
BAB IV 

METODE PENELITIAN 

4.1 Rancangan Penelltlan 

Serdasarkan sKal permasalahannya maka pen.lnian ini merupakan 

penelijian eksperlmenlallaboralorik (M. Zainuddin, 1995). 

4.2 Matrtk Penelltlan 

Kelompok konlrol (Ianpa mikrowave) 

Kelompok perlakuan (mikrowave) 

Tabel4.2 

~ dihilung jumlah RE 

-> dihnung jumlah RE 

VARlABEL KELOMPOK KONTROL KEL OMPOK PERLAKUAN 

(Ianpa mikrowave) (mikrowave) 

RE . . 

Kelerangan : 

Jumlah RE posHiW lerhadap sel kanker payudara per 100 sel, dengan 

melode pemeriksaan imunohislokimiayang menggunakan mikrowave dan 

lanpa menggunakan mikrowave. 
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4.3 Popula.l, Sampel, dan Besar Sampel 

Popula si penelrtian ini adalah penderi1a karsinoma payudara jenis 

"infilr.,ing duel.r (NOS) yang diperiksa di RSUD . Dr. So.lomo mulal bulan 

Marel 1998 sampai dengan bulan Seplember 1998. Sam pel diambil dart 

pemerik.aan yang lelah didiagnosis hsitoptologl se baga i karsinoma payudara 

jenis" infilraling duela/ " (NOS). 

Rumus untuk menear! besar sampel (Higgins dan Kinbant, 1985): 

1 2( Z a. + Z P)' . Se 2 

n=--X-----
(1·Q (X 

Keterangan : a. = 5% 
P = 10% 
n = Jumlah sampel 
f = proporsi yang gagal 

X , = nital rat .. rala kelompok kontrol 
X I = nilal rata-rala kelompok perlakuan 
Sc = standar deviasl 

Dari hasil penelHian pendahuluan diperoleh : 

Za. = 1,98 X , = 29 

Zp = 1,28 X I = 68 

f = 0,05 Sc = 14,491316 

1 2(1,98 +1 ,28) '. (14,491:i8) , 
n = --X-----

(1 - 0 ,05) (68 - 29) 

1 4E363,592 
=-x-- - -

0,5 1521 
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n : 2 X 3.067 
n • 6.314 
n = 6 

Pada penemian ini diambil sebanyak 33 sampel 

4.4 Varlabel Pon.lltlan 
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Dalam penel~lan ini yang diamat; adalah Jumlah reseplor eslrogen pada 

karsinoma payudara jenis " infi,rating ductal "(NOS). 

4.4.1 Klasinkasi variebel 

Variabellerikal adalah jumlah reseplor eslrogen. Variabel bebas adalah 

pe~akuan mikrowave. Vanabel kendati adalah suhu. waldu. dan pH. 

4.4 .2 Definisi variabel 

Varlabel \erlka\ adalah jumlah reseplor eSlrogen yang dlhasllkan pada 

melode imunohislokimia. 

Vanabel bebas adalah lerdin dan perlakuan dengan mikrowave . 

4.5 Bahan Pen.lltlan 

Bahar>-bahan pen.lnian yang dipakai adalah jaringan hasit biopsVop.rasi 

darl penderna karslnoma payudara . jenis "infilrat ing ductar (NOS). politi.in 

(Sigma). elhanol absolut. elhanoI96%. elhanoI90 %. elhanoI80%. dan elhanol 

70%. xylol. NaGI. Na , HPO •• NaH , pO •• mayer hemaloxylln. dan akuades slenl. 
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4.8 Alat Penelltlan 

Alai yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas beker, mikrowBvo. 

time" staining jar, inkub8tor, microtom, weter bath, tissue prosessor. pipet 

serologis, ',eezo" objecl glass , cover glass, emelan, limbangan anal~ ik, 

mikroskop cahaya, gelas ukur, kamer. , dan film. 

4.7 Lokasl dan Wak!u Penelltlan 

4.7.1 Lokasi penel~ian 

Penelitian dllakukan di laboratorium Patologi Anatoml FakuHas 

Kedokteran Universrtas Airlangga dan RSUD Dr. Soetomo Surabaya. 

4.7.2 Waktu penemian 

Penelrtian dilakukan bulan Maret 1998 sampai bulan September 1998. 

4.8 Prosedur Penellttan 

4.8.1 Prosedur pengambilan bahan dan pemeriksaan sediaan 

Setelah sodiaan drterima kemudian diproses sampai menjadi blok parafin, 

1 blok dipotong menja«i 3 sediaan dengan ukuran 4 sampai 6 mikron, 2 

sediaan unluk diwarnai imilRahlstokimla, 1 sediaan untuk konlrol posM yang 

diamb' darl pemeriksaan yang sudah pornah ditakukan dengan hasit yang 

menunjukkan reseptor estrogen posrtW. 
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4.8.2 Cara Pembualan Sediaan Bahan Penel~ian 

Bahan sediaan dimasukkan lannan fiksasi berupa formalin atau larutan 

formalin 10% dalam burer Nalrium Aselal sam pal mencapal pH 7.0. Waklu 

fiksasi jaringan hasil operasi selama 18 jam sam pal 24 jam dan unluk bahan 

biopsl selama 4 sam pal 6 jam pada suhu kamar. Polongan ini kemudian 

dimasukkan ke dalam fiksasi lersebut . 

Pengo/, ltan jarlngan 

Penemlan Inl menggunakan alai auto/ech nikon histoklnet 2000 unlul: 

proses jarlngan. 

Prosedur pewarnaan Mayer Hemaloksilin 

Xiloll selama 5 men~ 

Xilolll selama 5 menn 

Alkohol absolut .elama 2 menn 

Alkohol absolut selama 2 menn 

Air mrngallr selama 2 menn 

Mayer Hemaioxilin seJama 5 menn 

Alkohol asam 0,4% selama 2 - 3 celup 

Air mengaDr seJama 5 menn 

Lnhium karbonal jenuh selama 2 - 3 celup 

Air mengalir selama 2 menn 

Eosin selama 1 menn 

A1kohol absollll selama 2 menit 
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A1kohol absolut selama 2 men~ 

A1kohol absolut selama 2 menil 

Xilol selama 5 menH 

Xilol selama 5 menH 

Xiiol selama 5 menH 

Mounting 

4.8.3 Pembualan media 

a. PBS (Phosphal Buffer Salf\1e) 10 X 

NaCI sebanyak 87,5 gr, KH,PO. 1,92 gr, dan Na,HPO.2H,O 15,33 

gr. Maslng-maslng dllarutk)on dalam akuades dan dieampurkan. 

Akuades dHambahkan hingg meneapai 800 ml. Dladul<-aduk 

sam pal rata selanjutnya dHambahkan akuades hingga meneapal 1 

IHer. 

b. rls buffer 

1,21 gr Tris d~ambah 170 ml akuades serta d~ambahkan HCI 1 N 

sampai pH 7,6 . Selelah pH roeneapai 7,6 maka dHambahkan lagl 

akuades hingga meneapai 200 ml. 

Cara membual HCI1 N : 

1,25 ml HC125" dilambahkan 6,75 akua des emudian diadul< ,ampa; 

larut. 
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c. Larutan DAB ( Oi8mino benzidine ) 

Salu lablel DAB sam a dengan 10 mg DAB. Salu lablel DAB 

d~ambah 10 mll.ru1an Tris pH 7,6 kemudian diaduk .ampal laru1 . 

Dan d~ambahkan 10 )ll H, O, 30%. 

d. Laru1an PBS + 1% BSA 

BSA yang lorsodia adalah 20% BSA sam a dong an 200 grol por lilor 

BSA. Jadl membual BSA 1% sebanyak 10 ml adalah 

X=10120=0,5. 

Jadl BSA 20% diambll 0 ,5 ml d~ambah dengan 9,5 ml PBS sama 

dengan 10 ml PBS 1%. 

Unluk anlibodl sekunder dan slreplavidln diencerkan dengan PBS + 

1% BSA. 

C.ranY8 . 

Mongambil 9,75 ml PBS kemudian dilambah 0 ,25 ml BSA 1% maka 

sama dengan PBS + BSA 1%. 

e. Laruian PBS + 0,5 % BSA 

BSA 1% yang lersedia diambil 5 ml d~ambah 5 ml PBS maka sama 

dongan 10 ml BSA 0,5%. 

Kelerangan : 

Unluk mongoncerkan monoklonal anl ibodi dengan PBS + BSA 

0,5%. 

\ .-
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Caranya : 

Ambil9,75 ml PBS + 0,25 ml BSA 0,5% sarna dengan PBS + BSA 

0,5%. 

r. Laru1an blocking 

AmbilSO ml mel hanoi d~ambah D,S ml H , 0 , 3%. 

Kelerangan : Unluk membual H,O, 3% adalah k~a mengambil 9 ml 

akuades lalu d~ambah 1 ml H , 0 , 30%. 

g. Laru1an pepsin 

20 ml pepsin dnambah 4950 j.ll akuades dilarulkan lerlebih dulu, 

kemudian d~ambah 1 N. Membual larulan HCI1 N sebanyak 10 ml. 

1,25 ml HCI 25% dnambah 8,75 ml akuades dicampur sampai laru1. 

4.S.4 Penanamanjaringan dalam blok parafin 

T ohop rehidro.i : 

Sedlaan iaringan dlmasukkan dalam alkohoI70% , SO%, dan 90% maslng-

masing selama 2 iam, komudian pada 96% dan alkohol absolul 

masing-masing solama 1 jam. 

Tohop penjemihonlkliring : 

Sediaan dimasukkan dalam xilol alkohol 1 : 1 selama 1 Jam . Dlmasukkan 

dalam xiloll selama 2 jam dan selanjulnya dalam xilolll selama 2 jam . 

T ohop embedding : 

Dimasukkkan dalam parafin cair I bershu 56 - 5SoC selama 2 iam . 
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Dimasuld<an dalam parafin cair II dalam suhu yang sama selama 1 Jam. 

Tah8p pemblokanlpen8naman jaringan: 

Jaringan dimasuld<an dalam parafin unluk dijadikan blok. 

4.8.5 Pemeriksaan imunohislokimla dengan menggunakan mikrowave 

DeparBfinisBsi : 
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)(ilol sebanyak 3 kali masing-ma.ing 5 menn; alkohol absolut sebanyak 1 kall 

selama 5 menn; alkohol 96% sebanyak 1 kali selama 5 menil ; dan alkohol 

80% .ebanyak 1 kali selama 5 menit. 

Dilakukan bloking dengan H,O , dalam melanol selama 30 menn pada suhu 

Nang. 

Dicuci dengan air mengalir seJama 1 menil 

Dilakukan lahap mikrowave : 

Slide dilelakkan dalam slaining jar yang berisi buffer silral pH 6,0 dan dnulup. 

Kemudian dilaruh dalam beker glass yang berisl buffer silral pH 6,0, 

permukaan buffer sHral dalam beker glass harus lebih linggl dari permukaan 

buffer silral pada slalnlng jar. Kemudlan dimasukkan dalam mikrowave dnekan 

waklu selama 10 menil dalam high level. Selelah mendldih pertama kemudian 

dimallkan. 

Kemudian dinyalakan lagi dengan med /ow level selama 10 menit . Dlkeluarkan 

dari mikrowave dan dilelakkan di alas meja . Tulup slaining Jar dibuka dan 

dibiarkan selama 20 menit pada suhu ruang . Siaining jar dlambll dari beker 
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glass dibiarkan selama 15 menH pad a suhu ruang. 

Diberl garls pap pen kemudian dimasukkan dalam PBS .elama 5 menH . 

Oilakukan blocking serum dengan 3% NHS (Normal HorJe Serum) selama 

20 menH pada suhu ruang. 

Oibuang darl slsa NHS tidak usah dleuei, kemudian dHele.1 anllbodi primer 

(eslrogen reseplor) selama 30 menH. 

Oieuei dengan PBS 2 kali masing-masing selama 3 menno 

Onelesi antibodi sekunder (E 354) yang dieneerkan dengan NHS 3% selama 

30 menH pada suhu ruang. 

Dicuci dengan PBS 2 kali masing-masing 3 menit. 

Onelesi perokstdase eonJugale sire pi avidin selama 60 menn pada suhu ruang. 

Oieuei dengan PBS 2 kali selama 3 meni\' 

O"elesi larutan peroksidase DAB selama 15 menn o 

Oieuei dengan PBS 2 kali masing-masing selama 3 menn o 

Oilakukan counter staining dengan Mayer hemaloxylin selama 5 menH pada 

suhu ruang . 

Air mengalir selama 15 menit . 

O~akukan dehidrasl dengan : alkohol 80%, 96% , dan alkohol absolut 

masing-masing selama 5 menn o Selanjutnya dimasukkan ke dalam xilol I , II , 

dan 11/ yang masino-masing selama 5 menn: o 

Oilakukan mounting dengan enlelan . 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMERIKSAAN METODEMICROWAVE ... SUPENI



4.8.6 Pemeriksaan imunohistokimla tanpa menggunakan mlkrowave 

DepertIfinlsBsi : 
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Xliol sebanyak 3 kali masing-masing 5 menlt ; alkohol absolut sebanyak 1 kali 

setama 5 menll; alkohol 96% sebanyak 1 kali selama 5 menll; dan alkohol 

80% sebanyak 1 kali selama 5 menit. 

Dilakukan bloking dengan H,02 0,3% dalam metanol selama 30 menit pada 

suhu ruang . 

Dieuei dengan PBS 4 kali selama 5 menll 

Diberi ga"s pep pen. 

Dlletesi anlibodi primer salama 60 menll pada suhu ruang . 

Dllatesi anUbodl sakunder (E 354) selama 40 menlt pad. suhu ruang. 

Dieuei dengan PBS 2 kali masinll-masing selama 3 menll. 

Dlletesi streptavidin 111000 berlabel peroksldase dongan PBS + BSA 1% 

selama 60 menll pada suhu ruang. 

Dieuel dengan PBS 2 kali masing-masing selama 3 menll . 

Dlletesi larutan peroksidase DAB selama 15 menit. 

Dieuel dengan PBS 2 kali masing-masing selama 5 men". 

Dilakukan counter staining dengan Mayer hematoxylin selama 5 menll pada 

suhu ruang. 

Air mengalir selama 15 menll . 

Dilakukan dehidrasl dengan : alkohol 80%, 96%, dan alkohol absotut 

masing·masing selama 5 manit . Selanjutnya dimasukkan ke da/am ke xllol I, 
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II , dan III yang masing-masing selama 5 men~ . 

Oilalrukan mounting dengan entelan. 

4.8.7 Pemeriksaan munohislokimia dengan menggunakan reagen k~ 

DepafBfinisasi : 
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Xiiol sabanyak 3 kali masing-masing 5 men~ ; alkohol absolul sebanyak 1 kali 

selama 5 men~; alkohol 96% sebanyak 1 kali selama 5 menlt ; dan alkohol 

80% sebanyak 1 kali selama 5 menil . 

Oicuci dengan PBSfTris selama 3 kali masing-masing selama 5 menil. 

Teleskan bolol 2 (H,O,) secukupnya unluk menutupi jaringan dan 

diinkobasi selama 10 men~ . 

Oisemprol dengan PBSfTris 2 - 3 kali. 

Menylapkan cairan larget relrieval 10 kali (1 ml cairan largel rerlieval 

dilambah 9 ml akoades) . 

Merandam sedlaan Jarlngan ke dalam slaining Jar yang berl,l calran laret 

retrieval 10 menH. 

Kemudlan slalnlng Jar dimasukkan dalam beker glass yang berlsl Bkuades , 

dengan pennukaan beker glass harus lebih tinggi dari pennukaan staining jar. 

Oimasukkan dalam mikrowave pada posisi mad high selama 6,5 manit dan 

dilanjutkan dengan /ow level selama 27 menit. Beker glass dikeluarkan dari 

mikrowave dan diletakkan di atas meja . Tut up sta ining jar dibuka dan dlbiarkan 

selama 20 menit pada suhu ruang . Staining jar diambil dari beker glass 
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diblarkan selama 15 menH pada suhu ruang. 

Oieuei dengan PBS fTris di seMar jaringan sebanyak 2- 3 kali. 

Hilangkan kelebihan PBSfTris di sekHar jaringan dan diseka dengan hat~hati. 

OHetesi botol 3 yaHu antibodi primer (estrogen dan progesteron reseptor) 

selama 20 menH pada suhu ruang. 

Oisemprot dengan PBSfTris 2 - 3 kali. 

OHetesi botol4 (yellow drop) selama 20 menH pada suhu ruang. 

Disemprot PBSfTris 2 - 3 kali. 

OHetesi botol5 (red drop) streplavidin selama 20 menH pada suhu ruang . 

Oisemprot dengan PBSfTris 2 - 3 kali. 

OHetesi lanrtan substrat ehroomogen selama 10 menH. 

Caranya : 1 tetes DAB Chromogen pada botol 7 dHambahkan 1 ml buffer 

subslrat pada botol 6. 

Oibilas dengan akuades dari botol peneuei. 

Oilakukan counter staining dengan Mayer hematoxylin selama 3 menit pad a 

suhu ruang. 

Bilas atau rendam dalam akuades selama 30 detik sampai 2 menH. 

Dilakukan mounting dengon aquadest based mounting mediumatau non 

squ8dest permanent mounting 

Sediaan dilulup dengan coover glass . 
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4 .B.B Penghrtungan jumlah r.seplor estrogen 

Pemeriksaan penghrtungan jum lah reseplor esl rogen dengan stratified 

random sampling. Vaitu dalam 4 tempat pada sediaal1 lapangan pandang . 

Untuk menghitung jumtah reseptor estrogen karsinoma payudara jenl, 

inri',ating ductal not otherwise specified (NOS) pada setiap 100 sel pad a 4 

tempat lapangan pandang . Untuk melakukan perhrtungan dilakukan bersamaan 

dengan pembimbing, yang menggunakan mikroskop cahaya dengan 

pembesaran 10 X. Untuk menentukan hasit reseptor estr ogen. Kemudian hasit 

yang telah diperoleh akan dimasukkan dalam rumus. 

4.9 Teknlk Anallsls Data 

Untuk mengetahui peningkatan jumlah reseplor estrogen pada sel karsinoma 

payudara se berapa banyak jumlah kenaikan reseplor estrogen pada 

karsinoma payudara dengan mel ode imunohislokimia dengan menggunakan 

mikrowave, dengan menggunakan analisis stallstik student T test, yang 

menurut Suryadi (1983) adalah : 

1:8, 
8 - -

n 

n 1:8 ; - (1:8 ;) 
S 6 = 

n (n-1) 
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Keterangan : 

8, = pe~alruan kelompok kornrol 

8 2 = kelompok pertalruan 

8 = beda rata-rata 

s8 = simpangan baku rata-rata 

Untuk pengujian hipotesis digunakan rumus : 

B 
= 

sBN n 
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