608a 

P1 (pemaparan asap vapor tanpa nikotin) 34,89 + 3,576ab 

P2 (pemaparan asap vapor dengan nikotin 3 

mg/hari) 
40,70 + 6,448b 

P3 (pemaparan asap vapor dengan nikotin 6 

mg/hari) 
54,19 + 7,143c 

P4 (pemaparan asap vapor dengan nikotin 9 

mg/hari) 
67,33 + 3,082d 

Keterangan: Notasi a, b, c dan d menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan 

(p<0,05) antar perlakuan 

 

 Hasil kadar relatif TNF-α dari kelompok perlakuan yang mempunyai nilai 

rata-rata kadar relatif TNF-α terendah, yaitu kelompok kontrol (-) sebesar 24,81%. 

Pada kelompok P1 (pemaparan asap vapor tanpa nikotin) mempunyai nilai rata-rata 

kadar relatif TNF-α sebesar 34,89%. Kelompok P2 (pemaparan asap vapor dengan 

nikotin 3 mg/hari) mempunyai nilai rata-rata kadar relatif TNF-α sebesar 40,70%. 

Kelompok P3 (pemaparan asap vapor dengan nikotin 6 mg/hari) mempunyai nilai 
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rata-rata kadar relatif TNF-α sebesar 54,19% dan kelompok P4 (pemaparan asap 

vapor dengan nikotin 9 mg/hari) mempunyai nilai rata-rata kadar relatif TNF-α 

sebesar 67,33%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kelompok P1 tidak berbeda 

nyata dibandingkan dengan kelompok kontrol (-). Sedangkan kelompok P2, 

kelompok P3 dan kelompok P4 menunjukkan hasil yang berbeda nyata 

dibandingkan dengan kelompok kontrol (-) (Tabel 5.1). 

  Peningkatan yang terjadi akibat paparan asap vapor dengan perbedaan 

dosis nikotin yang diberikan selama 14 hari dapat menyebabkan sel mengalami 

kerusakan. Radikal bebas akan mengaktivasi reaksi hipersensitivitas pada sel mast 

yang mempengaruhi respons imun tubuh. Menurut Merijanti (1999), reaksi dimulai 

dengan adanya ikatan antara antigen IgE pada permukaan sel mast dan selanjutnya 

akan mengalami aktivasi dan melepaskan mediator kimia. Sel T yang merupakan 

sumber utama dari TNF-α akan disensitisasi melepas limfokin akibat dari 

pemaparan ulang dengan antigen yang sama. Limfokin akan mengaktifkan 

makrofag yang selanjutnya melepaskan mediator serta akan menimbulkan respon 

inflamasi. Sel mast akan melepaskan histamin yang merupakan mediator kimia ke 

tempat terjadinya peradangan (Riansyah dan Choesrina, 2015). Terjadinya 

inflamasi akan mengakibatkan kadar relatif TNF-α meningkat. Respon peradangan 

akibat paparan asap vapor yang mengandung nikotin dapat menyebabkan terjadinya 

iritasi pada saluran napas (Suryadinata, 2018). Pengaruh paparan asap vapor dengan 

pemberian dosis nikotin yang berbeda tersebut juga dapat menyebabkan viabilitas 

sel menurun dengan induksi apoptosis pada sel epitel trakea (Lan dkk., 2007). 

Partikel-partikel debu yang menempel pada silia akan di fagosit oleh makrofag 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

 

(Kristiawan dkk., 2017). Makrofag merupakan salah satu sistem dalam pertahanan 

tubuh dimana akan melepaskan mediator inflamasi dan faktor kemotaktik seperti 

tumor necrosis factor-α (TNF-α). Tumor necrosis factor-α (TNF-α) merupakan 

sitokin utama pada respon inflamasi. Sumber utama dari TNF-α yaitu fagosit 

mononuclear dan sel T yang kemudian akan diaktifkan oleh antigen, sel NK 

(Natural Killer), dan sel mast (Bratawidjaya, 2010). Radikal bebas yang berasal 

dari asap rokok vapor akan masuk kedalam tubuh dan kemudian terjadi respon 

inflamasi yang ditunjukkan dengan meningkatnya produksi mediator pro inflamasi. 

  Berdasarkan penelitian tersebut nilai rata-rata kadar relatif TNF-α 

mengalami kenaikan secara berturut-turut pada kelompok P2, kelompok P3, dan 

kelompok P4. Hal tersebut menunjukkan bahwa dosis nikotin yang diberikan 

semakin besar akan meningkatkan kadar TNF-α trakea tikus yang dipapar asap 

vapor. Hasil perbandingan kelompok P2, kelompok P3, dan kelompok P4 terhadap 

kelompok P1 menunjukkan bahwa kelompok yang mempunyai presentase kenaikan 

nilai kadar relatif TNF-α yang paling tinggi terdapat pada kelompok P4.   

5.2 Pengaruh Asap Vapor Dengan Perbedaan Dosis Nikotin Terhadap 

Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) 

  Pada penelitian untuk mengetahui pengaruh dari paparan asap vapor 

dengan perbedaan dosis nikotin terhadap gambaran histopatologi trakea pada tikus 

putih (Rattus norvegicus) dapat diwarnai menggunakan metode pewarnaan 

Hematoxylin-Eosin (HE). Pengamatan hasil kemudian diamati menggunakan 

mikroskop cahaya dengan perbesaran yang digunakan yaitu perbesaran 100x dan 

400x.  
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 Pengaruh asap vapor dengan perbedaan dosis nikotin terhadap gambaran 

histopatologi organ trakea tikus putih (Rattus norvegicus) menunjukkan perbedaan 

dari 5 kelompok. Kelompok kontrol (-) merupakan gambaran normal dari organ 

trakea yang terdiri dari tunika mukosa, tunika sub mukosa, tunika muskularis dan 

tunika adventitia. Organ trakea mempunyai lapisan epitel kolumar dan 

pseudokomplek bersilia dengan sel goblet. Terdapat lamina propria dan submukosa 

yang terletak di bawah epitel trakea, namun tidak begitu jelas antara satu dengan 

lainnya. Trakea mempunyai tulang rawan hialin yang membentang secara dorsal 

untuk menopang dinding trakea. Pada bagian dorsal trakea terdiri dari otot polos, 

otot trakealis (Bacha dan Bacha, 2012). Sel epitel normal trakea masih mempunyai 

silia dan terdapat sel goblet (Gambar 5.2). 

        
Gambar 5.2 Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) Kelompok 

Kontrol (-) dengan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) perbesaran 

100x (A) dan 400x (B).  

Keterangan :     : Sel Epitel normal,     : Sel Goblet normal 
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Gambar 5.3 Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) Kelompok 

Perlakuan 1 (P1) dengan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) 

perbesaran 100x (A) dan 400x (B) 

 

Keterangan :     : Sel Makrofag : Nekrosis 

  Hasil gambaran histopatologi trakea yang diberi paparan asap vapor dengan 

dosis nikotin 0 mg/hari, pada kelompok perlakuan 1 (P1) dengan metode pewarnaan 

Hematoxylin Eosin (HE) tampak mengalami perubahan pada lapisan mukosa 

dengan ditandai adanya sel makrofag pada bagian mukosa trakea. Sel makrofag 

menginisiasi peningkatan tumor necrosis factor-alpha (TNF-α). Peningkatan 

kemampuan sel makrofag atau makrofag teraktivasi merupakan kemampuan secara 

morfologis, metabolisme, dan fungsional untuk melenyapkan agen infeksi yang 

berada di dalam tubuh. Makrofag mempunyai kemampuan menghasilkan sekresi 

sel yang dikenal dengan interleukin (IL) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

juga akan mengalami meningkat (Besung dkk., 2016). Lapisan mukosa juga 

mengalami nekrosis dengan inti sel kariopiknotik atau inti sel menjadi gelap. 

Nekrosis merupakan sel yang mengalami kematian disebabkan karena injury atau 

infeksi (Lumongga, 2008). 
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Gambar 5.4 Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) Kelompok 

Perlakuan 2 (P2) dengan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) 

perbesaran 100x (A) dan 400x (B) 

 

Keterangan :     : Degenerasi Epitel      : Sel Makrofag : Hemoragi 

  Hasil pengamatan gambaran histopatologi trakea yang diberikan paparan 

asap vapor dosis nikotin 3 mg/hari pada kelompok perlakuan 2 (P2) dengan metode 

pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) nampak sel epitel mengalami degenerasi epitel 

dan pada bagian epitel trakea dan bagian mukosa trakea terdapat persebaran jumlah 

sel makrofag lebih banyak dibandingkan kelompok perlakuan 1 (P1). Degenerasi 

merupakan perubahan abnormalitas dari suatu jaringan atau sel. Perubahan 

morfologi akan berkaitan dengan abnormalitas fungsional (Pinem dkk., 2016). 

Infeksi yang berada di dalam tubuh akan menyebabkan munculnya berbagai macam 

respon imun yang berawal dari peningkatan sel fagosit menuju sumber infeksi. Sel 

fagosit seperti neutrofil maupun makrofag akan bergerak menuju sumber 

rangsangan, dan akan memfagosit sel yang dianggap asing (Besung dkk., 2016). 

Bagian mukosa trakea juga mengalami hemoragi tetapi tidak terlalu banyak. 

Hemoragi merupakan suatu keadaan darah yang keluar dari pembuluh darah 

(Adleend, 2015).  
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Gambar 5.5 Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) Kelompok 

Perlakuan 3 (P3) dengan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) 

perbesaran 100x (A) dan 400x (B) 

 

Keterangan :     : Erosi Epitel        : Sel Makrofag  : Kongesti 

  Hasil pengamatan gambaran histopatologi trakea yang diberikan paparan 

asap vapor dosis nikotin 6 mg/hari pada kelompok perlakuan 3 (P3) dengan metode 

pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) nampak bagian epitel trakea sudah mengalami 

erosi. Erosi merupakan suatu daerah yang kehilangan sebagian mukosa 

(Wicaksono, 2002). Erosi epitel akan ditandai dengan lepasnya sel epitel dari 

membran basalis yang akan menyebabkan jumlah sel menjadi berkurang dan sel 

mengalami suatu kondisi yang disebut dengan atrofi (Vegad, 2007). Bagian mukosa 

trakea terlihat persebaran sel makrofag yang lebih banyak dibandingkan dengan 

kelompok perlakuan 2 (P2). Bagian sub mukosa trakea terlihat mengalami kongesti. 

Kongesti merupakan keadaan dimana darah akan mengalami penimbunan darah 

didalam pembuluh darah yang melebar (Rosita, 2013). 
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Gambar 5.6 Histopatologi Trakea Tikus Putih (Rattus norvegicus) Kelompok 

Perlakuan 4 (P4) dengan Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) 

Perbesaran 100x (A) dan 400x (B) 

 

Keterangan :     : Erosi Epitel         : Sel Makrofag      : Hemoragi 

  Hasil pengamatan gambaran histopatologi trakea yang diberikan paparan 

asap vapor dosis paling tinggi yaitu 9 mg/hari dengan metode pewarnaan 

Hematoxylin Eosin nampak terdapat perubahan pada bagian epitel trakea yang 

terlihat mengalami erosi epitel lebih parah dan pada bagian mukosa terdapat 

persebaran sel makrofag dengan jumlah banyak dibandingkan dengan kelompok 

perlakuan 3 (P3). Pemberian paparan asap vapor dengan dosis tertinggi 

menandakan peningkatan sel makrofag dalam jumlah banyak. Makrofag 

merupakan salah satu sistem dalam pertahanan tubuh dimana akan melepaskan 

mediator inflamasi dan faktor kemotaktik seperti tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

(Baratawidjaya, 2010). Bagian epitel trakea mengalami hemoragi namun tidak 

terlalu banyak. Hemoragi merupakan suatu keadaan darah yang keluar dari 

pembuluh darah (Adleend, 2015). 

  Pengamatan hasil histopatologi organ trakea tersebut, dapat diketahui 

bahwa pada kelompok P1, kelompok P2, kelompok P3, dan kelompok P4, 

kerusakan histopatologi trakea didominasi oleh erosi epitel dan terdapat persebaran 
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sel makrofag dengan jumlah sel makrofag paling banyak pada kelompok perlakuan 

4 (P4). Pengaruh paparan asap rokok vapor dapat menyebabkan struktur epitel 

mengalami perubahan dan juga dapat menyebabkan viabilitas sel menurun dengan 

induksi apoptosis pada sel epitel trakea (Lan dkk., 2007). Partikel-partikel yang 

menempel pada silia akan di fagosit oleh makrofag (Kristiawan dkk., 2017). 

Makrofag merupakan salah satu sistem dalam pertahanan tubuh dimana akan 

melepaskan mediator inflamasi dan faktor kemotaktik seperti tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), interleukin IL-6, interleukin IL-8, Monocyte Chemotactic 

Peptide (MCP)-1 dan juga spesies oksigen reaktif. Faktor kemotaktik yang telah 

disekresikan dapat merangsang terjadinya pergerakan neutrofil menuju ke saluran 

pernapasan sehingga menyebabkan hipersekresi mukus pada submukosa dan juga 

sel goblet pada saluran pernafasan seperti trakea (Suryadinata, 2018).   

 Pada penelitian ini mikroskopis trakea terlihat mengalami perubahan 

histopatologi berupa jumlah sel makrofag meningkat yang menandakan 

menandakan adanya respon inflamasi. Terdapatnya sel makrofag dikarenakan 

paparan asap vapor secara berlebihan sehingga mengakibatkan radikal bebas yang 

berasal dari uap asap rokok vapor. Radikal bebas dapat menyebabkan stres oksidatif 

yang akan mengasilkan perlukaan secara langsung dan mengaktivasi terjadinya 

mekanisme molekuler yang menginisiasi inflamasi. Inflamasi merupakan suatu 

respon kompleks biologi yang berasal dari jaringan pembuluh darah terhadap suatu 

stimulus yang berbahaya seperti sel-sel tubuh yang rusak, patogen, atau iritan. 

Reaksi vascular yang hasilnnya diantaranya pengiriman cairan, zat-zat yang terlarut 

dan juga sel-sel dari sirkulasi darah menuju jaringan interstitial pada daerah cedera 
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atau nekrosis merupakan reaksi terjadinya suatu inflamasi (Nazarudin dkk., 2017). 

Tanda terjadinya inflamasi diantaranya rasa sakit, kemerahan, bengkak, nyeri, dan 

disfungsi jaringan maupun organ. Hal tersebut merupakan respon protektif oleh 

tubuh akibat kerusakan jaringan yang disebabkan oleh stimulus. Inflamasi 

merupakan gejala terjadinya suatu penyakit kronis (Ehlers dkk., 2010). Dampak 

yang ditimbulkan dari paparan asap vapor dapat mempengaruhi terjadinya stres 

oksidatif. Stres oksidatif dapat disebabkan peningkatan radikal bebas dalam tubuh 

(Kristiawan dkk., 2017).  

  Kerusakan sel disebabkan peningkatan radikal bebas oleh faktor eksternal 

asap rokok vapor. Sel akan kehilangan kontrol dalam mekanisme menjaga tekanan 

osmolaritas membran sel yang diakibatkan terjadinya lesi sel. Keseimbangan 

menjaga tekanan osmolaritas disebut sodium pump, yaitu mineral intraseluler 

sodium (Na) menekan cairan sel keluar dan mineral ekstraseluler potasium (K) 

mempunyai sifat menekan ke dalam membran sel. Seluruh reaksi yang terjadi 

memerlukan energi ATP-ase dan Na pada membran sel dari mitokondria. Jika 

adanya peningkatan tekanan dalam sel, maka cairan sitoplasma akan berpindah ke 

dalam sel dan terjadi pembengkakan (Pinem dkk., 2016).  
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BAB 6 PENUTUP 

 

6.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat ditarik kesimpulan 

bahwa: 

1. Pemberian paparan asap vapor yang diberikan selama 14 hari dengan kadar 

nikotin sebesar 0 mg/hari, 3 mg/hari, 6 mg/hari, dan 9 mg/hari mempengaruhi 

kadar relatif TNF-α organ trakea tikus putih (Rattus norvegicus). 

2. Pemberian paparan asap vapor yang diberikan selama 14 hari dengan kadar 

nikotin sebesar 0 mg/hari, 3 mg/hari, 6 mg/hari dan 9 mg/hari mempengaruhi 

histopatologi yang ditandai dengan kerusakan sel epitel trakea tikus putih (Rattus 

norvegicus) dan meningkatnya jumlah sel makrofag. 

6.2 Saran 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diketahui saran yang 

dapat dilakukan yaitu perlu dilakukannya penelitian dengan durasi lebih lama dan 

perlu dilakukannya pengujian lain seperti uji kadar MDA atau uji kadar SOD untuk 

mengetahui seberapa besar kerusakan yang terjadi. 
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Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik Penelitian 
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Lampiran 2. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tikus Putih (Ratus norvegicus) strain Wistar, usia 8-12 

minggu, dilakukan aklmatisasi selama 7 hari 

Kelompok 1 

(Kontrol 

Negatif) 

(Tanpa 

diberikan 

apapun) 

Kelompok 2 

(P1) (Tikus 

diberi 

paparan asap 

vapor 

dengan 

konsentrasi 

nikotin 0 

mg) 

Kelompok 4 

(P3) (Tikus 

diberi 

paparan asap 

vapor 

dengan 

konsentrasi 

nikotin 6 

mg) 

Kelompok 5 

(P5) (Tikus 

diberi 

paparan asap 

vapor 

dengan 

konsentrasi 9 

mg) 

Kelompok 3 

(P2) (Tikus 

diberi 

paparan asap 

vapor 

dengan 

konsentrasi 

nikotin 3 

mg) 

Paparan asap vapor diberikan selama 14 hari pada pagi, 

siang, dan sore hari masing-masing selama 15 menit 

Nekropsi hari ke-22 

Pengambilan Organ Trakea 

Preparat 

Histopatologi 

Kadar TNF-α 

Pewarnaan HE Uji 

Flowcytometry 
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Lampiran 3. Diagram Kerja Penelitian 

Lampiran 3.1 Pembedahan Hewan Coba 

 

  Dislokasi cervical 

  Diletakkan diatas papan bedah, rebah dorsal 

  Dilakukan pembedahan dari abdomen menuju thorax membentuk  

huruf Y 

Diambil organ trakea 

Dicuci dengan NaCl-fisiologis 0,9 % 

½ bagian dimasukkan kedalam larutan PFA 4 % 

½ bagian dimasukkan kedalam PBS-azida pH 7,4 

 

  

Lampiran 3.2 Pembuatan Preparat Histopatologi Trakea dengan Pewarnaan 

Hematoxylin Eosin (HE) 

  

 Difiksasi mengguakan PFA 4 % 

 Diambil dan direndam dalam etanol 70 % selama 24 jam 

 Dimasukkan kedalam etanol 80 % selama 2 jam 

 Dimasukkan kedalam etanol 90 % selama 20 menit 

 Dimasukkan kedalam etanol 95 % selama 20 menit 

 Dipidahkan kedalam etanol absolut selama 90 menit pada suhu 

ruang 

 

Tikus (Rattus norvegicus) jantan usia 8-12 minggu 

Organ Trakea 

Organ Trakea 

Trakea hasil dehidrasi dengan etanol 
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 Dimasukkan kedalam larutan xylol I selama 60 menit pada suhu 

ruang  

  Dimasukkan kedalam laruan xylol II selama 60 menit pada suhu 

 60-630C 

Dimasukkan kedalam larutan xylol III selama 30 menit pada suhu 

ruang dan 30 menit pada suhu inkubator 

Dicelupkan pada parafin cair selama 3 x 60 menit pada suhu 56-580C 

 

Lampiran 3.3 Pembuatan Preparat Organ 

  

Dimasukkan kedalam microtome untuk diiris 5µm 

Didinginkan diatas air dingin 

Dimasukkan kedalam air hangat pada suhu 56-580C 

Diambil dan ditempatkan pada object glass 

Preparat trakea disimpan didalam inkubasi dengan suhu 370C selama 

15 menit  

 

 

 

Trakea didalam blok parafin 

Trakea didalam blok parafin 

Preparat siap diwarnai 

Trakea hasil dehidrasi dengan etanol 
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Lampiran 3.4 Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) 

 

 Diwarnai dengan pewarnaan HE: deparafinisasi, preparat 

dimasukkan kedalam xylol 1-3, masing-masing selama 5 menit 

 Rehidrasi, preparat dimasukkan kedalam alkohol 100%, 95%, 90%, 

80%, 70% masing-masing 2 menit 

 Preparat dibilas dengan air mengalir selama 3 menit 

 Pengecatan inti preparat dimasukkan kedalam Mayer hematoxylin 

selama 7 menit 

 Preparat dibilas dengan air mengalir selama 3 menit 

 Counter stain, preparat dimasukkan kedalam larutan eosin selama 5 

menit 

 Dehidrasi, preparat dimasukkan kedalam alkohol bertingkat 70%, 

80%, 90%, 95%, 100%, selama beberapa detik 

 Clearing, preparat dimasukkan ke xylol I, II dan III, masing-masing 

selama 2 menit 

 Preparat diberi 1 tetes entelan dan kemudian ditutup dengan cover 

glass  

 

 

 

 

Preparat Trakea 

Preparat siap digunakan 

menggunakan mikroskop 
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Lampiran 3.5 Metode Flowcytometry 

 

 Dihaluskan dalam cawan petri organ trakea menggunakan ujung 

spuit, ditambah NaCl 0,9 % 

 Dimasukkan tabung eppendorf 

 Dilakukan sentrifugasi selama 15 menit 

 Dibuang cairan supernatan dan endapannya diambil 

 Ditambahkan PBS 1 mL dan diresuspensi 

 Diambil larutan 300 mikroliter 

 Dipindahkan dalam mikrotube 

 Ditambahkan 500 mikroliter PBS 

 Disentrifugasi kecepatan 2500 rpm, suhu 10oC selama 5 menit 

 Dibuang cairan supernatannya 

 Dilakukan staining menggunakan anti-TNF Alpha 

 Dilakukan inkubasi dalam ruang gelap 4oC selama 20 menit 

 Ditambah 300 mikroliter PBS lalu diresuspensi 

 Dipindahkan kedalam kuvet flowcytometer 

 Dilakukan running dan kemudian dihitung menggunakan alat 

flowcytometer 

 

 

 

Organ Trakea  

Hasil 
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Lampiran 4. Hasil Uji Kadar TNF-α 

 

       

 

       

 

       

 

Kontrol (-) 

P1 (Dosis 0 mg/hari) 

P2 (Dosis 3 mg/hari) 
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P3 (Dosis 6 mg/hari) 

P4 (Dosis 9 mg/hari) 
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Lampiran 5. Hasil Uji Statistika Kadar TNF-α 

 

Tests of Normality 

Tikus Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic Df Sig. Statistic df Sig. 

 Kontro

l 

.225 4 . .977 4 .884 

P1 .309 4 . .834 4 .178 

P2 .204 4 . .942 4 .668 

P3 .285 4 . .843 4 .204 

P4 .310 4  .788 4 .083 

a. Lilliefors Significance Correction 

Berdasarkan uji normalitas diatas dinyatakan normal (P>0,05). Data tersebut 

dinyatakan terdistribusi dengan normal. 

 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene 

Statistic 

df1 df2 Sig. 

TNF Based on Mean 3.125 4 15 .047 

Based on Median 2.339 4 15 .102 

Based on Median and with 

adjusted df 

2.339 4 10.283 .124 

Based on trimmed mean 3.060 4 15 .050 

Berdasarkan analisa deskriptif dan homogenitas menunjukkan data diatas homogen 

(P>0,05), dengan nilai signifikansi (P)= 0,50. Pengujian nilai homogenitas dan 

normalitas telah memenuhi asumsi, dan akan dilanjutkan Uji One Way ANNOVA. 

 

 

ANOVA 

TNF   
 Sum of 

Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4437.994 4 1109.498 45.576 .000 

Within Groups 365.157 15 24.344   

Total 4803.150 19    

Hasil One Way ANNOVA (α=0,05) menunjukkan nilai signifikansi sebesar p=0.00, dan 

dinyatakan p<0,05. Disimpulkan bahwa terdapat satu atau lebih kelompok yang 

mempunyai perbedaan yang signifikan, dan dapat dilanjutkan post hoc dengan uji tukey. 
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TNF 

Tukey HSDa 

Tikus N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Kontrol 4 24.8125    

P1 4 34.8975 34.8975   

P2 4  40.7000   

P3 4   54.1950  

P4 4    67.3325 

Sig.  .072 .483 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000. 

Hasil uji tukey menunjukkan tidak berbeda signifikan antara kelompok kontrol negatif 

dengan kelompok perlakuan 1 (P1), namun pada kelompok kontrol (-) dengan kelompok 

perlakuan 2 (P2), kelompok perlakuan 3 (P3) dan kelompok perlakuan 4 (P4) menunjukkan 

perbedaan signifikan. 

 

Descriptive 

 
 Tikus Statistic Std. Error 

TNF Kontrol Mean 24.8125 1.30446 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Lower Bound 20.6611  

Upper Bound 28.9639  

5% Trimmed Mean 24.8378  

Median 25.0400  

Variance 6.806  

Std. Deviation 2.60891  

Minimum 21.43  

Maximum 27.74  

Range 6.31  

Interquartile Range 4.93  

Skewness -.502 1.014 

Kurtosis 1.214 2.619 

P1 Mean 34.8975 1.78824 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 29.2065  

Upper Bound 40.5885  

5% Trimmed Mean 34.7583  

Median 33.6450  

Variance 12.791  

Std. Deviation 3.57647  

Minimum 32.21  

Maximum 40.09  

Range 7.88  

Interquartile Range 6.27  

Skewness 1.643 1.014 

Kurtosis 2.686 2.619 

P2 Mean 40.7000 3.22442 
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95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 30.4385  

Upper Bound 50.9615  

5% Trimmed Mean 40.8467  

Median 42.0200  

Variance 41.588  

Std. Deviation 6.44884  

Minimum 32.01  

Maximum 46.75  

Range 14.74  

Interquartile Range 12.13  

Skewness -.979 1.014 

Kurtosis .350 2.619 

P3 Mean 54.1950 3.57186 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Lower Bound 42.8277  

Upper Bound 65.5623  

5% Trimmed Mean 54.2439  

Median 54.6350  

Variance 51.033  

Std. Deviation 7.14373  

Minimum 46.75  

Maximum 60.76  

Range 14.01  

Interquartile Range 13.11  

Skewness -.106 1.014 

Kurtosis -5.231 2.619 

P4 Mean 67.3325 1.54118 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 62.4278  

Upper Bound 72.2372  

5% Trimmed Mean 67.4689  

Median 68.5600  

Variance 9.501  

Std. Deviation 3.08235  

Minimum 62.84  

Maximum 69.37  

Range 6.53  

Interquartile Range 5.28  

Skewness -1.690 1.014 

Kurtosis 2.756 2.619 
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis Nikotin dalam E-Liquid Vapor 

 Konversi dari mg ke mL 

1 g  = 1 mL   

1000 mg = 1 mL  

1 mg  = 0,001 mL    

1. Dosis 3 mg/kg BB/Hari 

- Dilakukan pemaparan 3x sehari 

- Sekali paparan menghasilkan 5 ml e-liquid vapor 

- Kandungan nikotin dalam 5 mL e-liquid vapor: 

 3 mg / 3 kali paparan = 1 mg/ paparan 

 1 mg   = 0,001 mL dalam 5 mL e-liquid 

- Kandungan total nikotin dalam 14 hari perlakuan: 

 0,001 mL/paparan x 3 kali paparan / hari x 14 hari = 0,042 mL    

 

2. Dosis 6 mg/kg BB/Hari 

- Dilakukan pemaparan 3x sehari 

- Sekali paparan menghasilkan 5 ml e-liquid vapor 

- Kandungan nikotin dalam 5 mL e-liquid vapor: 

 6 mg / 3 kali paparan = 2 mg/ paparan 

 2 mg   = 0,002 mL dalam 5 mL e-liquid 

- Kandungan total nikotin dalam 14 hari perlakuan: 

 0,002 mL/paparan x 3 kali paparan / hari x 14 hari = 0,084 mL    

 

3. Dosis 9 mg/kg BB/Hari 

- Dilakukan pemaparan 3x sehari 

- Sekali paparan menghasilkan 5 ml e-liquid vapor 

- Kandungan nikotin dalam 5 mL e-liquid vapor: 

 9 mg / 3 kali paparan = 3 mg/ paparan 

 1 mg   = 0,003 mL dalam 5 mL e-liquid 

- Kandungan total nikotin dalam 14 hari perlakuan: 

 0,003 mL/paparan x 3 kali paparan / hari x 14 hari = 0,126 mL    
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Lampiran 7. Dokumentasi Kegiatan 

 

 

       

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E-Liquid Vapor Pengambilan E-Liquid Vapor sesuai 

dengan dosis yang ditentukan 

Memasukkan E-Liquid Vapor 

kedalam atomizer 

Pemberian paparan asap vapor 

Bulu Tikus Nampak Berubah Warna 

Menjadi Kuning Nekropsi Hari Ke-22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


