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RINGKASAN

Sampai saat ini, kasus pulpitis akibat karies masih banyak ditemukan. Karies
gigi merupakan kerusakan gigi yang bersifat progresif dan lokal bahkan apabila tidak
dirawat akan menimbulkan pulpitis dan akhirnya menjadi nekrosis pulpa. Di bidang
kedokteran gigi vitalitas jaringan pulpa perlu dipertahankan. Karies merupakan salah
satu faktor yang membahayakan vitalitas jaringan pulpa sehingga perlu diupayakan
tindakan mempertahankan vitalitas gigi yang terlanjur mengalami pulpitis. Sejak
ditemukannya laser pada tahun 1960 telah terjadi perkembangan yang sangat pesat
dalam penggunaannya di bidang kesehatan termasuk di bidang kedokteran gigi.
Namun sejauh penggunaan laser tersebut masih banyak keraguan dan pertentangan
pendapat. Di satu pihak laser dikatakan bersifat stimulasi untuk penyembuhan atau di
lain pihak justru supresi bahkan merusak.

Laser singkatan dari Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Sinar laser meﬁlpunyai sifat monokromatis, koherensi dan kollimasi yang tinggi. Ada
beberapa jenis laser menurut media aktif laser, tingkatan bahaya paparan terhadap
jaﬁngam daya laser. Menurut dayanya laser ada 2 jenis yaitu laser daya rendah dan
laser daya tinggi. Untuk biomodulasi penyembuhan umumnya digunakan laser daya
rendah. Laser GaAlAs telah banyak digunakan untuk tindakan perawatan. Panjang
gelombang laser ini yaitu 830 nm dengan daya 50 mW. Keunggulan laser ini
dibandingkan dengan laser daya rendah lainnya yaitu bahaya terhadap mata lebih

kecil, mudah digunakan, penetrasi ke dalam jaringan lebih besar. Mekanisme kerja
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laser yaitu dengan eksitasi elektron yang cukup kuat sehingga terjadi pembalikan
populasi elektron dan akibatnya terjadi emisi foton secara spontan.

Pada keadaan pulpitis, bakteri dan produk bakteri penyebab karies akan
menimbulkan respons imun . Komponen respons imun jaringan pulpa yang terutama
berperan adalah makrofag, limfosit T dan limfosit B. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa penggunaan laser mempengaruhi respons imun. Perkembangan
penelitian terakhir mengungkapkan bahwa laser menghasilkan stress wave. Juga
dikatakan bahwa penyinaran laser pada energi tertentu dapat meningkatkan atau
menurunkan jumlah sitokin. Akibat penyinaran laser pada komponen makrofag telah
terbukti dapat meningkatkan jumlah interleukin-1 .

Dalam rangka mencapai tujuan mengungkap pengaruh laser terhadap pulpitis
maka digunakan suatu pendekatan patobiologis berkonsep stress immunocompetent
céll. Melalui alur pikir ini, laser sebagai stressor akan menghasilkan stress wave
akan menembus odontoblas pada tubuli dentin dan selanjutnya berkontak dengan
makrofag atau stressor tersebut memberi paparan langsung terhadap makrofag di
pulpa tanpa melalui odontoblas . Makrofag sebagai stress cell akan memberikan
tanggapan dengan mengeluarkan IL-1. Interleukin ini selanjutnya akan mengaktivasi
komponen respons imun melalui jalur 7helper-1 dan Thelper-2.

Jenis penelitian ini experimental randomized post control design Populasi
adalah gigi penderita dengan kriteria umur 17-40 tahun, kesehatan umum baik. Dari
penderita tersebut diambil 2 kelompok sampel gigi dengan kriteria umum gigi vital
yang mengalami karies primer, merupakan gigi 13, 12, 11, 21, 22, 23, 45, 44, 43, 33,

34, 35 dengan indikasi pencabutan gigi untuk perawatan ortodontik atau
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prostodontik. Kelompok pulpitis ireversibel yaitu gigi dengan karies profunda pada
bidang oklusal atau labial yang pulpanya telah terbuka dan ada rasa sakit spontan
serta pada Roentgen foto jaringan periapikal ada pelebaran periodontal membran.
Pulpitis reversibel yaitu karies profunda pada bidang oklusal atau labial yang
pulpanya tertutup selapis dentin tipis maksimal 1 mm setelah diekskavasi, pada
Roentgen foto tampak jaringan periodontal normal. Jumlah sampel =10 untuk setiap
kelompok. Penyinaran laser dengan variabel bebas 2 menit atau 5 menit. Sedangkan
sebagai variabel tergantung digunakan komponen respons imun makrofag, limfosit
Thelper CD4", limfosit Zcytotoxic CD8’, IgG dan IgM dari pulpa hasil pencabutan
gigi. Untuk menampilkan aktivasi komponen tersebut digunakan pewarnaan
imunoperoksidase. Data yang diperoleh dari perhitungan sel pada setiap preparat
hasil pewarnaan imunoperoksidase menggunakan mikroskop cahaya, kemudian diuji
dengan analisis multivariat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa paparan laser
GWAS 5 menit memberikan efek biomodulasi pada kelompok pulpitis reversibel.
Hal ini disebabkan karena penurunan makrofag yang diikuti dengan penurunan
jumlah limfosit Thelper CD4™ Tcytotoxic CD8”, IgM. Namun ada peningkatan IgG

sehingga meningkatkan peran opsonisasi.




ABSTRACT

Key words : Laser biomodulation, pulpitis irreversible, pulpitis reversible, low
level laser

Low level laser (LLL) was common for therapeutic means. There are various
type of LLL, among other is GaAlAs (Gallium Aluminum Arsenicum) type. This
type of LLL has the advantage in practice, because the portable form. This kind of
laser instrument can be used to assist healing of certain level pulpitis. Unfortunately
the utility was still in controversy of the result, such as biomodulation.

To know the biomodulation of LLL effect upon the immunological response
in pulpitis, an experimental study had been intended by experimental post control
design on both reversible and irreversible pulpitis by pathobiological paradigm and
stress immunocompetent cell concept. The population consist of extracted human
teeth derived from 17-40 year, male and female. The teeth were taken out from
Orthodontics and Prosthodontics section patients at Puskesmas Kecamatan Jatinegara
and Matraman, Jakarta Timur. To enable application of the laser instrument the
selected teeth consist of 13, 12, 11, 21, 22, 23 and 45, 44, 43, 33, 34, 35. Those teeth
had been lasered in 2 or 5 minutes length time. The samples were taken after 7 days
from the starting time of application. From these samples variables on macrophage,
IgG, IgM, lymphocyte Thelper CD4" and lymphocyte Tcytotoxic CD8” will be
observed. The control samples were taken out from those pulpitis without laser
application. All of sample were indicated for extraction teeth (Orthodontic,
Prosthodontic criterion). The number of sample was 10 for each group.

From this study so far i.e. after analyzing the data by multivariate analysis (a
= 0.005), it is known that 5 minutes application of GaAlAs in reversible group
pulpitis was the only exert the biomodulation effect upon the immunological
response. Both the humoral and the cellular immunity of reversible pulpitis was
influenced by GaAlAs. That means somebody using GaAlAs laser as therapeutic
treatment, have to concerned on the type of pulpitis as well as the time of application.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sampai saat ini, kasus pulpitis akibat karies masih banyak ditemukan. Karies
gigi merupakan kerusakan gigi yang bersifat progresif dan lokal bahkan apabila tidak
dirawat akan menimbulkan pulpitis dan akhirnya menjadi nekrosis pulpa. Di bidang
klinik kedokteran gigi vitalitas jaringan pulpa perlu dipertahankan. Karies merupakan
salah satu faktor yang membahayakan vitalitas jaringan pulpa sehingga perlu
diupayakan tindakan mempertahankan vitalitas gigi yang terlanjur mengalami
pulpitis. Di lain pihak, sejak ditemukannya laser pada tahun 1960 telah terjadi
perkembangan yang sangat pesat dalam penggunaannya di bidang kesehatan
termasuk di bidang kedokteran gigi. Namun sejauh ini penggunaan laser tersebut
masth terus diperdebatkan. Salah satu penyebab adalah efek biomodulasi laser belum
terungkap secara | jelas terutama terhadap respons imun pada pulpitis. Efek
biomodulasi laser dapat bersifat supresi (Bouma, 1996) atau stimulasi (Ozawa, 1997).
Laser telah banyak digunakan, bukti perkembangan ini yaitu mulanya penelitian laser
hanya pada tingkat jaringan (Braverman, 1989) dan tingkat sistem (Ohta, 1987)
sampai akhirnya ke tingkat seluler (Mc.Auliffe, 1997).

Berbeda dengan dua upaya untuk mempertahankan vitalitas jaringan pulpa
yang telah mengalami keradangan, yaitu cara pulp capping dan pulpotomi; maka
periggunaan laser lebih mengutamakan modulasi respons imun. Perbedaan kedua

tindakan tersebut, yaitu laser menggunakan daya fisika gelombang elektromagnetik




untuk biomodulasi respons imun. Sedangkan upaya pulp capping dan pulpotomi yang
selama ini dilakukan mengandalkan pada daya kimia bahan tumpatan. Dengan
berbagai jenis dan energi laser telah terbukti secara klinis antara lain : mempercepat
proses penyembuhan luka akibat eksema, diabetes mellitus kronik, luka pada gingiva
dan mengurangi rasa sakit pada jaringan periodontal. Pengungkapan pengaruh laser
terhadap jaringan pulpa diperlukan karena saat ini terjadi peningkatan penggunaan
laser yang efek biologiknya tanpa diketahui jelas. Dikhawatirkan penggunaan laser
seperti sinar radiasi, yang ternyata secara luas digunakan baru kemudian diketahui
merupakan imunosupresan (Suyono, 1992, Wilden, 1998).

Kemampuan produk bakteri atau bakteri menembus dentin dan merangsang
inflamasi dalam pulpa merupakan penyebab utama kelainan pulpa. Seperti diketahui
keadaan pulpitis dapat reversibel dan ireversibel. Pulpitis reversibel yaitu keradangan
jaringan pulpa yang masih ringan sampai sedang sehingga bila rangsang dihilangkan,
pulpa mampu mengembalikan ke keadaan normal (Grossman, 1988, Cohen, 1994).
Dalam hal ini, vitalitas pulpa tergantung pada berbagai sel yang berada pada pulpa.
Sel tersebut seperti halnya dengan sel tubuh lainnya akan bereaksi terhadap rangsang
eksternal, termasuk sinar laser. Energi foton yang dikeluarkan oleh laser
menghasilkan  stress wave (Zubkova, 1995, Lee 1996,Lee, 1997). Beberapa
penelitian mengungkapkan penggunaan laser berpengaruh terhadap berbagai sel
imunokompeten antara lain makrofag, monosit, limfosit, sitokin. Seperti diketahui,
energi laser yang sekarang digunakan dalam bidang kesehatan sangat luas, baik
dalam intensitas, panjang gelombang maupun lamanya penyinaran. Bila energi

penggunaan ditingkatkan maka stress wave yang dihasilkan juga akan meningkat




yang akibatnya akan menurunkan tingkat kemampuan sel = mempertahankan
kehidupannya (Mester, 1985, Pickering, 1992). Pada penggunaan laser daya rendah
GaAlAs belum diketahui sejauh mana tingkat penyembuhan setelah penyinaran atau
bahkan mungkin dapat memperburuk dibandingkan dengan keadaan semula. Hal ini
ditunjukkan dengan adanya beberapa penelitian yaitu kegagalan laser memodulasi
respons imun (Bouma, 1996), efek sitokin pada penyinaran laser (Funk, 1993). Untuk
menentukan efek penyinaran laser tidak dapat dilihat secara klinis, tetapi perlu
ditinjau  perubahan  respons sel imunokompeten melalui = gambaran
“psikoneuroimunologis”.

Untuk mengungkapkan perubahan kualitas sistem imun secara morfofungsi
mgka perlu diketahui pola respons imun pulpitis akibat laser. Untuk itu digunakan
suatu paradigma patobiologis yang berkonsep pada stress immunocompetent cell,
vang dapat menghubungkan sinar laser yang menghasilkan stress wave dengan
keadaan sel imun yang terpapar (Kolesnikova, 1998). Laser dapat memodulasi sistem
imun, terutama pada komponen sistem imun yaitu makrofag dan selanjutnya

mempengaruhi limfosit sehingga dapat mengubah kualitas respons imun.



1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah paparan laser GaAlAs memberikan efek biomodulasi terhadap

respons imun pulpitis reversibel ?

I~

Apakah paparan laser GaAlAs memberikan efek biomodulasi terhadap
respons imun pulpitis ireversibel ?
3. Apakah paparan laser GaAlAs memberikan variasi kualitas respons imun

pulpitis ?

3. Tujuan Penelitian

3.1 Tujuan umum

Mengungkap biomodulasi laser GaAlAs terhadap respons imun pulpitis.

3.2 Tujuan khusus
1. Membuktikan efek biomodulasi paparan laser GaAlAs 2 menit dan 5
menit pada respons imun pulpitis reversibel.
2. Membuktikan efek biomodulasi paparan laser GaAlAs 2 menit dan S
menit pada respons imun pulpitis ireversibel.
3. Menetapkan kualitas variasi respons imun pada pulpitis yang terpapar

laser GaAlAs.



4. Manfaat Penelitian

4.1 Manfaat ilmiah
Mendapatkan konsep baru tentang mekanisme efek biomodulasi laser GaAlAs
pada respons imun pulpitis.
4.2 Manfaat praktis

Temuan tersebut digunakan sebagai dasar penentuan dosis laser GaAlAs pada

terapi pulpitis.

MILIE
PERPUSTAKAAN '
UNIVERSITAS AIRLANGEA |
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Dalam bab ini akan diuraikan tentang laser, interaksi laser dengan jaringan,

keadaan jaringan pulpa dan respons imun yang berkaitan.

2.1 Sinar Laser

Laser singkatan dari Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation.
Istilah radiation menunjukkan adanya transmisi energi bukan penggunaan bahan
radioaktif. Sinar yang dipancarkan laser merupakan hasil suatu proses yang disebut
stimulated emission (Kert, 1989). Laser berhasil dikonstruksi pertama kali oleh

Maiman pada tahun 1960.

2.1.1 Sifat sinar laser
Sinar laser bergerak dalam bentuk gelombang elektromagnetik. Panjang
gelombang sinar menentukan warna cahaya dan diberi satuan nanometer (nm).
Perbedaannya terhadap sinar konvensional (seperti lampu listrik), dapat
ditinjau dari hal :
a. Monokromatisitas
Dengan menggunakan sebuah prisma sinar putih dapat terurai menjadi
spektrum warna dari merah sampai ungu (Karu, 1998). Sifat
monokromatik ini menyebabkan laser terdiri dari satu panjang gelombang

dan menghasilkan satu warna sinar (lihat gambar 2.1).




b. Koherensi

Seluruh gelombang sinar laser berada dalam satu fase (gambar 2.1).

Sinar laser Sinar Konvensional

Monokromatisitas

tzser light

Koherensi

Rum\yf\omum\&j aWaWaWaWa\
VYA AYASY/aA\Y !
r\t/jf\\\xj’r\\dm\dfag O ?Q( NN~ >
A v e a2 BAVAVEVAVAY

Gambar 2.1 : Beda sinar laser dan sinar konvensional (Kert, 1989)
c. Arah sorot
Sinar laser mengarah hanya satu arah dan sinar yang keluar dari sorot laser
mempunyai kollimasi yang tinggi.
2.1.2 Jenis laser

Dalam penggunaan laser di bidang kesehatan, ada beberapa klasifikasi laser

yaitu berdasarkan :




a. Media aktif laser, maka laser dapat dibagi menjadi :

a)

b)

c)

d)

Laser padat

Sebagai contoh, laser dengan media aktif Neodynium-Ytrium
Aluminum Garnet sehingga disebut Laser Nd: YAG. Mempunyai
panjang gelombang bervariasi dari 900 nm, 1060 nm, 1350 nm. Laser
ini digunakan dalam opthalmologi, bronkoskopi, onkologi.

Laser cair

Contoh Laser (7unable) dye, panjang gelombangnya bervariasi,

‘digunakan pada dermatologi untuk lesi vaskular.

Laser gas

Banyak laser yang digunakan di bidang kesehatan termasuk jenis ini.
Yang mempunyai panjang gelombang pendek 351 nm yaitu Laser
Excimer untuk dermatologi, opthalmologi. Laser He-Ne (632,8 nm)
untuk terapi yang merangsang penyembuhan, mengurangi rasa sakit
(Honmura, 1993, Giavelli, 1998). Laser CO, (10.600 nm) digunakan
untuk bedah.

Laser semikonduktor

Sebagai contoh Laser GaAs (904 nm) dan GaAlAs (dengan panjang
gelombang bervariasi tergantung jumlah Aluminum) untuk memper-

cepat penyembuhan.

b. Menurut Standar Internasional yang disusun berdasarkan bahaya paparan

terhadap kulit dan mata :



a)

b)

d)

Laser kelas 1

Meliputi laser yang mempunyai spektrum elektromagnetik yang
tampak maupun tidak tampak. Tidak ada bahaya yang segera timbul
bila terpapar langsung walaupun dalam periode cukup lama.

Contoh : Laser untuk pointer.

Laser kelas 2

Membatasi laser daya rendah dalam spektrum sinar yang tampak.

Tidak akan berbahaya bila terpapar sesaat.

Contoh : Laser He-Ne (1 mW).

Laser kelas 3

Meliputi laser dengan sinar yang tampak dan tidak tampak, yang
dianggap menimbulkan bahaya bila dipaparkan pada mata; tetapi
bahaya terhadap kulit relatif kecil. Dayanya lebih dari 1 mW sampai
500 mW.

Laser kelas 4

Paparan jenis laser ini, menimbulkan bahaya yang lebih besar terhadap
mata dan kulit. Yang termasuk kelompok ini yaitu laser daya tinggi
seperti laser Nd:YAG, Laser CO; yang merupakan unit standar untuk

aplikasi bedah.
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¢. Menurut daya laser

a) Laser daya tinggi (HLLT = High Level Laser Therapy) terutama
sebagai pemotong, pisau bedah. Kekuatan laser ini dinyatakan dalam
Watt (W).

Contoh : Laser Luxar CO, (20 Watt).

b) Laser daya rendah (LLLT = Low Level Laser Therapy) memberikan
efek biomodulasi pada penyembuhan. Kekuatan laser ini dinyatakan
dalam milli watt (mW). Contoh : Laser GaAlAs (50 mW).
| Biasanya laser yang termasuk jenis ini mempunyai panjang
gelombang 600 nm — 1.000 nm (Baxter, 1994).

d. Menurut efek dasar laser

Laser mempunyai 4 efek yaitu fotodisrupsi, fotoablasi, fototermal,

fotokimia (Galleti, 1993, Brumer, 1995). Berdasarkan efek dasar ini, laser

digunakan untuk insisi jaringan lunak, koaéulasi hemostatis, mempercepat
penyembuhan (Karu, 1987, Braverman, 1989, Pourreau, 1990, Skinner,

1996, Pinheiro, 1997, Saputra, 1997).

Sejauh penggunaan laser daya rendah untuk aplikasi pengobatan, tampak
bahwa teknologi semikonduktor diode lebih dikembangkan bila dibandingkan dengan
laser He-Ne. Yariv dkk dari California Institute of Technology pada tahun 1979

berhasil memproduksi Gallium-Arsenic laser diode yang pertama. Sedangkan laser
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He-Ne lebih dahulu diperkenalkan yaitu pada tahun 1970. Laser pengobatan
umumnya dioperasikan dengan daya di bawah 1 W.
Kekurangan laser He-Ne bila dibandingkan dengan laser diode (laser
GaAlAs) yaitu :
1. Bahaya terhadap mata lebih besar karena laser He-Ne mempunyai
kollimasi yang lebih tinggi.
2. Laser He-Ne lebih sulit penggunaannya dan cukup besar sehingga sulit
dipindahkan, selain itu relatif mudah rusak.
3. Penetrasi laser GaAlAs lebih besar bila dibandingkan dengan laser He-Ne.
4. Pada kenyataannya banyak pemakai laser daya rendah yang memilih laser
GaAlAs, kemungkinan selain lebih mudah penggunaannya, juga harganya

lebih murah (Baxter, 1994).

2.1.3 Mekanisme Kkerja laser

Akst laser biasanya dapat dipahami dengan pembentukan atas timbulnya sinar
yang disebut sinar laser. Pembentukan ini dapat texja;ii jika ada suatu bahan yang
tereksitasi sehingga mengalami amplifikasi. Proses pembentukan energi laser padat

secara sederhana dapat dilihat pada gambar 2.2.




AR
\_ Spontaneous decay

Spontaneous

and stimulated

emission of
light

Excitation
by
light

Gambar 2.2 : Diagram Energi Laser
Keadaan awal sebelum adanya proses ditunjukkan pada angka 1 gambar 2.2. Eksitasi
terjadi pada bahan padat oleh adanya frekuensi radiasi yang menghasilkan absorbsi
ke dalam pita energi 3 yang lebar. Sebagian besar energi yang diabsorbsi digunakan
untuk transmisi cepat tanpa radiasi menuju tingkat 2 yang merupakan tingkat antara.
Selisih energi tingkat 3 dan 2 itu diberikan kepada kisi kristal berupa kalor. Emisi
radiasi yang terjadi karena transisi spontan dari tingkat 2 ke tingkat dasar (1) ini
biasanya berupa fluoresensi. Bila radiasi (cahaya) yang mengeksitasi itu cukup kuat,
maka dapat terjadi lebih banyak atom di tingkat 2 daripada di tingkat dasar yaitu

pembalikan populasi elektron (population inversion). Foton yang diemisikan secara
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spontan dalam kristal akan menstimulasi radiasi tambahan, dan emisi terstimulasi
seperti ini berpadu dengan emisi spontan. Hasil perpaduan semacam inilah yang

menghasilkan sinar laser berintensitas tinggi dan monokromatik.

2.1.4 Interaksi laser dengan jaringan

Interaksi laser dengan jaringan perlu dipertimbangkan dengan serius karena
kémponen jaringan sangat kompleks. Energi laser yang jatuh pada jaringan hidup
apakah berupa kultur jaringan maupun sebagai bagian makhluk hidup akan memberi
reaksi biologis. Reaksi biologis yang terjadi tergantung dafi jenis jaringan, keadaan
jaringan dan besaran energi laser. Pada waktu foton sinar laser bertumbukan dengan
jaringan akan timbul peristiwa yaitu absorbsi yang merupakan transformasi energi
serta scattering yang merupakan hamburan sinar. Sinar yang diabsorbsi oleh jaringan
mengalami interaksi dengan cara sebagai berikut

1. Eksitasi ikatan elektron dalam biomolekul dan atau

2. Eksitasi berbagai atom ke tingkat osilasi yang lebih tinggi satu sama lain

3. Rotasi atau perputaran biomolekul secara keseluruhan atau bagian dari

biomolekul oleh rangsangan elektromagnetik yang berasal dari pancaran

sinar yang mendadak (Baxter, 1994).
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LIGHT ENERGY

Gambar 2.3 : Absorbsi sinar laser oleh biomolekul
(Baxter, 1994)
a. eksitasi ikatan elektron biomolekul
b. eksitasi ke tingkat osilasi yang lebih tinggi
c. rotasi biomolekul (biomolecule)

Melalui penelitian jaringan didapat dua macam efek laser terhadap sel
Pertama, efek positif atau stimulasi yang berarti terjadi respons peningkatan
pertumbuhan atau fungsi sel. Kedua, efek negatif atau supresi yang berarti terjadi
respons hambatan pertumbuhan sel. Pada rangsangan awal, umumnya energi laser
meningkatkan pertumbuhan sel dan pada pertambahan energi justru menghambat

pertumbuhan sel. Menurut Karu (1998), bila suatu sistem biologis yang komplek

seperti sel darah yang dipapar laser, maka efek penyinaran baik dari segi besarnya




reaksi atau keadaan responsnya sangat tergantung pada fisiologi jaringan yang
terpapar. Tidak semua sel dalam jaringan atau kultur sel bereaksi dengan cara yang
sama, tidak semua fungsi sel dapat teraktivasi. Dengan demikian, paparan sinar laser
pada sel dapat berupa stimulasi atau penghambatan bahkan dapat menyebabkan
destruksi sel. Namun, sampai saat ini penentuan phoioaccepfor belum dapat
diidentifikasi.

Didapati 3 model interaksi penggunaan laser pada jaringan keras yaitu laser
tidak diserap jaringan (model 1), laser diserap banyak oleh jaringan (model 2) dan
laser diserap banyak oleh jaringan dan fluida medium (model 3).

Model 1 menggambarkan jaringan keras dan fluida tidak mengabsorbsi energi
laser, dan energi dipindahkan secara langsung pada jaringan sekitarnya.

Pada model 2 terjadi serangkaian proses interaksi yaitu dimulai dengan
penetrasi sinar laser dan energi ke dalam lapisan pertama dentin, diikuti dengan
timbulnya panas dan ekspansi sehingga lapisan dentin pertama mengalami porositas
tinggi yang mengakibatkan penetrasi air di dalam lapisan tersebut sehingga dikatakan
lapisan dentin pertama ini rrlengalami karbonisasi. Dengan adanya temperatur yang
sangat tinggi dengan konduktivitas termal k = 9,34 x 10° W/cm® C maka terjadi
penguapan air dalam dentin yang terkarbonisasi. Tekanan uap air yang tinggi ini
mengakibatkan terjadinya ledakan-ledakan lembut dalam lapisan yang terkarbonisasi,
yang kemudian terpecah-pecah dan terlepas sehingga lapisan terkarbonisasinya habis.
Pada akhir proses ini akan dihasilkan permukaan dentin yang belum terkena laser,

kemudian prosesnya berulang. Model 2 ini terjadi pada saat melakukan preparasi
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email atau dentin gigi untuk membuang jaringan karies dengan menggunakan laser
daya tinggi. |

Pada penelitian ini, interaksi laser GaAlAs terhadap jaringan pulpa gigi dan
jaringan dentin mengikuti model 1. Dalam hal ini sinar laser yang dijatuhkan péda
dentin akan sedikit atau bahkan tidak diabsorbsi secara bermakna oleh dentin sebagai
jaringan keras, tetapi langsung diteruskan ke jaringan sekitarnya yaitu jaringan lunak

dalam tubuli dentin dan ruang pulpa gigi.

2.2. Jaringan Keras Dentin

Dentin yang telah terbentuk sempurna kurang lebih terdiri dari 65% bahan
anorganik, yang hampir seluruhnya dalam bentuk kristal hidroksiapatit. Kolagen
menempati 20% jumlah keseluruhan dentin. Sitrat, kondroitin sulfat, laktat, lemak,
protein lain vang tidak ten'nasuk kolagen menempati kurang lebih 2 %. Sedangkan air
menempati 13% dari berat keseluruhan dentin. Bila ditinjau dari segi volume dentin,
maka 45% terdini dari bahan an-(;rganik, molekul organik menempati 33% dan air
sebanyak 22%. -Pad_:; dentin gigi ;nanusia, 20% sampai 30% dari volume dentin terdiri
dari tubuli dentin. Di dalam tubuli ini terdapat odontoblas. Proses mineralisasi dentin
dimulai dengan akumulasi kﬁgtal kalsium fosfat pada predentin. Tubuli dentin
terbentuk mengelilingi proses odontoblas, sehingga mengisi keseluruhan lebar dentin
secara transversal dari DEJ (Dentino-enamel junction) atau DCJ (Dentino Cemental
Junction) sampai ke pulpa. Tubuli dentin bentuknya semakin melebar bila jaraknya

mendekati atap pulpa. Pada jarak 1 mm dari atap pulpa maka rerata jumlah tubuli
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dentin sama dengan 38.000/mm” dengan rerata besarnya diameter setiap tubulus yaitu
1,6 um. Pembatas yang mengelilingi bagian luar tubuli disebut peritubular dentin,
sedangkan pemisah antara satu tubulus dengan tubulus lainnya disebut intertubular

dentin (gambar 2.4).

Peritubula:
dentin

Intertubular
Jdentin

6cmino|
tubule

Gambar 2.4 : Diagram menggambarkan peritubular dan intertubular dentin
(Cohen, 1994)
Matrik peritubular dentin berbeda dari intertubular dentin yang secara relatif
mempunyai fibril kolagen lebih sedikit dan proteoglikan sulfat yang lebih banyak.
Intertubular dentin berada diantara lingkaran peritubular dentin, terdiri dari fibril

kolagen dengan diameter 500 sampai 1000 A
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Telah disebutkan bahwa dentin juga terdiri dari air. Cairan bebas menempati -

kurang lebih 22% volume dentin. Cairan ini dapat keluar diantara odontoblas ke
dalam tubulus dentin dan bahkan keluar ke email. Produk bakteri dapat masuk ke
dalam cairan dentin sebagai akibat karies. Reaksi inflamasi telah terjadi di dalam
pulpa jauh sebelum karies menembus jaringan pulpa. Hal ini menunjukkan bahwa
produk bakteri mencapai pulpa melatui tubuli dentin.

Pada gigi yang pulpanya telah diambil. maka bakteri akan masuk ke dalam
ruang pulpa dalam waktu yang relatif singkat. Hal ini kemungkinan ada kaitannya
dengan pertahanan dari cairan dentin dan prosesus odontoblas dalam tubuli gigi yang

masih vital (Brannstrom, 1981).

2.3 Jaringan Pulpa
Jaringan pulpa terdiri dari stroma jaringan ikat sangat vaskular, berada di dalam
rongga yang dikelilingi oleh dentin (gambar 2.5). Ukuran ruang pulpa pada gigi orang

yang usianya muda lebih besar bila dibandingkan pada usia yang lebih lanjut.

o 2w s

SURABAYA
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2.3.1 Sistem sirkulasi
a. Sistem sirkulasi darah
Sistem sirkulasi darah di dalam pulpa merupakan mikrosirkulasi yang
berfungsi untuk membawa nutrisi dan oksigen ke jaringan pulpa dan
membuang produk sisa metabolisme dari jaringan. Jaringan pulpa mendapat
aliran darah melalui foramen apikal yang terdapat di bagian ujung akar.
Mikrosirkulasi jaringan pulpa terdiri dari pembuluh darah arteriol yang
masuk foramen apikal bersama-sama serabut syaraf sensorik dan simpatis.
Setelah pembuluh darah memasuki ruang pulpa, dinding pembuluh darah
secara fisiologik dapat memperlambat aliran darah, sehingga dapat memiliki
kesempatan yang leluasa untuk membagikan nutrisi dan pertukaran
metabolisme. Sistem sirkulasi darah di dalam pulpa terdiri dari banyak
pembuluh darah kecil yang berdiameter 100 um untuk arteriol dan 200 um
untuk venule. Susunan kapiler di bagian mahkota berbeda dengan di bagian
akar. Kapiler di bagian mahkota lebih padat daripada di bagian akar, dan
lebih banyak terdapat di bagian sub odontoblas. Sedangkan di bagian sentral
terdapat pembuluh darah yang lebih besar. Sistem sirkulasi di dalam
jaringan pulpa pertama-tama berasal dari vena kava darah mengalir ke
artrium kanan, kemudian darah dipompakan ke ventrikel kanan, dan melalui

arteri pulmonalis menuju ke paru-paru. Di dalam paru-paru darah menerima
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oksigen, kemudian melalui vena pulmonary darah menuju jantung. Dari
jantung menuju ke artrium kiri dan dipompakan melalui ventrikel kir
menuju aorta. Dari aorta ini darah dibagi-bagikan ke pembuluh-pembuluh
darah kecil atau arteriol. Demikian seterusnya arteri mensuplai pulpa gigi,
dimana pertama-tama dari alveolar posterior superior, infra orbita, dan
alveolar inferior dari arteri maksilaris interna. Aliran darah akan kembali ke
jantung melalui pembuluh darah vena. Pembuluh darah vena pada pulpa
bersama-sama dengan vena-vena tubularis, dari pleksus pterigoid darah

mengalir ke vena internal maksilaris yang terus ke jantung (gambar 2.6).

. Sirkulasi limfe

Di dalam jaringan pulpa juga terdapat sistem sirkulasi limfe. Cairan limfe
dialirkan melalui pembuluh limfe, yang mempunyai jumlah cairan yang
sama dengan pembuluh darah. Pembuluh limfe mempunyai dinding yang
tipis, dengan bentuk lumen yang tidak teratur, dan pada umumnya
pembuluh limfe berada dekat dengan daerah sub odontoblas. Aliran limfe
ini berfungsi sebagai pertahanan tubuh terhadap rangsangan dari luar atau

antigen.
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Gambar 2.6 : Sirkulasi darah pada jaringan pulpa gigi
(Cohen, 1994).




2.3.2

Morfologi Ruang Pulpa
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Morfologi ruang pulpa terbagi menjadi 3 bagian yaitu lapisan odontoblas,

daerah yang banyak mengandung sel dan daerah yang sedikit mengandung sel, seperti

terlihat pada gambar 2.7 (Rensburg, 1995).

Dentin

QOdontoblast process
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oo = = Arterniole

Gambar 2.7 : Susunan odontoblas dalam ruang pulpa
{Cohen, 1994).
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a. Lapisan Odontoblas
Lapisan terluar pada pulpa adalah lapisan odontoblas. Lapisan ini
berdekatan dengan predentin. Prosesus odontoblas terletak di dalam tubuli
dentin, yang terutama tersusun dari odontoblas. Kapiler dan serat syaraf
dapat ditemukan diantara odontoblas. Prosesus odontoblas bervariasi
tingginya. Bentuk odontoblas lonjong di daerah mahkota gigi, semakin
mendekati foramen apikal berbentuk pipih. Diantara prosesus odontoblas
yang saling berdekatan terdapat hubungan yang spesifik. Spot desmosome
(macula adherens) berada pada bégian apikal sel odontoblas akan
menghubungkan satu odontoblas dengan lainnya dengan ikatan mekanis.
Banyak gap junction memberikan jalur bagi eksitasi elektrik yang dapat
menembus diantara odontoblas. Gap junction dan desmosome juga
menghubungkan odontoblas dengan prosesus fibroblas pada daerah sub
odontoblastik. Tight junction (zonula ocludens) terutama pada bagian apikal

odontoblas yang menentukan permiabilitas lapisan odontoblas.

b. Daerah yang sedikit mengandung sel
Daerah ini terletak berdekatan dengan lapisan odontoblas di bagian
mahkota pulpa dengan 40 pum daerah yang bebas dari sel. Daerah ini

dilalui oleh kapiler darah, serabut syaraf yang tidak bermyelin dan prosesus

fibroblas.




c. Daerah yang banyak mengandung sel
Daerah ini terletak pada daerah sub odontoblastik yang banyak mengandung

fibroblas dan kemungkinan sel imunokompeten.

2.3.3 Komponen Jaringan Pulpa
Bahan dan sel yang menempati ruang pulpa terdiri dari:

a. Odontoblas
Selama dentinogenesis odontoblas membentuk tubulus dentin dan
keberadaannya di dalam tubuli diperlukan untuk mempertahankan
kehidupan jaringan.

b. Fibroblas
Sel ini menghasilkan serat kolagen pulpa fibroblas terutama menempati
daerah yang banyak mengandung sel.

¢. Makrofag
Makrofag jaringan atau histiosit merupakan monosit yang berada di dalam
pembuluh darah, masuk ke dalam jaringan dan berdiferensiasi menjadi
makrofag. Sel ini aktif dalam endositosis dan fagositosis. Makrofag juga
menghasilkan bermacam-macam bahan termasuk interleukin-1 dan sitokin
lainnya.

d. Sel dendrit

Sel ini terdistribusi dalam jaringan ikat termasuk jaringan pulpa.

Mempunyai daya fagositik yang lebih lemah dibandingkan sel lain.




2.3.4 Fungsi pulpa

1. Fungsi formatif yaitu membentuk dentin

2. Fungsi nutritif memberikan nutrisi dentin yang dilakukan oleh sel
odontoblas. Bila dibandingkan dengan jaringan lain di dalam tubuh,
tingkat konsumsi oksigen pulpa lebih rendah karena komposisi seluler
pulpa relatif lebih sedikit. Beberapa bahan seperti kalsium hidroksida,
amalgam dapat menghambat konsumsi oksigen (Cohen, 1994)

3. Fungsi sensori. Pulpa mengandung serabut saraf sensoris yang tidak hanya
masuk ke dentin tetapi juga mengatur aliran darah yang melalui kapiler di
dalam pulpa

4. Fungsi pertahanan. Pulpa mengandung sel yang diperlukan untuk

pertahanan terhadap jejas yang masuk melalui tubuli dentin.

2.3.5 Klasifikasi kelainan jaringan pulpa

a. Menurut Smulson (1984), kelainan jaringan pulpa dapat dibagi menjadi :
1. Pulpitis reversibel
2. Pulpitis ireversibel
3. Pulpa nonvital, eksudatif
4. Pulpa nonvital, dehidratif

b. Menurut Grossman, 1988.
Kelainan pulpa dibagi menjadi :

1. Pulpitide (inflamasi)
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a) Reversibel
1) Simptomatik (akut)
2) Asimptomatik (kronis)
b) Ireversibel
1) Akut
(a) Respons abnormal terhadap rangsang dingin
(b) Respons abnormal terhadap rangsang panas
2) Kronik
(a) Asimptomatik, pulpa terbuka
(b) Pulpitis hiperplastik
(c) Resorpsi interna
2. Degenerasi puipa
a) Kalsifik (didiagnosis secara radiografik)
b) Perubahan lain (didiagnosis secara histopatologik)
3. Nekrosis
¢. Menurut Harty (1990)
Kelainan pulpa dapat dibagi menjadi :
1. pulpitis reversibel
2. pulpitis ireversibel
3. nekrosis pulpa
Penentuan keadaan pulpa dalam praktek klinik ditentukan dengan pemeriksaan

subyektif dan obyektif.




2.4 Respons Imun pada Pulpa

Pulpitis merupakan radang atau inflamasi jaringan pulpa. Penyebab pulpitis
dapat berupa jejas mekanik, kimiawi, mikroorganisme. Respons imun dapat timbul
bila jejas berupa imunogen masuk ke dalam tubuh.

Pulpitis sering diakibatkan oleh karies, yang disebabkan oleh beberapa macam
bakteri, terutama Streptococcus mutans. Penelitian yang mengaitkan penetrasi bakteri
dan inflamasi pulpa menyatakan bahwa bila penetrasi mencapai 1.1 mm belum
menimbulkan perubahan inflamasi yang bermakna, sedangkan penetrasi yang
mencapai 0,5 mm di atas atap pulpa, menimbulkan keadaan ireversibel (Seltzer, 1988,
Hahn, 1992).

Pada pulpitis reversibel, keradangan pulpa masih ringan sampai sedang
sehingga respon imun mampu mengatasi dan keadaan pulpa kembali ke normal bila
jejas telah dihilangkan (Smulson, 1984, Grossman, 1988).

Ada dua bentuk ketahanan tubuh, yaitu ketahanan tubuh bawaan (innate
immunity) dan ketahanan tubuh adaptif (acquired immunity). Perbedaan prinsip kedua
sistem imun tersebut spesifik dan memori imunologik serta amplifikasi (Abbas,
1994).

Respons imun juga terbagi dalam beberapa fase. Masa tenang atau masa laten
adalah waktu antara kontak dengan imunogen dan awal ditemukannya antibodi dalam
sirkulasi, yaitu pada manusia memerlukan waktu sekitar satu minggu. Dalam periode
ini terjadi aktivitas limfosit T dan limfosit B, disebut Lag phase, digambarkan sebagai

garis lurus pada gambar 2.8 (Sigal, 1994).
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Gambar 2.8 : Respons imun primer dan sekunder
(Stites, 1997).

Antibodi dalam sirkulasi kemudian cepat bertambah jumlahnya. Periode ini
disebut fase eksponensial yang digambarkan dengan garis menanjak. Setelah
beberapa saat jumlah antibodi menjadi konstan. Hal ini disebabkan adanya
keseimbangan sintesis dan degradasi antibodi. Fase ini digambarkan sebagai garis
lurus, disebut steady state phase.

Declining phase terjadi karena degradasi antibodi sedemikian tinggi, sehingga
melebihi sintesis antibodi menurun. Keadaan ini merangsang pengendalian respons
imun, sehingga sintesis antibodi bertambah. Fase ini disebut declining phase yang
pada gambar ditunjukkan sebagai garis menurun.

Bila ada imunogen yang sama masuk lagi setelah respons imun primer, maka
akan terjadi respons imun sekunder. Pada respons imun sekunder, fase laten lebih
pendek, disebabkan telah terbentuk limfosit memori yang mengenal imunogen

tersebut. Dalam fase eksponensial respons imun sekunder, jumlah antibodi lebih
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banyak. Perpendekan fase laten dan perpanjangan fase steady state pada respons
imun sekunder merupakan bukti adanya amplifikasi pada respons imun.

Respons imun terutama tergantung pada tiga tipe sel, yaitu makrofag, sel T
dan sel B (Hokama, 1982, Bergenholtz, 1990, Stites, 1991, Cohen, 1994). Ketiga sel
tersebut saling berinteraksi satu sama lain, baik secara langsung maupun melalui
interleukin. Selain itu, juga berkaitan dengan sistem inflamasi misalnya dengan

sistem komplemen.

2.4.1 Makrofag
Menurut fungsinya, makrofag dapat dibagi menjadi 2 golongan, pertama
sebagai fagosit profesional dan kedua sebagai antibody presenting cell (APC).
a. Fagosit profesional
Monosit dan makrofag mengandung aparat Golgi yang kompleks dan
lisosom vyang diperlukan untuk pemusnahan secara intraseluler.
Perlahapan dan perlekatan oleh monosit dan makrofag dipermudah
melalui reseptor permukaan untuk fraksi Fc dari Ig G dan komplemen
seperti C3p pada permukaan sel. Monosit dan makrofag dapat diaktifkan
oleh macrophage activating factor (MAF) yang dilepas oleh sel T yang
tersensitisasi. Selain itu, monosit dan makrofag dapat melepaskan bahan-

bahan seperti komplemen (gambar 2.9).
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Gambar 2.9 : Fagosit profesional
Peningkatan fagositosis akibat opsonisasi lisis kuman
dengan bantuan komplemen dan lisosom
(Hill, 1980).

. AP

Sebagian besar imunogen harus diproses dahulu oleh APC sebelum dapat
dikenal oleh limfosit. Keadaan tersebut harus dicapai karena sel T sebagai
pengatur penting respons imun memerlukan pengenalan terhadap

imunogen dalam bentuk kompleks MHC-antigen (gambar 2.10).

MACROPHAGE
an:igen-presen‘.&ng
cell (APC)

Gambar 2.10 : Makrofag sebagai antigen presenting cell (APC)
(Stites, 1997)



2.4.2 Aktivasi sel Th
Sel 7Th (Thelper) memegang peranan utama untuk mengaktivasi sel efektor
yaitu sel 7 (Zcyfotoxic) dan sel B yang akan menghasilkan antibodi. Aktivitas sel 7/

telah dimulai sejak awal jalur respons imun (gambar 2.11).

MHC 1l
molecules
Tt
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antigens anc other growth and

difierentiation factors

Gambar 2.11 : Aktivasi Sel 75 (Stites, 1997)

Aktivitas ini memerlukan minimal dua faktor. Pertama, pengikatan 7CR (reseptor sef
T untuk antigen) dengan kompleks antigen MHC kelas II pada APC. Kedua, adanya
interleukin-1 (IL-1), suatu protein terlarut yang dihasilkan oleh APC. Makrofag
menghasilkan IL-1 lebih banyak bila dibandingkan dengan sel B, oleh karena itu
mampu mengaktivasi sel T-perawan (Virgin I-cell). Kedua faktor tersebut juga
merangsang timbulnya reseptor untuk limfokin lain yaitu untuk IL-2. Juga

merangsang produksi faktor pertumbuhan dan diferensiasi sel (sitokin) yang penting
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untuk merangsang sel B dan mengaktivasi makrofag. Dengan adanya IL-2 ini maka

respons yang telah dimulai oleh kontak sel 7/ dan APC dapat ditingkatkan.

2.43 -Aktivasi sel T¢

Sel 7t (Tcytotoxic) dirangsang oleh sel 7/ . Sel 7¢ dapat dibedakan dengan
sel 7/ dengan adanya CD8 untuk sel 7~ dan CD4 untuk sel 7/ . Molekul protein CD4
pada sel 7h berkaitan dengan MHC kelas I1 dan CD8 pada sel 7;- dengan MHC kelas
I pada APC. Sel 7¢ juga memerlukan dua faktor untuk aktivasinya. Pertama, adanya
interaksi reseptor antigen sel T dengan suatu kompleks epitop antigen dengan MHC
kelas I pada sel sasaran. Kedua, IL-2 yang dihasilkan oleh sel 7% yang teraktivasi.
Selanjutnya, sel 7 yang aktif akan melepaskan sitokin untuk memusnahkan sel

sasaran (Gambar 2.12).

TCR 2R
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triggered) TCA ,'/’3.“‘\
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Gambar 2.12 : Aktivasi sel 7¢ (Stites, 1997)
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2.4.4 Aktivasisel B

Produksi antibodi memerlukan aktivasi limfosit B dan diferensiasi rﬁenjadi sel
plasma yang dapat menghasilkan antibodi. Untuk aktivasi dan diferensiasi sel B
memerlukan tiga faktor. Faktor pertama, diberikan oleh adanya imunogen. Faktor
kedua dan ketiga oleh sel 7/ dengan urutan kejadian sebagai berikut.

Pada saat sel 74 teraktivasi, maka sel B diaktivasi oleh imunogen melalui
reseptor antigen, yang nantinya merupakan ikatan pada membran setelah antibodi
disekresikan. lkatan antigen diikuti dengan endositosis kompleks antigen reseptor,
yang dapat mengaktivasi sel B. Tetapi faktor ini belum memadai sehingga
memerlukan faktor dari 7. Mulai tampak jelas keterkaitan sel T dan sel B dalam
suatu respons imun. Sel 7h yang telah teraktivasi akan mengeluarkan limfokin
(BCGF dan BCDF) sebagai dua faktor yang mengaktivasi sel B. BCGF (B-cell
growth factor) bertanggung jawab untuk proliferasi sel B setelah berkaitan dengan
imunogen. BCDF (B-cell differentiation factor) bertanggung jawab terhadap

diferensiasi sel B menjadi sel plasma yang menghasilkan antibodi (gambar 2.13).

prolifaraticn

progeny

Ig AQ receplcrs

Gambar 2.13 : Jalur aktivasi sel B (Stites, 1997)




35

2.4.5 Aantibodi
Antibodi adalah bahan larut digolongkan dalam protein yang disebut globulin
dan sekarang dikenal sebagai imunoglobulin. Imunoglobulin (Ig) dibentuk oleh sel

plasma yang berasal dari proliferasi sel B akibat adanya kontak dengan antigen

(gambar 2.14).

Fab

-

Fc

Fab

Gambar 2.14 : Rumus bangun dasar imunoglobulin
A = rantai berat
B = rantai ringan (Baratawidjaja, 1991)

Dua fragmen tetap pada Ig yang memiliki sifat antibodi dan dapat mengikat
antigen secara spesifik disebut Fab (fragmen . antigen binding) dan yang tidak
mengikat antigen disebut Fc (fragmen crystalizable). Semua molekul imunoglobulin
mempunyai 4 rantai polipeptida dasar yang terdiri dari 2 rantai berat dan 2 rantai
ringan yang identik serta dihubungkan satu sama lain oleh ikatan disulfida. Dua

jenis rantai ringan (kappa dan lambda) terdiri dari 230 asam amino serta jenis rantai
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berat yang tergantung pada kelima jenis imunoglobulin yaitu Ig G, IgM, Ig D, Ig A

dan g E.

a.

Imunoglobulin M (Ig M)

Ig M adalah antibodi pertama yang dibentuk dalam respons imun. Nama
M berasal dari makroglobulin. Sebagian besar sel B mengandung Ig M
pada permukaannya sebagai reseptor antigen. Ig M dibentuk lebih dahulu
pada respons imun primer dibandingkan dengan Ig G, oleh karena itu
kadar Ig M yang tinggi merupakan petunjuk adanya infeksi dini.
Imunoglobulin G (Ig G)

Ig G dan komplemen bekerja sama sebagai opsonin pada pemusnahan
antigen. Ig G memiliki sifat opsonin yang efektif karena sel-sel fagosit,
monosit dan makrofag, mempunyai reseptor untuk fraksi Fc dari Ig G
sehingga dapat mempererat hubungan antara fagosit dengan sel sasaran.
Opsonin dalam bahasa Yunani berarti menyiapkan untuk dimakan.
Selanjutnya proses opsonisasi tersebut dibantu oleh reseptor untuk

komplemen pada permukaan fagosit.

2.5 Perkembangan Aktivasi Sel Th

2.5.1 Aktivasisel Th

Sel 7h ditandai dengan adanya molekul CD4 di permukaan sel (CD4").

Molekul CD4 ini dapat mengikat molekul MHC II yang terdapat pada limfosit

B, makrofag atau sel pemapar antigen (antigen presenting cell, APC) lain.
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Riseptor sel T (7 cell receptor, TCR) pada sel 7h dapat mengenali dan
mengikat antigen yang terikat pada MHC /1. Dalam keadaan teraktivasi dapat
dibedakan dua jenis sel 74 yaitu 7h-/ dan 7h-2, keduanya berasal dari sel 7h
yang belum teraktivasi yaitu sel 7h perawan (Virgin Th Cell) atau sel Th naif
(naive Th Cell) atau disebut juga 7h-0. Sel 7h-0 akan berubah menjadi 7h-/
bila dipacu oleh IL-12 sedangkan 7h-2 terbentuk bila sel 74-0 dipacu oleh IL-
4 (Bottomly, 1999). Kedua fenotip 7% berbeda dalam jenis sitokin yang

disekresinya (Sigal, 1994).

2.5.2 Aktivasi sel Th-1

Sel 7h-1 akan terbentuk bila sel 7/ yang belum teraktivasi mengenali dan
kemudian mengikat pada gabungan antigen-MHC I yang terpapar pada permukaan
makrofag atau APC lain. Pengikatan tersebut merangsang sekresi IL-12 oleh
makrofag sehingga terbentuklah fenotif 7/4-/ (Bottomly, 1999). 7h-/ menghasilkan
sejumlah sitogen antara lain IL-2, IFN-y dan TNF B (Sigal, 1994). IL-2 akan
merangsang proliferasi sel 7A-1. IFN-y (daﬁ TNF B ) merangsang makrofag
mensekresi berbagai senyawa seperti IL-1, TNF o, NO dan O,” (superoksida) yang
dapat membunuh mikroorganisme (Paul, 1993). Sel 7h-7 adalah sel 7/ yang berperan

dalam reaksi imun yang disebut DTH (delayed type hypersensitivity) (Sigan, 1994).
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2.5.3 Aktivasi sel Th-2 dan Limfosit B

Terbentuknya fenotif 7A-2 dimulai dengan pengikatan 7CR sel Th pada
gabungan antigen-MHC [l yang dipaparkan oleh limfosit B. Pengikatan ini
merangsang sekresi IL-4 oleh limfosit dan mendorong perkembangan sel 7/ ke arah
fenotip 7h-2. Fenotip 7h-2 akan mensekresi sejumlah sitokin yang terpenting
diantaranya adalah IL-4, IL-5 dan IL-6. IL-4 akan memacu proliferasi sel 7/4-2 lebih
lanjut. IL-5 (disebut juga B cell growth factor, BCGF ) akan memacu proliferasi sel B
bersama IL-4. 1L-6 disebut juga B cell differentiation factor memacu diferensiasi
menjadi plasmasit (sel plasma) yang menghasilkan imunoglobulin (Alberts, 1989,
Stites, 1991). Sel Th-2 adalah sel 77 yang memacu imunitas humoral (imunitas yang
diperantarai oleh imunoglobulin). Akhir-akhir ini ditemukan bahwa fenotip 7A-2
dapat juga dipicu oleh APC khusus yang disebut DC-2 (Dendritic cell-2) namun
sitokin yang memacunya belum diketahui (Bottomly, 1999) yang jelas DC-2 tidak

mensekresi [L-4.

2.5.4 Aktivasi sel T¢

Sel 7¢ ditandai dengan adanya molekul CD 8 dipermukaan sel (CD 8").
Molekul CD 8 dapat mengikat MMHC-/ yang terdapat pada permukaan semua sel yang
berinti. Aktivasi sel 7c dimulai bila 7CR sel 7c mengenali dan mengikat gabungan
antigen-MHC-I. Pengikatan TCR sel Tc dengan gabungan antigen-MHC-I memicu
sekresi senyawa sitotoksik yaitu perforin (Sigal, 1994) dan fast ligand (Fas L)

(Ashkenazi, 1998). Perforin akan menembus membran sel sasaran sehingga terjadi



39

kebocoran pada membran sel. Akibat kebocoran ini akhirnya menimbulkan sitolisis
(Sigal, 1994). Fas L akan mengikat pada reseptornya yaitu fas dan selanjutnya
memicu kematian sel melalui apoptosis (Ashkenazi, 1998). Proliferasi sel 7¢ dipicu
oleh IL-2 yang antara lain dihasilkan oleh sel 7h-/ tetapi dapat juga dihasilkan oleh

sel 7¢ (Sigal, 1994).

2.6 Hubungan Stres dengan Respons Imun

Istilah stres pada awalnya digunakan untuk menjelaskan paradigma psikologis
namun istilah ini mulai digunakan dalam paradigma biologis pada tahun 1946 oleh
Selye (Mc Cance, 1994, Kaplan, 1995, Zubkova, 1995, Trosko, 1998). Istilah ini
secara luas digunakan untuk menjelaskan respons biologik terhadap situasi yang
mengancam. Selye menemukan suatu hormon sex baru pada saat timbulnya sindrom
biologis stres. Selye menginjeksikan ekstrak ovarian pada tikus, ternyata tindakan
tersebut menimbulkan tiga perubahan struktur yaitu (1) pembesaran kelenjar kortek
adrenal, (2) atropi kelenjar timus dan struktur limfoid lain dan (3) terjadinya
perdarahan ulkus pada duodemum dan perut. Selye menyimpulkan bahwa ketiga
perubahan tersebut merupakan manifestasi sindrom respons yang tidak spesifik
terhadap noxious stimuli (stressor) Perubahan tersebut diduga merupakan general
adaptation syndrome (GAS) yaitu alarm stage, adaptation stage dan berakhir dengan
exhaustion stage. Uraian ini menunjukkan bahwa istilah stres digunakan untuk
menggambarkan respons individu (manusia) atau binatang terhadap stressor

(McCance, 1994). Dalam kurun waktu ini, berbagai penelitian dilakukan untuk
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mengungkap fenomena psikologi dan fisiologi yang berkaitan dengan stres. Dengan
kata lain stimuli emosional atau psikologik berperan atau bahkan menyebabkan
timbulnya gangguan fisik (penyakit), sehingga sekitar tahun 1950 dilaporkan bahwa
faktor psikososial berkaitan dengan penyakit infeksi. Menurut V Riley pada tahun
1981, banyak penelitian yang telah mencermati kaitan stres dengan peningkatan
proses neoplastik dan kerentanan terhadap infeksi mikroorganisme. Kemajuan di
bidang imunologi, endokrinologi dan neurobiologi, merupakan faktor penting yang
mendasari penjelasan terhadap modulasi respons biologis yang merugikan individu
pada saat stres. Kaitan stres dengan penyakit telah lama dipikirkan ilmuwan. Galen
pada tahun 200 M menyatakan bahwa melancholic women mengalami kanker
payudara lebih banyak bila dibandingkan sanguin women (Mc Cance,1994). Namun
untuk dapat menjelaskan mekanisme hubungan seseorang yang stres dengan
peningkatan insiden penyakit memerlukan berbagai studi. Kemajuan imunologi,
endokrinologi dan neurobiologi. Selanjutnya muncul kajian psikoneuroendokrinologi
dan kemudian psikoneuroimunologi.

Pemunculan konsep neuroimunologi diawali oleh lesi hipotalamus yang
terbukti dapat menurunkan fungsi sistem imun pada hewan coba. Istilah
neuroimunologi tersebut dimaksudkan untuk menggambarkan studi tentang modulasi
sistem imun yang diregulasi oleh sistem syaraf (Martin, 1987). Sedangkan konsep
imunoendokrinologi mulai dikenalkan dengan adanya pemikiran bahwa kesenjangan
dengan hipothalamus-pituitary-adrenal ( HPA) axis terdapat lymphocyte-pituitary-

adrenal (LPA) axis. Limfosit dapat menghasilkan ACTH like peptide bila dirangsang
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dengan CRF. Blalock mengajukan pemikiran bahwa sistem imun dan neuroendokrin
berintegrasi dengan sejumlah hormon yang dihasilkan. Perkembangan kedua kajian
tersebut telah mendekatkan fenomena stres dengan peningkatan metastasis dan
kerentanan terhadap infeksi. Kerangka konseptual ini dibangun berdasar atas konsep
modulasi sistem imun melalui HPA axis. Menurut JB Martin pada tahun 1938,
neuroendokrinologi merupakan studi tentang hubungan antara sistem syaraf dengan
sistem endokrin; sedang neuroimunologi merupakan studi tentang reaksi imun yang
melibatkan sistem syaraf pusat dan perifer. Neuroimunologi juga dimaksudkan untuk
memberi nama atau sebutan terhadap studi tentang mekanisme sistem syaraf yang
memodulasi sistem imun. Imunoendokrinologi merupakan studi tentang cara sel
imunokompeten yang dapat memodulasi fungsi endokrin. Semua perkembangan studi
tersebut memunculkan konsep psikoneuroimunologi, yang digunakan untuk
menjelaskan peningkatan proses neoplastik dan kerentanan infeksi pada individu
(manusia) yang stres (Martin,1987). Sebagai contoh, banyak peneliti yang bertujuan
untuk menghubungkan antara bentuk stres dan proses neoplastik.” Fakta ini menjadi
dasar perkembangan awal kajian psikoneuroimunologi yang terbentuk sebagai
interaksi imunologi, endokrinologi dan neuroimunologi. Hasil penelitian pada
binatang coba menunjukkan bahwa sel kanker berkembang baik pada individu
dengan immune surveillance yang dirusak. Sebaliknya, sel kanker dapat mengalami
regresi spontan pada individu yang mengalami perbaikan immune surveillance.
Immune surveillance merupakan kegiatan imunologik yang melindungi tubuh dari

penyakit, jadi pada dasarnya immune surveillance merupakan respons imun yang



menguntungkan tubuh. Penurunan immune surveillance tersebut dimungkinkan
dengan adanya stres. Dengan demikian dapat dikatakan bahwa individu yang stres
maka sistem imunnya terimbas. Stres mengaktifkan sistem hipofisis-adrenal.
Pengaktifan ini terutama melalui neuropeptida hipotalamus yang disebut
corticotropin releasing factor (CRF). CRF akan mengaktifkan  hipofisis
mengeluarkan adrenocorticotropin (A CTH) Bahan ini akan memicu kelenjar adrenal
menghasilkan kortisol. ACTH dan kortisol telah diakui sebagai indikator stres, karena
keduanya dapat menurunkan immune surveillance Keadaan ini akan menguntungkan
perkembangan penyakit yaitu bagi sel kanker. Sekresi kortisol diatur oleh ACTH.
Selain ACTH , sekresi kortisol juga dipengaruhi oleh rangsangan syaraf dan otak
sebagai respons terhadap stres. Peran ACTH pada sekresi kortisol terjadi melalui
interaksi antara hipotalamus-pituitary- kortek adrenal (HPA-axis).

JB Martin pada tahun 1938 menyatakan bahwa, awal pemunculan pemikiran
yang mendasari lahirnya konsep psikoneuroimunologi adalah (1) keadaan emosi yang
menentukan fungsi imun, dan (2) stres yang dapat meningkatkan kerentanan infeksi
dan karsinoma. Pada individu tingkat tinggi maka personality, behavior, coping style,
emosional state berperan pada modulasi fungsi sistem imun (Martin, 1987). Berbagai
penjelasan terhadap konsep psikoneuroimunologi terus berlanjut, semuanya
dimaksudkan untuk menggambarkan pengertian istilah psikoneuroimunologi.
Menurut R Ader pada tahun 1975, walaupun sejauh ini belum ada konsep yang
memuaskan, namun dari berbagai kajian penelitian telah diketahui bahwa biological

basic of psychoneuroimmunology banyak diperoleh dari study of behavior, stress



and immune system (Riley,1981) Pelletier dan Herzing pad tahun 1988,
mendefinisikan psikoneuroimunologi sebagai ilmu yang mempelajari interaksi
kesadaran, otak dan susunan syaraf pusat serta ketahanan tubuh terhadap infeksi dan
pembelahan sel yang tidak normal (Mc Cance,1994). Berdasar definisi tersebut maka
istilah psikoneuroimunologi banyak dipahami untuk menggambarkan suatu area
kajian.

Pencermatan terhadap konsep yang mengkaitkan berbagai bentuk stres dengan
peningkatan proses neoplastik dan kerentanan infeksi bersumber pada péncermatan
behavior, memunculkan present perspective in stress and immunocompetent
corelation (Putra,1999). Perspektif V Riley tersebut menunjukkan bahwa komposisi
utama yang merupakan basic biological concept of psychoneuroimmunology, yang
akan menjadi dasar behavioral medicine, adalah stress immunocompetent system.
Dengan demikian maka konsep psikoneuroimunologi yang paling mendasar adalah
behavior of stress immunocompetent system atau basic biological concept of
psychoneuroimmunology  adalah modulation of stress immunocompetent system
(Riley, 1981). Konsep ini telah digunakan pada penelitian pengaruh alkil benzen
sulfonat dalam deterjen terhadap respons imun mukosa usus mencit (Sriwahyuni,
1999).

Mengikuti perkembangan konsep stres, pemahaman dan definisi stres ikut
berkembang pula . Ostell, tahun 1991 menyatakan stres sebagai konsep transaksional
atau interaksional yang lebih menekankan sebagai suatu peristiwa yang timbul

apabila seseorang berhubungan dengan situasi dalam cara tertentu. Dalam hal ini
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vang lebih penting adalah bagaimana cara menanggapinya atau reaksinya terhadap
situasi tersebut.

Perkembangan konsep psikoneuroimunologi yang lebih terfokus pada
behavior of stress immunocompetent system (immune system) telah membuka peluang
terhadap berbagai penelitian terhadap siress cell. Sejak terungkapnya siress protein
maka perkembangan penelitian szress cell semakin berkembang. Sejak saat itu pula
penggunaan istilah stres tidak lagi hanya berlaku untuk individu tingkat tinggi yang
kompleks, tetapi juga digunakan untuk menggambarkan respons organ, sistem, sel
terhadap stressor. Hal ini ditunjukkan dengan suatu penelitian yang menggunakan
stimuli stres terhadap kontek adrenal. Stres akan menimbulkan perubahan biokimia
organ ini dalam upaya merespon signal dari hipotalamus sehingga mengeluarkan
sejumlah corticosterone. Stres juga dialami oleh sel. Pada adrenalectomy, jejas pada
organ limfoid menyebabkan terganggunya sel B dan sel T organ tersebut
(Panerai, 1997).

Pada penelitian stress cells banyak ditemukan berbagai substansi yang
mengisyaratkan sel tersebut mengalami stres, yang disebut swress signaling
substances yang terbentuk sebagai stress cell response. Sel endotel yang terpapar
heat shock (stressor) akan menghasilkan heat shock protein (HSP)-72. Protein ini
dapat mencegah proses nekrosis pada sel endotel (Wang, 1995). Penelitian dengan
menggunakan laser He-Ne menyatakan tidak terbentuk Hsp pada desmodontal
maupun fibroblast tikus (Hashieh, 1997). IL-4 yang diproduksi oleh limfosit

Thelper-2 dapat memperlambat apoptosis pada neutrofil, karena IL-4 merangsang
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sintesis RNA dan mengaktifkan penyusunan kembali neutrophil cytoskeletal (Girard,
1997). Uraian terhadap berbagai hasil penelitian pada stress cell tersebut
menunjukkan bahwa pada stress cell terjadi stress signaling substances yang dapat

meneruskan signal ke sel lain.

2.7 Dampak Penyinaran Laser Daya Rendah Terhadap Sistem Imun

Penyinaran laser daya rendah dapat menimbulkan beberapa akibat yang
menguntungkan, antara lain: penyembuhan luka, perbaikan jaringan, menghambat
peradangan, memicu proliferasi dan diferensiasi sel serta memacu sistem imun.

Penyinaran laser daya rendah dapat memicu proliferasi dan diferensiasi sel
imunokompeten namun bagaimana mekanismenya masih belum jelas. Salah satu
mekanismenya adalah melalui pacuan terhadap sekresi sitokin oleh sel-sel imun.
Penyinaran dengan  menggunakan laser He-Ne terhadap peripheral
bloodmononulcear cell (PBMC) diketahui dapat meningkatkan sekresi sejumlah
sitokin yaitu IL-1 alfa, [L-2 TNF alfa dan IFN gamma.

PBMC adalah sel-sel darah yang merupakan campuran dari monosit, limfosit ,
limfosit T dan sel NK (natural killer). Monosit merupakan pendahulu precursor dari
makrofag dan sejumlah APC lain. Tidaklah jelas sel mana yang menghasilkan sitokin
tersebut. IL-2 dan INF gamma diketahui dihasilkan oleh sel 7A-/ sedangkaﬂ TNF alfa
dan IL-1 alfa diketahui dihasilkan oleh makrofag yang terangsang oleh INF gamma.
IL-2 juga dihasilkan oleh sel 7c. Selain itu IL-2 juga dapat merangsang proliferasi sel

Th-1 dan Tc. Penelitian Passarella (1985) menunjukkan bahwa penyinaran dengan
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laser He-Ne terhadap PBMC meningkatkan pengikatan bakteri sel salmonella pada
limfosit. Jenis limfosit yang dapat mengikat bakteri adalah limfosit B. Ini terjadi bila
imunoglobulin yang dipaparkan pada membran limfosit B mengenali antigenic
determinant yang terdapat pada dinding sel bakteri. Pada penelitian tersebut
ditunjukkan pula bahwa terjadi peningkatan limfosit yang mengikat bakter
(kemungkinan proliferasi limfosit B) serta peningkatan reseptor yang mengikat
bakteri (kemungkinan aktivasi limfosit B). Semua peristiwa ini menunjukkan bahwa
mungkin telah terjadi respons imun humoral yang pada akhirnya akan meningkatkan
kadar imunoglobulin dalam darah. Bakteri yang terikat oleh limfosit B akan
mengalami endositosis dan setelah mengalami pemrosesan dalam lisosom akan
mengeluarkan antigen peptida yang kemudian akan dimunculkan berikatan dengan
molekul MHC II pada permukaan limfosit B. Bila gabungan antigen-MHC II ini
dikenali oleh 7CR sel 7h maka akan dimunculkan fenotip 7h-2 disusul dengan
proliferasi limfosit B dan diferensiasi limfosit B menjadi plasma sel yang mensekresi
imunoglobulin. Dari semua yang diuraikan di atas dapat diduga bahwa penyinaran
laser dapat memicu respons imun seluler (melalui sel 7¢ dan 7A-/) maupun respons
imun humoral (melalui limfosit B dan 7A-2). Kebenaran dugaan ini masih harus
dibuktikan melalui penelitian.

Sejauh ini, beberapa penelitian laser daya rendah menunjukkan keterkaitan

antara laser dan jaringan dengan menggunakan variabel imunologik, menyatakan :
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. dengan menggunakan laser daya rendah terjadi peningkatan aktivitas fagositik
dan kemotaktik lekosit manusia secara in vitro (Ohta, 1987, Kolarova, 1991,
Tadakuma, 1993, Dong, 1996, Kasymov, 1997).

Sifat adhesif makrofag meningkat 2-5x, prosentasi fagosit meningkat 1-3x, Ig A
meningkat 3,5x setelah penyinaran laser pada nonobstruktif bronchitis (Ivaniuta,
1991)

. Laser He-Ne menstimulasi produksi kolagen dan fibroblas bila kekuatannya
1,56 mW, E = 1,2 J/cm2. Penyembuhan kulit manusia tampak setelah 1-2 minggu
(Lyon, 1987, Bednarska, 1998).

. Penyinaran laser He-Ne selama 2 menit meningkatkan gerak fibroblas (Noble,
1992, Hrnjak, 1995 ) dan laser GaAlAs (Pogrel, 1997).

. Dosis laser He-Ne (5-10 J/cm2) akan meningkatkan aktivitas fagositik (Kolarova,
1991)

Selain itu Funk (1992), menyatakan peningkatan kadar sitokin setelah penyina;an
laser He-Ne 30 menit (632,8 nm, 18 J/cm2), sedangkan setelah 60 menit
penyinaran (37,8 J/cm2) kadar sitokin menurun secara bermakna.

. Penggunaan laser GaAlAs diode (60 mW) 1x/hari selama 3-10 menit (10,8 — 36,0
J) dalam 5 hari berturut-turut memberikan efek penghambatan produksi PGE2
dan IL-1b pada ligamen periédontal (Soudry, 1988, Ozawa, 1997).

. Laser GaAlAs yang energinya berkisar antara 2,17-651 mlJ/cm2 pada energi
sekurang-kurangnya 10,85 mJ/cm2 berpengaruh terhadap sistem imun baik in

vitro (pada limfosit manusia) maupun in vivo (proliferasi sel) (Ohta, 1987).
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9. Lee, (1997), Doukas and Flotte (1996) menyatakan bahwa laser menimbulkan
stress wave, yang mempengaruhi permiabilitas membran sel.

10. Zubkova (1995) laser infra red menstimulasi DNA, termasuk transkripsi dan
translasi (Greco, 1989). |

11. Burn (1994), laser GaAlAs dapat untuk sterilisasi kavitas gigi.




BAB3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Laser
(Stressor)

‘

Stress wave

l

Odontoblas (tubuli dentin)

—» Makrofag / APC
Stress Cell

mL-17

v
Y\

THI < THZ

i h¥

Sel T¢ Sel B
Sel target Sel plasma
—— N\
Seluler imunoglobulin
IgG IgM
Humoral

Gambar 3.1 : Skema Kerangka Konseptual Penelitian
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Sinar laser merupakan sfressor karena mengeluarkan sfress wave yang
menimbulkan stres pada pulpa. Stress wave masuk ke pulpa melalui tubuli dentin.
Stress wave ini menyebabkan makrofag di pulpa stres, yang akan meningkatkan
sintesis IL-1 (Yu, 1996; Reale, 1997; Trosko, 1998; Karu, 1998). Selanjutnya
peningkatan IL-1 tersebut akan memodulasi 7helper, sehingga sel tersebut mengalami
perubahan perilaku sebagai 7Thelper-1 dan Thelper-2. Perubahan perilaku Thelper

tersebut akan memodulasi efektor respons imun seluler dan humoral.

3.2 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut :
1. Paparan laser GaAlAs memberikan efek biomodulasi terhadap respons imun
pulpitis reversibel.
2. Paparan laser GaAlAs tidak memberikan efek biomodulasi terhadap respons
imun pulpitis ireversibel.
3. Paparan laser GaAlAs menimbulkan variasi kualitas respons imun pada

pulpitis.




BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengungkap efek biomodulasi laser
GaAlAs terhadap respons imun pulpitis dan merupakan penelitian experimental
randomized post test control group design. Untuk mengetahui efek laser maka
dilakukan paparan laser selama 2 menit dan 5 menit. Perubahan yang diamati adalah
perubahan respons imun dengan pendekatan patobiologis yang berkonsep pada stress
immunocompetent cell yaitu suatu pendekatan berdasarkan atas perubahan respons
imun pulpitis akibat stressor. Adapun prinsip yang harus dipenuhi dalam penelitian
eksperimental, pertama replikasi yaitu sejumiah pengulangan perlakuan yang
dilakukan pada sampel, yang dicerminkan pada besar sampel. Kedua, randomisasi
yang dilakukan pada saat pembagian sejumlah sampel penelitian. Ketiga adanya
kelompok kontrol atau pembanding yang tanpa diberi paparan laser. Penelitian ini
menggunakan dua kelompok sampel yang pembagiannya berdasarkan atas diagnosis
klinik yaitu kelompok pulpitis reversibel dan pulpitis ireversibel. Selanjutnya setiap
kelompok dibagi tiga kelompok secara random, yaitu pulpitis reversibel tanpa
paparan laser, pulpitis reversibel dengan paparan laser 2 menit, pulpitis reversibel
dengan paparan laser 5 menit. Pada pulpitis ireversibel dibagi menjadi tiga yaitu
kelompok pulpitis ireversibel tanpa paparan laser, pulpitis ireversibel dengan paparan

laser 2 menit dan pulpitis ireversibel dengan paparan laser 5 menit.
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Adapun rancangan penelitian adalah sebagai berikut :

/R' L — O
Rev \2: g > 0,
Kj =P 05

Pulpitis
R L, —» O,
Irev i L5 S 05
Ky — O
Keterangan :
Rev : Pulpitis reversibel.
Irev : Pulpitis ireversibel.
L, : Paparan laser selama 2 menit.
Ls : Paparan laser selama S menit.

K; : Kontrol atau pembanding untuk pulpitis reversibel tanpa paparan laser.
K; : Kontrol atau pembanding untuk pulpitis ireversibel tanpa paparan laser.

4.2  Pendekatan

Dalam penelitian ini menggunakan paradigma patobiologis yang berkonsep
pada sel imun yang mengalami stress (stress immunocompetent celly yang berupa
perubahan respons imun secara morfofungsi. Perubahan tersebut dipolakan untuk
mengetahui kualitas respons imun dengan memperhitungkan kontribusi setiap
perubahan variabel respons imun pada aktivitas biologisnya. Uji statistik yang
digunakan adalah multivariat (Manova dan Analisis Diskriminan) karena konsep

tersebut merumuskan interaksi variabel komponen respons imun dalam satu kesatuan.

4.3  Populasi, Sampel dan Unit Analisis
4.3.1 Populasi

Populasi penelitian adalah gigi yang didapat dari penderita dengan kriteria :




1.  Umur 17 — 40 tahun.
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Kesehatan umum baik, ditandai oleh pemeriksaan fisik dan ditunjang

oleh pemeriksaan laboratorium yaitu pemeriksaan darah dan urine

rutin.

Dari penderita tersebut diambil 3 kelompok sampel gigi dengan kriteria

umum :

1. Vital (jaringan pulpa masih berfungsi ditentukan dengan vitalitester),
karies profunda primer.

2. Salah satu gigi 13, 12, 11, 21, 22, 23, 45, 44, 43, 33, 34, 35 untuk

indikasi pencabutan ortodontik dan prostodontik yang mengalami :

1. Pulpitis reversibel

2. Pulpitis ireversibel
4.3.2 Sampel
Sampel penelitian yaitu jaringan pulpa gigi yang didapat dari populasi yang
memenuhi kriteria tersebut diatas.

Estimasi besar sampel (Pujirahardjo, 1993) :

(Za + Zp)o®
8 e

(Xp - Xu)’
Dengan :
n = besarnya masing masing kelompok sampel
Zs = nilai standar normal, yang besarnya tergantung o
Zg = nilainya tergantung yang ditentukan
B = power test
c = varian populasi
Xp = rerata perlakuan
Xk = rerata kelompok kontrol
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Dengan menghitung estimasi besar sampel untuk setiap kelompok berdasarkan pada
variabel IgM, maka didapat n = 8,506 ~ 9.

Hasil perhitungan di atas menunjukkan besar sampel = 9 untuk setiap kelompok.

4.3.3 Unit Analisis
Unit analisis yang digunakan pada penelitian adalah jaringan pulpa yang

diambil dari hasil pencabutan gigi pulpitis akibat karies dengan indikasi pencabutan.

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yang meliputi variabel penggunaan laser selama 2 menit dan
laser 5 menit. Pertimbangan penggunaan laser 2 menit dan 5 menit yaitu bahwa
penggunaan laser selama ini sesuai dengan indikasi yaitu 2 menit. Sedangkan variabel
laser selama 5 menit dipilih karena pada penelitian tentang penyembuhan tendon
dengan laser GaAlAs tersebut tercapai dengan penggunaan laser selama 5 menit

(Kert, 1989).

4.4.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung adalah variabel yang hendak diteliti, merupakan variabel
yang menentukan perubahan respons imun. Variabel tergantung dalam penelitian ini
meliputi makrofag, subset limfosit Thelper CD4", subset limfosit Teytotoxic CD8™,

imunoglobulin M (IgM), imunoglobulin G (IgG). Pertimbangan makrofag sebagai
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salah satu variabel tergantung karena makrofag memegang peran penting dalam
respons imun, yaitu bertindak sebagai pemicu awal berfungsinya komponen respons
imun lainnya. Pertimbangan pemilihan subset limfosit 7helper CD4" yaitu pada
respons imun berfungsi untuk memicu limfosit B agar berdiferensiasi menjadi sel
plasma dan menghasilkan imunoglobulin. Penﬂliﬁan limfosit Teyroroxic CD8” berperan
penting dalam menghancurkan imunogen pada respons imun seluler. Imunoglobulin
yang dipilih yaitu IgG dan IgM. IgG karena berperan aktif dalam pemusnahan antigen
sedangkan IgM terbentuk pada awal reaksi imun primer. IgG dan IgM ini dihasilkan
oleh sel plasma aktif Sel plasma yang aktif ini merupakan diferensiasi limfosit B
yang dipicu oleh limfosit 7helper CD4", kemudian menghasilkan imunoglobulin

tersebut.

4.5  Definisi Operasional

1. Paradigma patobiologis berkonsep stress immunocompetent cell adalah
model berpikir berdasar atas perubahan biologis yang merugikan, yang
tercermin pada modulasi respons imun di jaringan pulpa karena sel
imunokompeten mengalami stres.

2. Pulpitis reversibel, yaitu gigi dengan gigi profunda pada bidang oklusal
atau labial yang pulpanya telah terbuka atau tertutup selapis dentin tipis
maksimal 1 mm setelah ekskavasi, tidak ada rasa sakit spontan, perkusi

dan tekanan negatif, pada Roentgen foto jaringan periapikal normal.
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3. Pulpitis ireversibel, yaitu gigi karies profunda pada bidang oklusal atau labial
yang pulpanya telah terbuka dan ada rasa sakit spontan, perkusi dan tekanan
positif, pada Roentgen foto jaringan periapikal ada pelebaran periodontal
membran.

4. Pola respons imun bulpitis adalah visualisasi kualitas respons imun berdasar
atas model interaksi variabel diskriminan dengan memperhitungkan kontribusi
setiap variabel terhadap modulasi respons imun pada pulpitis yang terpapar

laser GaAlAs.

4.6 Bahan dan Alat Pemeriksaan
4.6.1 Bahan untuk memproses jaringan pulpa
a. Penanaman jaringan pulpa unit analisis
1. parafin digunakan untuk menanam jaringan pulpa fiksasi
2. OCT Compound digunakan untuk menanam jaringan segar
b. Reagen untuk pewarnaan jaringan
1. IMMU STAIN KIT untuk pewarnaan jaringan fiksasi, yaitu
mengamati imunoglobulin ( 1gG, IgM).
2. BECTON DICKINSON KIT untuk pewarnaan jaringan segar yaitu

mengamati makrofag, CD4 dan CD8




4.6.2

Alat untuk pemeriksaan
1. Alat diagnostik gigi meliputi kaca mulut, sonde, excavator, pinset gigi.
chlor aethyl, vitalitester untuk memeriksa vitalitas gigi, alat Roentgen foto

untuk memeriksa jaringan penyangga gigi.

[ 2]

Alat untuk mengeluarkan jaringan pulpa sebagai unit analisis dari gigi
setelah dicabut, digunakan peralatan meliputi dis karborandum, handpiece,
bor, chisel, mallet, excavator dan pinset.

3. Alat untuk pemeriksaan komponen respons imun yaitu mikroskop cahaya

vang dilengkapi dengan graticulae untuk memudahkan perhitungan sel

o

Alat laser dengan ciri . diode 50 mW GaAlAs, panjang gelombang 830

nm, divergen 9° dan ada cahaya petunjuk, Adjustable timer 15-30-60-120

detik.

Gambar 4.1 : Alat laser GaAlAs
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4.7 Tempat Penelitian

Dilakukan pada Puskesmas Pembina Tingkat Kecamatap yaitu Puskesmas
Pembina Jatinegara dan Puskesmas Pembina Matraman di wilayah Suku Dinas
Kesehatan Jakarta Timur. Pemilihan Puskesmas pembina tersebut karena fasilitas
diagnostik yang tersedia sangat menunjang pelaksanaan penelitian agar lebih praktis
baik bagi peneliti maupun bagi penderitanya. Pada Puskesmas tersebut telah tersedia
laboratorium untuk pemeriksaan darah dan urinc lengkap, pemeriksaan Roentgen foto
gigi, poli gigi dan poli umum. Puskesmas Pembina Jatinegara tersebut telah meraih
peringkat I nasional dalam segi pelayanan medis. Setiap Puskesmas tersebut kurang
lebih terdiri dari 13 Puskesmas Tingkat Kelurahan. Jumlah pasien yang berobat ke
poli gigi setiap hari berkisar 50 — 75 orang yang membutuhkan pelayanan
penambalan gigi, pembuatan protesa atau ortodonti. Dengan demikian dimungkinkan

mendapatkan kasus pencabutan gigi vital yang diindikasikan.

4.8  Tahapan Penelitian

4.8.1 Pengambilan Jaringan Pulpa
1. Penentuan jaringan pulpa secara klinis, pulpitis reversibel atau pulpitis
ireversibel berdasarkan gejala subyektif dan obyektif.
2. Pemeriksaan Roentgen foto untuk menentukan keadaan jaringan
periapikal gigi dan kedalaman karies.
3. Memberikan penjelasan pada pasien untuk selanjutnya mengisi formulir

persetujuan dengan persetujuan ijin instansi terkait.




10.
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Pemeriksaan darah dan urin rutin dan pemeriksaan fisik penderita untuk
menentukan kesehatan umum dan homo.genitas sampel.

Pengambilan jaringan karies dengan excavartor lalu diberi | tumpatan
sementara dengan kapas dan cavit.

Penyinaran laser 2 menit atau 5 menit atau tanpa laser secara random,
yaitu 3 hari setelah Roentgen foto.

Penumpatan sementara kavitas gigi dengan kapas dan cavit.

Pencabutan gigi 7 hari setelah penyinaran laser.

Pengambilan jaringan pulpa gigi yaitu setelah gigi dicabut, dengan cara
dibelah menggunakan chise/ dan mallet.

Pembuatan sediaan mikroskopik dengan pemrosesan jaringan segar untuk
limfosit Thelper CD4 dan limfosit Teytotoxic CD8™ dan jaringan fiksasi
untuk IgG dan IgM serta makrofag.

Perhitungan jumlah masing masing sel imun. Dalam perhitungan jumlah
sel, maka dilakukan perhitungan jumlah sel per lapangan pandang dengan
menggunakan graticulae yang dilekatkan mikroskop cahaya pembesaran
400x, pada setiap preparat hasil pewarnaan imunoperoksidase. Untuk
mencapai validitas data maka perhitungan sel dilakukan oleh pengamat 1

(peneliti) dan pengamat 2 (secondary observer).




4.8.2 Pembuatan sediaan mikroskopik

a. Jaringan fiksasi

1.

Jaringan pulpa yang telah difiksir dalam larutan Buffer formalin
minimal 24 jam, dilakukan pemrosesan otomatik, kemudian ditanam
dalam blok parafin.

Blok parafin dipotong setebal 4 um dengan menggunakan mikrotom,
dan irisan parafin dimasukkan dalam water bath dengan suhu 48° C.
Irisan jaringan pulpa ditempatkan pada gelas obyek, dan setelah
mengembang sempurna dimasukkan dalam oven (alat pengering
khusus) dengan suhu 56-60° C siap dilakukan perwarnaan sesuai

dengan komponen yang akan diamati (Prayitno, 1993).

b. Jaringan segar

1.

Jaringan pulpa yang dibungkus aluminium foil dan disimpan dalam
alat pendingin dikeluarkan dan dibuat blok dengan menggunakan
bahan tanam resin merk “OCT Compound” dan dimasukkan ke dalam
mesin cryostat dengan suhu —10° saméai -20° C.

Setelah cairan bahan tanam membeku dan berwarna putih, maka
jaringan sudah siap untuk dipotong.

Tebal potongan dibuat 5-6 um dan diletakkan pada gelas obyek,
kemudian didiamkan dalam udara terbuka selama 15 menit agar bahan

tanam cair.
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4. Pewarnaan dilakukan dengan menggunakan reagen yang sesuai

dengan komponen yang diperiksa.

4.8.3 Perhitungan jumiah masing-masing sel imun (lihat gambar 4.2)
Dalam perhitungan jumlah sel, maka dilakukan perhitungan jumlah sel ﬁer
lapangan pandang dengan menggunakan graticulae vyang dilekatkan
mikroskop cahaya pembesaran 400 x, pada setiap preparat hasil pewarnaan
imunoperoksidase. Untuk mencapai validitas data maka perhitungan sel
dilakukan oleh pengamat 1 dan pengamat 2. Contoh gambar hasil pewarnaan
imunoperoksidase terhadap variabel IgG dan limfosit Thelper CD4~ (Gambar

4.2 dan 4.3).



1 -

Gambar 4.3 : Komponen respons imun limfosit Thelper CD4” (pembesaran 400x)




4.8.4 Tahapan Analisis Data

1.

Untuk melihat homogenitas sampel, dilakukan analisis terhadap hasil
pemeriksaan darah dan urin rutin penderita, dengan uji manova.

Uji konsistensi pengamatan, untuk merigetahui apakah tidak ada
perbedaan antara hasil pengamatan peneliti (pengamat I) dan secondary
observer (pengamat II).

Uji IIDN yang meliputi /ndipendency, Identically dan Normality. Uji ini
dilakukan untuk persyaratan dilakukan analisis multivariat (Manova).

Uji perbedaan antara kelompok sampel dengan menggunakan uji Manova,
untuk melihat adanya perbedaan kelompok pulpitis reversibel tanpa
paparan laser, kelompok pulpitis reversibel yang diberi paparan laser 2
menit dan yang diberi paparan laser 5 menit, pulpitis ireversibel tanpa
paparan laser, pulpitis ireversibel yang diberi paparan laser 2 menit dan 5
menit.

Uji diskriminan untuk menguji variabel respons imun pulpitis yang
merupakan variabel pembeda terkuat (diskriminan) dan mendapatkan nilai
kontribusi (Koefisien Fisher) yang sangat menentukan perbedaan
kelompok sampel.

Pembuatan pola respons imun pulpitis dilakukan uji statistik manova,
untuk mendapatkan kontribusi berdasarkan satu perangkat variabel yang
mempunyai nilai beda besar penafsiran pola berdasar atas kerangka
konseptual digunakan untuk mengungkap mekanisme biomodulasi

GaAlAs terhadap respons imun pulpitis.




4.8.5 Alur Penelitian
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BAB S

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS

Hasil perhitungan jumlah sel yang positif terhadap monoklonal makrofag,
IgG, IgM, limfosit Thelper CD4" dan Tcytotoxic CD8 dengan menggunakan
mikroskop cahaya, maka didapat jumlah setiap variabel respons imun untuk setiap
kelompok pulpitis dan lama penyinaran laser (Lampiran 5). Data ini juga dilengkapi
dengan umur, jenis kelamin penderita ditambah hasil pemeriksaan darah dan urin
rutin penderita. Untuk menyakinkan bahwa semua kelompok anggota sampel diambil
dari populasi homogen , dilakukan uji homogenitas terhadap hasil pemeriksaan darah
lengkap, urin lengkap, kadar glukosa darah puasa / 2 jam pp, pemeriksaan SGOT dan
SGPT. Pemeriksaan tersebut menunjukkan semua nilai hasil pemeriksaan dalam
batas normal. Dari uji tersebut menunjukkan bahwa kelompok sampel pulpitis
reversibel (Rev) dan pulpitis ireversibel (Irev) berasal dari populasi yang memiliki
kondisi yang sama atau homogen dengan nilai Wilks = 0.52835 dengan F signifikan =
0.249 (Lampiran 6).

Untuk menguji ketepatan hasil pengamatan peneliti (pengamat I) terhadap
setiap variabel pada kelompok pulpitis reversibel dan pulpitis ireversibel, dilakukan
terhadap hasil pengamatan yang dilakukan oleh pengamat kedua (secondary
observer) (Lampiran 7) serta data rerata dan standar deviasi dapat dilihat pada Tabel

5.1 dan Tabel 5.2.
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Tabel 5.1. Data Rerata dan Standar Deviasi pengamat I (Peneliti) dan
pengamat 11 kelompok reversibel

g Pengamat I Pengamat 11 Signifikan
i Rerata SD Rerata SD
MO 5,091 1,973 5,091 1,973 1,000
IeG 3,091 1,446 3,182 1,328 0,879
IgM 5,545 3,503 5,455 3,446 0,952
CD4 1,273 3,552 6,909 3,177 0,803
CD8 10,455 4,229 10,000 3,873 0,795

Tabel 5.2. Data Rerata dan Standar Deviasi pengamat 1 (Peneliti) dan
pengamat Il kelompok ireversibel

) Pengamat 1 Pengamat 11 Signifikan
VEnALE: Rerata SD Rerata SD
MO 11,333 6,461 11,111 6,431 0,943
IgG 8,000 5,657 7,667 5,385 0,900
IgM 6,333 2,500 6,222 2,432 0,925
CD4 18,000 | 5362 17,444 | 5,151 0,825
CD8 14,556 4,558 14,444 4,419 0,959

Hasil menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna pada kelompok pulpitis

I

reversibel terhadap hasil pengamatan antara pengamat 1 dan pengamat II (Wilks

0,98829, F signifikan = 0,999) dan juga terhadap kelompok ireversibel (Wilks

0,98498, F signifikan = 0,999). Dengan demikian hasil pengamatan yang dilakukan
oleh peneliti sama dengan hasil pengamatan yang dilakukan oleh pengamat II
sehingga untuk selanjutnya data yang dianalisis adalah data hasil pengamatan peneliti

(pengamat I).

S.1 Hasil Uji Homogenitas Data
Sebagai persyaratan untuk melakukan uji lebih lanjut yaitu analisis multivariat
(Ostle, 1963; Afifi, 1990) maka data hasil penelitian harus diuji homogenitasnya

dengan menggunakan uji IIDN yang meliputi uji identically, independency dan
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normality (Lampiran 8). Hasil analisis menunjukkan bahwa data tersebut memenuhi

persyaratan analisis multivariat

5.2 Hasil Uji Perbedaan Antar Kelompok Sampel

Data yang telah memenuhi persyaratan tersebut akan dianalisis untuk menguji
hipotesis. Dari hasil analisis statistik dengan uji manova didapatkan bahwa antara
kelompok kontrol, paparan laser 2 menit, paparan laser 5 menit pada kelompok pul-
pitis reversibel didapat nilai Wilks = 0,39548 dan F signifikan = 0,010. Berarti bahwa
pada kelompok pulpitis reversibel antara kelompok kontrol, paparan laser 2 menit dan

5 menit ada perbedaan yang bemakna (Tabel 5.3; Gambar 5.1, Lampiran 9).

Tabel 5.3. Rerata dan standar deviasi kelompok reversibel

Variabel Kontrol Laser 2 menit Laser 5 menit
Rerata SD Rerata SD Rerata SD
MO 5.100 2.079 3.400 1.578 3.300 1.252
IgG 2.800 1.135 2.100 0.994 2.300 1.337
IgM 5.300 3.592 2.900 0.994 2.100 0.994
CD4 7.300 3.743 4.000 1.155 2.700 1.947
CD8 10.100 4,280 7.900 2132 4900 A 3.814
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Gambar 5.1. Grafik Rerata paparan laser 2 menit dan 5 menit pada pulpitis
reversibel

Pada kelompok ireversibel didapat hasil nilai Wilks = 0,69896 dengan F
signifikan = 0,539 yang berarti bahwa pada kelompok pulpitis ireversibel tidak ada
perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol, paparan laser 2 menit dan

paparan laser 5 menit (Tabel 5.4; Gambar 5.2; Lampiran 10).

Tabel 5.4. Rerata dan standar deviasi kelompok ireversibel

" Kontrol Laser 2 menit Laser S menit
e SD Rerata SD Rerata SD
MO 10.700 6.413 8.200 2.974 9.700 6.499
IgG 7.800 5.371 6.600 1.955 6.000 2.108
IgM 6.500 2415 7.200 3.084 5.700 2.263
CD4 16.900 6.316 13.700 3917 13.100 5.152
CD8 14.500 4.301 13.800 7.269 11.900 4,383
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Gambar 5.2. Grafik Rerata paparan laser 2 menit dan 5 menit pada pulpitis
ireversibel

Untuk menguji adanya perbedaan antara kelompok kontrol (pulpitis reversibel
tanpa paparan laser), pulpitis reversibel dengan paparan laser 2 menit; pulpitis
reversibel dengan paparan laser 5 menit; kelompok kontrol (pulpitis ireversibel tanpa
paparan laser); pulpitis ireversibel dengan paparan laser 2 menit; pulpitis ireversibel
deﬁgan paparan laser 5 menit, dilakukan uji manova.

Uji manova dilakukan untuk melihat efek biomodulasi paparan laser 2 menit

dan 5 menit pada kelompok pulpitis reversibel dan pulpitis ireversibel. Untuk melihat
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perbedaan antara kelompok kontrol dan paparan laser 2 menit pada kelompok
reversibel dilakukan uji manova dengan hasil nilai Wilks = 0,53513 dengan. F
signifikan = 0,087 yang berarti antara kelompok kontrol dan paparan laser 2 menit
pada kelompok pulpitis reversibel tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna

(Tabel 5.5, Lampiran 11).

Tabel §.5. Uji Manova pada kelompok pulpitis reversibel yang terpapar laser

2 menit
Kontrol Laser 2 menit
b Rerata SD Rerata SD —
MY 5,100 2,079 3,400 1,578 0,054
IgG 2,800 1,135 2,100 0,994 0,160
IgM 5,300 3,592 2,900 0,994 0,057
CD4 7,300 3,743 4,000 1,155 0,016
CD8 10,100 7,900 4,280 2,132 0,163

Untuk melihat perbedaan antara kelompok kontrol dan paparan laser 5 menit
pada kelompok reversibel dilakukan uji manova dengan hasil nilai Wilks = 0,44725
dengan F signifikan = 0,030. Berarti ada perbedaan yang bermakna antara kelompok

kontrol dan paparan laser 5 menit pada kelompok pulpitis reversibel (Tabel 5.6;

Lampiran 11).

Tabel 5.6. Uji Manova pada kelompok pulpitis reversibel yang terpapar laser

5 menit
Kontrol Laser S menit
i Rerata SD Rerata SD i~
MO 5,100 2,079 3,300 1,252 0,031
IgG 2,800 1,135 2,300 1,337 0,379
IgM 5,300 3,592 2,100 0,994 0,014
CD4 7,300 3,743 2,700 1,947 0,003
CD8 10,100 7,900 4,900 3,814 0,010
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Untuk melihat perbedaan antara kelompok kontrol dan paparan laser 2 menit
pada kelompok ireversibel dilakukan uji manova dengan hasil ni]ai Wilks = 0,82969
dengan F signifikan = 0,719. Berarti antara kelompok kontrol dan paparan laser 2
menit pada kelompok pulpitis ireversibel tidak menunjukkan perbedaan yang

bermakna (Tabel 5.7; Lampiran 11).

Tabel 5.7. Uji Manova pada kelompok pulpitis ireversibel yang terpapar laser

2 menit
Kontrol Laser 2 menit
ThE Rerata SD Rerata SD e
MO 10,700 6,413 8,200 2,974 0,278
IgG 7,800 5,371 6,600 1,955 0,515
IgM 6,500 2,415 7,200 3,084 0,579
CD4 16,900 6,136 13,700 3917 0,181
CD8 14,500 4,301 13,800 7,269 0,796

Untuk melihat perbedaan antara kelompok kontrol dan paparan laser 5 menit
pada kelompok ireversibel dilakukan uji manova dengan hasil nilai Wilks = 0,75279
dengan F signifikan = 0,497. Berarti antara kelompok kontrol dan paparan laser 5
menit pada kelompok pulpitis ireversibel tidak ada perbedaan yang bermakna (Tabel

5.8; Lampiran 11).

Tabel 5.8. Uji Manova pada kelompok pulpitis ireversibel yang terpapar laser

S menit
Kontrol Laser 5 menit
Var Rerata SD Rerata SD ik
\Y, (%] 10,700 6,413 9,700 6,499 0,733
IgG 7,800 5,371 6,000 2,108 0,337
IgM 6,500 2,415 5,700 2,263 0,455
CD4 16,900 6,136 13,100 5,152 0,151
CD8 14,500 4,301 11,900 4,383 0,197
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Hasil analisis di atas menunjukkan hanya paparan laser 5 menit pada kelompok
pulpitis reversibel yang berbeda bermakna, sedangkan kelompok yang lain tidak

menunjukkan adanya perbedaan.

5.3 Uji Diskriminan Untuk Identifikasi Variabel Pembeda

Untuk melihat variabel apasaja yang dapat membedakan antara kelompok
kontrol dengan kelompok paparan laser 5 menit pada pulpitis reversibel dilakukan
analisis diskriminan.

Teknik analisis diskriminan digunakan untuk mendapatkan variabel pembeda
(diskriminan) dan besaran kontribusi (koefisien Fisher). Variabel dominan dan koefi-

sien Fisher diperoleh dari analisis diskriminan. (Tabel 5.9; Tabel 5.10; Lampiran 12).

Tabel 5.9. Variabel pembeda yang dominan

Action
Step Entered Wilks Lambda Sig.
1 CD4 0,60226 0,0029
2 MO 0,50761 0,0031
3 CD8 0,48841 0,0081
4 IeM 0,46303 0,0156
5 IeG 0,44937 0,0127
Tabel 5.10. Koefisien Fisher
KOEFISIEN FISHER
VAR Kelompok
Kontrol Laser S menit

MO 1,848357 1,282633

IgG 0,6571689 1,171762

IgM 0,2205112 -0,1670268

CD4 0,0850169 -0.0245018

CDS8 0,6387916 0,2649018
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Analisis diskriminan tersebut menghasilkan 5 variabel beda yang dominan
yaitu Thelper CD4*, M@, Icytotoxic CD8", IgM, IgG dengan kekuatan pembeda
85%. Apabila digunakan empat variabel pembeda yaitu MO, IgG, IgM dan
Teytotoxic CD8* maka kekuatan pembeda tetap sama yaitu 85%. Untuk alasan ini

maka digunakan 5 variabel pembeda dengan kekuatan yang sama yaitu 85%.

5.4 Pembuatan Pola Patobiologis Respons Imun

Untuk mengungkap mekanisme efek biomodulasi paparan laser 5 menit pada
kelompok pulpitis reversibel dilakukan dengan membentuk pola patobiologis respons
imun. Pola ini diperoleh dengan cara mengalikan setiap variabel pembeda yang
dominan (diskriminan) dengan besaran kontribusinya (koefisien Fisher) (Tabel 5.11;
Lampiran 13).

Tabel S.11. Harga kontribusi diskriminan setiap variabel

Yar Kontrol Laser 5 menit SIG.
Rerata SD Rerata SD
MO 9,427 3,843 4,233 1,605 0,001
IgG 1,840 0,746 2,695 1,567 0,137
IgM 1,169 0,792 -0,351 0,166 0,000
CD4+ 0,621 0,318 -0,066 0,048 0,000
CD8+ 6,452 2,734 1,298 1,010 0,000
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Dari analisis tersebut dibuat suatu pola dengan hasil sebagai berikut (gambar 5.3)

10
8
6
4
2
¢
-2 =T T T —T T
MO IgG IgM CD4 CD8
LASER S m 4.233 2.695 -G.351 -0.066 1.298
KONTROL 9.427 1.84 1.169 ¢.621 6.452

EES KONTROL NWLASER § m

Gambar 5.3. Pola patobiologis respons imun akibat paparan laser 5 menit pada
kelompok pulpitis reversibel




BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini ditujukan untuk mengungkap biomodulasi laser GaAlAs
terhadap respons imun pulpitis. Pengungkapan pengaruh laser terhadap jaringan
pulpa diperlukan karena saat ini terjadi peningkatan penggunaan laser yang efek
biologisnya belum diketahui secara jelas. Seperti halnya pada penggunaan sinar
radiasi yang baru diketahui sebagai imunosupresan setelah digunakan secara luas,
maka dikhawatirkan penggunaan sinar laser mempunyai nasib yang sama.

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan di klinik
(clinical trial) dengan desain experimental randomized post control. Penelitian
dilakukan pada manusia, bukan pada hewan coba dengan alasan antara lain : pertama,
pada saat ini penentuan diagnosis klinis pulpitis masih berdasarkan atas konsep
patofisiologis yaitu analisis terhadap gejala dan hasil pemeriksaan klinis (sign and
symptom). Salah satu penentu gejala subyektif yaitu timbulnya rasa nyeri yang berupa
rasa ngilu atau rasa saki; spontan. Tanda subyektif ini tentu tidak dapat diperoleh bila
dalam penelitian, sampel diambil dari hewan coba. Kedua, ruang pulpa gigi manusia
lebih luas bila dibandingkan dengan hewan coba, sehingga memudahkan
mengempirifikasi variabel. Ketiga, selama ini laser telah banyak digunakan untuk
penatalaksanaan perawatan dalam bidang kesehatan dan telah diaplikasi
penggunaannya pada manusia, termasuk laser GaAlAs untuk penyembuhan
(Kert,1989). Penggunaan post design  bukan pre-post design karena untuk

mengetahui efek laser pre design tidak dapat dilakukan sehubungan bahwa
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empirifikasi variabel perlu pencabutan gigi dan dibelah untuk mengambil jaringan
pulpanya.

Mengingat penggunaan laser GaAlAs di klinik saat ini untuk indikasi pulpitis
adalah 2 menit dan penyembuhan tendon adalah 5 menit maka dalam variabel bebas
penelitian ini digunakan paparan laser 2 menit dan 5 menit. Untuk mengetahui efek
biomodulasi pada paparan laser 2 menit dan 5 menit pada 2 kelompok pulpitis
reversibel dan ireversibel maka penelitian ini dirancang dalam 6 kelompok yaitu :
kelompok perlakuan terdiri dari pulpitis reversibel yang dipapar laser GaAlAs 2
menit, pulpitis reversibel yang dipapar laser 5 menit dan pulpitis ireversibel yang
dipapar laser 2 menit, pulpitis ireversibel yang dipapar laser 5 menit; serta kelompok
kontrol terdiri dari pulpitis reversibel dan pulpitis ireversibel tanpa paparan laser
GaAlAs.

Penyinaran laser dimungkinkan terkontrol sampai mencapai jaringan pulpa
karena pada penelitian ini digunakan sampel pulpitis ireversibel yang pulpanya telah
terbuka sehingga laser dapat berkontak langsung . Sedangkan pada pulpitis reversibel
digunakan sampel yang mengalami karies profunda maksimal 1 mm dari atap pulpa.
Pada jenis pulpitis ini, sinar laser akan menembus jaringan pulpa melalui cerobong tu
buli dentin yang diameternya lebih melebar bila terletak mendekati servikal gigi.
Pengendalian lain dalam hal masuknya sinar laser yaitu pada penelitian ini digunakan
sampel gigi yang berakar tunggal. Diharapkan dengan penyinaran laser yang lurus
searah sumbu akar gigi maka sinar akan langsung mengarah pada jaringan pulpa gigi.

Kedua jenis kelamin yaitu laki-laki dan perempuan dimasukkan dalam

pengambilan sampel karena keterbatasan jumlah gigi 13, 12, 11, 21, 22, 23, 45, 44,
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43, 33, 34, 35 dengan karies primer pada permukaan labial atau oklusal yang
termasuk karies media atau profunda dengan diagnostis klinik pulpitis reversibel atau
ireversibel dan diindikasikan untuk pencabutan. Sedangkan kriteria umur 17 tahun
dimaksudkan karena pada umur tersebut telah terjadi kestabilan perkembangan
(Stites,1997). Umur 40 tahun sebagai batas maksimal pengambilan sampel karena
umumnya kesehatan tubuh akan menurun setelah batas umur tersebut.

Suatu paradigma (model berpikir) diperlukan dalam upaya memberikan
solusi masalah penelitian. Paradigma patobiologis pada hakekatnya merupakan model
berpikir untuk menalar segala perubahan biologis yang merugikan yang terjadi
karena tubuh berinteraksi dengan lingkungan yang merusak (Putra, 1994). Penerapan
paradigma memerlukan suatu kerangka pikir atau konsep sehingga indikator yang
ditetapkan merupakan cerminan suatu pemahaman yang digunakan dan diharapkan
dapat untuk menajamkan hasil penelitian. Dengan demikian pada penelitian ini
digunakan pendekatan patobiologis berkonsep stress immunocompetent cell. Sinar
laser merupakan stressor karena mengeluarkan stress wave yang menimbulkan stres
respons imun pada pulpa seperti yang terlihat pada kerangka konsep. Stress wave
menyebabkan makrofag mengalami stres di pulpa, sehingga sintesis IL-1 meningkat.
Selanjutnya peningkatan IL-1 tersebut akan memodulasi perilaku limfosit 7helper
sebagai limfosit 7h-/ dan 7h-2. Perubahan perilaku limfosit 7helper tersebut
Adicerminkan oleh perubahan cyfokine profile (IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10) yang akan
memodulasi efektor respons imun. Paradigma dan konsep penelitian ini digunakan

untuk menjelaskan adanya interaksi dan transaksi antara stress wave sebagai stressor
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terhadap sel imunokompeten yang mengalami stres. Stress cell akan mengalami
perubahan perilaku yaitu adanya peningkatan stress signaling substance yang
memodulasi sel imunokompeten lainnya, yang pada hakekatnya memodulaéi respons
imun' akibat sel imunokompeten mengalami stress dalam suatu sistem imun pulpa
sehingga funési sistem imun mengalami modulasi. Secara konseptual hal ini sesuai
dengan konsep psikoneuroimunologi (Putra, 1999).

Variabel dalam penelitian ini (makrofag, IgG, IgM, limfosit Thelper CD4
Thelper CD8") untuk mencerminkan paradigma patobiologis berkonsep stress
immunocompetent cell dan variabel tersebut diempirikan dengan menggunakan
pemeriksaan imunoperoksidase (konsep morfofungsi) (Putra, 1990). Untuk
mengungkap mekanisme efek biomodulasi paparan laser perlu suatu pola. Bentuk
interaksi berbagai variabel tersebut digambarkan sebagai pola, sehingga data yang
didapat dari hasil penelitian dianalisis dengan uji multivariat. Pola patobiologis sistem
imun yang mengalami stres pada hakekatnya merupakan pencerminan interaksi antara
fungsi semua komponen yang terlibat dalam sistem imunr yang mengalami stres
tersebut dalam menjalankan fungsi biologisnya. Dengan demikian pola ini tidak
cukup dicerminkan secara langsung dari harga rerata setiap komponen respons imun,
mengingat nilai setiap komponen tersebut belum mencerminkan interaksi biologis
(kontribusi setiap variabel dalam menjalankan aktivitas biologis) yang terjadi. Pola
terbentuk atas nilai variabel yang telah dikalikan dengan koefisien Fisher yang
mencerminkan kontribusi dari berbagai macam variabel terhadap mekanisme biologis
yang terjadi. Harga kontribusi setiap komponen variabel yang digunakan untuk

membuat pola dihasilkan dengan melakukan uji diskriminan.




79

Modulasi sistem imun yang terjadi pada setiap variabel komponen sistem
imun, diduga merupakan General Adaptation Syndrome (GAS) Bentuk imunitas
humoral dan seluler merupakan bentuk respons imun adaptif (adaptasi atau ‘kegagalan
adaptasi respons imun terhadap paparan laser). Modulasi tersebut berupa respons
imun yang dicerminkan oleh GAS melalui tingkatan : (1) Alarm stage (2) Resistance -
adaptation stage dan (3) Exhaustion stage (McCance,1994). Pada penelitian ini
dilakukan uji manova terhadap data pada kelompok pulpitis reversibel maupun
pulpitis ireversibel yang terpapar laser 2 menit, 5 menit dan yang tanpa paparan. Hasil
uji tersebut menunjukkan efek biomodulasi laser GaAlAs yang berbeda terjadi pada
kelompok pulpitis reversibel yang terpapar laser 5 menit (Tabel 6, Gambar 3).
Paparan laser GaAlAs tidak memberikan efek biomodulasi yang bermakna pada
kelompok pulpitis ireversibel, keadaan ini kemungkinan disebabkan sel imuno-
kompeten pada pulpitis ireversibel telah mengalami exhaustion stage terhadap
penyebab pulpitis sehingga tidak dapat memberikan efek biomodulasi yang nyata.

Efek biomodulasi yang terjadi pada kelompok pulpitis reversibel yaitu akibat
paparan laser GaAlAs 5 menit. Hal ini dimungkinkan karena paparan laser GaAlAs
selama 5 menit memberikan waktu paparan yang cukup lama terhadap sel imuno-
kompeten pulpitis reversibel sehingga mencapai adaptive stage, dengan demikian
memberikan efek biomodulasi terhadap respons imun reversibel yang bermakna
walaupun mengalami penurunan respons imun.

Paparan laser GaAlAs 2 menit tidak memberikan efek biomodulasi pada
respons imun pulpitis reversibel kemungkinan karena paparan laser 2 menit sebagai

stressor bagi sel imunokompeten termodulasi sampai alarm stage sehingga efek
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biomodulasi terhadap respons imun pulpitis reversibel tidak berbeda secara
bermakna. Keadagn ini dapat dilihat dengan adanya perbedaan rerata setiap variabel
antara kelompok kontrol dengan kelompok yang terpapar laser. |

Efek biomodulasi paparan laser GaAlAs 5 menit pada kelompok pulpitis
reversibel berupa penurunan makrofag, yang diikuti dengan penurunan jumlah
limfosit Thelper CD4", Icytotoxic CD8", IgM dan peningkatan IgG. Mekanisme
terjadinya biomodulasi tercermin pada penurunan aktivitas biologis seperti yang
tampak pada pola patobiologis sistem imun pulpitis reversibel yang mengalami stres
yaitu adanya penurunan jumlah makrofag (9,427 - 4,233) menyebabkan penurunan
limfosit Thelper CD4~ (0,261 = -0,066) selanjutnya penurunan 7cytotoxic CD8”
(6,452 -> 1,298) pada jalur respons imun seluler. Penurunan limfosit 7helper CD4"
juga mengakibatkan penurunan IgM (1,169 => -0,351) pada jalur respons imun
humoral (Gambar 3). Kenyataan ini menunjukkan bahwa paparan laser akan
memodulasi respons imun seluler dan humoral. Modulasi respons imun seluler
terutama ditunjukkan dengan peran penurunan makrofag akibat stressor sehingga IL-
1 yang dihasilkan menyebabkan limfosit 7/4-/ mengeluarkan sitokin yaitu IL-2 dan
IFN-y sehingga menyebabkan penurunan Zcyrotoxic. Pada jalur repons imun humoral
makrofag yang menerima stressor akan memodulasi limfosit 7h-2 sehingga
mengeluarkan sitokin yaitu IL-4 dan IL-10 untuk memodulasi sel B yang merangsang
maturasi sel plasma untuk mengeluarkan imunoglobulin, dalam penelitian ini terjadi
penurunan IgM. Penurunan jumlah IgM yang disertai peningkatan IgG (1,840 -

2,695) kemungkinan karena kompensasi sel imunokompeten yaitu secara akomodasi
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maturasi IgM menjadi IgG. Selain itu penurunan IgM kemungkinan disebabkan
menurunnya jumlah IFN-y yang dihasilkan oleh limfosit 7A-/ untuk memicu
pembentukan IgM tersebut. Peningkatan IgG tersebut meningkatkan peran pada
proses opsonisasi yang diperlukan untuk meningkatkan fagositosis sehingga
mempercepat penyembuhan.

Pada pulpitis reversibel terjadi reaksi biologis yang mencerminkan interaksi
dan transaksi berbagai variabel respons imun akibat stressor. Reaksi biologis tersebut
menggambarkan keadaan homeostasis yang dinamis seperti tingkatan GAS yang
dikemukakan oleh Selye. Dengan demikian besar dan lama paparan sfressor
menentukan modulasi respons imun seperti halnya yang tercermin diantara tiga
tingkatan perkembangan GAS. Modulasi respons imun pulpitis reversibel
dimungkinkan karena sel pada kelompok paparan laser 5 menit pulpitis reversibel
adalah sel imunokompeten seperti makrofag, limfosit Thelper CD4", Tcytotoxic
CD8’, sel B, sel plasma, maka sistem imun ikut merasakan efek stres tersebut. Bila
sistem imun mengalami stres maka fungsi sistem tersebut akan mengalami modulasi.

Walaupun pada perkembangan awal penggunaan laser ditujukan untuk
mengurangi rasa nyeri namun berbagai penelitian tentang perubahan biologis
inflamasi dan perubahan yang berkaitan dengan rasa nyeri atau perubahan sistem
imun belum dilaporkan. Mengingat penurunan respons imun akibat paparan laser
perlu segera diungkap sehubungan dengan bahaya terhadap kerentanan infeksi maka
pada penelitian ini belum dilakukan pengukuran jumlah endorfin yang digunakan

sebagai indikator rasa nyeri. Apabila jumlah endorfin setelah paparan laser GaAlAs 2
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menit dan 5 menit sama, maka pada pulpitis reversibel lebih baik dipapar laser 2
menit karena paparan laser 5 menit ada kecenderungan menurunkan respons imun,
yang berarti paparan laser hanya ditujukan untuk mengurangi rasa nyeri, tanpa
menurunkan respons imun. Apabila jumlah endorfin menurun pada paparan laser 5
menit kelompok pulpitis ireversibel maka pada pulpitis ireversibel lebih baik
digunakan paparan laser 5 menit karena paparan laser 2 menit maupun 5 menit tidak
memberikan efek biomodulasi, sehingga paparan laser hanya bertujuan menurunkan

rasa nyeri.




BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1.

Paparan laser GaAlAs 5 menit memberikan efek biomodulasi terhadap

respons imun pulpitis reversibel.

2. Paparan laser GaAlAs 2 menit dan 5 menit tidak memberikan efek
biomodulasi terhadap respons imun pulpitis ireversibel.

3. Paparan laser GaAlAs 5 menit memberikan variasi kualitas respons imun
pada pulpitis reversibel.

4. Suatu pendekatan patobiologik berkonsep stress immunocompetent cell
secara konseptual sama dengan paradigma psikoneuroimunologi.

7.2 Saran

1. Untuk mendapatkan penggunaan laser GaAlAs selama 5 menit periu
dirancang model laser dengan adjustable timer 5 menit agar penyinaran 35
menit berlangsung terus menerus tidak terputus

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut yang melibatkan subset limfosit
Thelper-1 dan Thelper-2.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap perubahan sitokin dan

endorfin terhadap setiap sel imunokompeten yang terpapar laser.
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4. Apabila endorfin akibat paparan laser 2 menit dan 5 menit sama maka
dianjurkan untuk menggunakan paparan laser 2 menit pada pulpitis
reversibel. Bila ada perbedaan perubahan endorfin pada paparan laser 2

menit dan 5 menit maka digunakan paparan laser 5 menit.
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PERNYATAAN PERSETUJUAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini :

Nama

Jenis kelamin

Umur

Alamat/nomor tilpun

No. KTP

No. Status pasien/Puskesmas

Telah mendengar dan atau membaca serta mengetahui bahwa

Tujuan penelitian untuk mengungkap pengaruh laser terhadap respons imun pulpitis

Prosedur yang akan dilakukan melalui tahapan :

a. Pemeriksaan Roentgen foto gigi lokal dengan paparan sinar X yang kemungkinan
menimbulkan efek ionisasi radiasi pada sel yang radiosensitif misal pada kulit,
testes,mata. Untuk itu pemeriksaan Roentgen foto dilakukan oleh seorang ahli di
bidangnya dengan dosis radiasi yang diindikasikan,prosedur yang tepat dengan
penderita menggunakan apron.

b. Penyinaran laser daya rendah GaAlAs (daya 50 mW, A- 830 nm) selama 2 menit
atau S menit, satu kali pada gigi vital yang karies, dengan kemungkinan bahaya
bila terpapar pada mata. Untuk itu penderita menggunakan kacamata antilaser
dan penyinaran dilakukan setelah alat laser berada di dalam rongga mulut.

c¢. Pencabutan gigi vital dengan indikasi pencabutan untuk ortodontik dan
prostodontik dengan kemungkinan fraktur akar gigi, perdarahan, pembengkakan ,
pingsan, alergi terhadap anestetikum, parestesi. Untuk itu dilakukan anamnesa
sebelum pencabutan, pencabutan oleh dokter gigi dengan menggunakan bahan,
alat dan prosedur yang tepat dan penyediaan bahan, alat untuk tindakan gawat
darurat komplikasi pencabutan.

d. Pemeriksaan darah dengan pengambilan darah vena pada lipat siku tangan,
dengan kemungkinan rasa sakit, hematoma, infeksi. Untuk itu pengambilan darah
dilakukan oleh seorang ahli yang berpengalaman dengan memperhatikan tehnik
asepsis.

e. Pemeriksaan urin

Manfaat penyinaran laser bagi subyek yaitu penyembuhan dan mengurangi rasa

sakit. Manfaat pemeriksaan darah dan urin untuk mengetahui keadaan kesehatan

umum penderita.

Sebagai penutup, saya telah membaca/dibacakan penjelasan tersebut diatas dan saya

telah diberi kesempatan untuk menanyakan berbagai hal yang belum jelas dan telah

diberi jawaban yang memuaskan.

Dengan ini saya menyatakan secara sukarela ikut sebagai subyek dalam penelitian ini.
Dan saya tahu bahwa saya berhak untuk mengundurkan diri dari setiap waktu tanpa
mempengaruhi . perawatan medik saya selanjutnya.

Peneliti

Jakarta

...............................

Yang menyatakan,

%1
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SURAT KETERANGAN
KELAIKAN ETIK PENELITIAN

Nomor : 007/SK/LE/1999

Yang bertanda tangan di bawah ini menerangkan bahwa :

Nama Peneliti Utama : NUGROHOWATI P.B., drg., MS. -

Judul Penelitian : Pengaruh Laser GaAlAs Terhadap Perubahan
.Respon Imun Pulpitis (Suatu Pendekatan
Terhadap Stress Cell).

Setelah mempelajari lembar isian panitia penelitian dan prose-
dur operasional pengambilan data, maka diputuskan penelitian
tersebut :

9 Laik etik
b. Laik -etik dengan usulan perbaikan :

c. Tidak laik etik

Catatan :
Panitia akan memantau prosedur operasional pengambilan data
dari penelitian tersebut.

Surabaya, 4 Maret 1999




LAMPIRAN 4.

1. Pembuatan sediaan mikroskopik
a. Jaringan fiksasi
1. Jaringan pulpa yang difiksir dengan buffer formalin 10% selama 15 — 24 jam,
kemudian dilakukan pemrosesan jaringan yaitu :
- Dehidrasi : Jaringan direndam dalam ethanol mulai konsentrasi rendah
sampai yang paling tinggi yaitu mulai ethanol 70% (selama 1 jam), 80%
(1 jam), 85% (1 jam), 90% (1 jam), 95% (2 jam), 95% (1 jam) dan ethanol
absolut (1 jam sebanyak 3 X).
- Clearing : Xilol I(1jam), Xilol I (1 jam), Xilol III (2 jam).
- Impregnasi : jaringan dimasukkan dalam paraffin dengan suhu 56-58° C,

tahap I 2 jam, tahap II 2 jam, tahap III 3 jam.

Embedding : yaitu jaringan diblok dalam paraffin.

2. Blok paraﬁn dipotong setebal 4 — 6 um dengan menggunakan mikrotom, dan
irisan parafin dimasukkan dalam water bath dengan suhu 48°.

3. Irisan jaringan pulpa ditempelkan pada gelas obyek yang telah dilapisi dengan
meyer albumin, kemudian dikeringkan pada suhu kamar, lalu masukkan
dalam oven (alat pengering) pada temperatur 56-60° C sehingga siap
dilakukan pewarnaan sesuai dengan komponen yang akan diaamati.

b. Jaringan segar |
1. Jaringan pulpa yang dibungkus aluminium foil dan disimpan dalam nitrogen

cair dengan suhu —70°C sampai -80°C dikeluarkan dan dibuat blok dengan
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menggunakan bahan tanam resin merk tissue text-2 dila dan dilakukan pada
refrigerator mikrotom (cryostat ) dengan suhu —10°C sampai ~20°C.

2. Setelah cairan bahan tanam membeku dan berwarna putih, maka jaringan
sudah siap untuk dipotong.

3. Tebal potongan dibuat 5-6 um dan diletakkan dalam gelas obyek yang telah
dilapisi polylisin kemudian didiamkan dalam udara terbuka selama 15 menit

~ sampai kering, kemudian fiksasi dengan aceton minimal 6 menit.
4. Pewarnaan dilakukan dengan menggunakan reagen yang sesuai dengan

komponen yang diperiksa.

2. Prosedur Pewarnaan Imunoperoksidase (PAP)

Pewarnaan imunoperoksidase dapat dilakukan pada jaringan yang telah di
proses melalui metode parafin maupun pada jaringan segar (frozen section). Bila
antigen yang diperiksa stabil, dapat digunakan sediaan dari irisan blok parafin, bila
antigen labil (mudah rusak pada saat pemrosesan jaringan), maka sediaan berasal dari
jaringan segar.

a. Untuk pewarnaan antibodi imunoglobulin G
Bahan dan reagen :
1. Irisan jaringan pulpa dari blok parafin.
2. Larutan PBS depo pH 7,2-7,4
1) 37,8 gram Na,HPO,
2) 7,4 gram NaH,PO, 2H,0

3) 36,0 gram NaCl




10.

10.

11.

12.

4) 200 ml Aquabidest
Bila larutan PBS depo ini akan digunakan, maka 40 ml larutan PBS depo
diencerkan dengan akuades sampai 1000 ml larutan.
Aceton
Xylol
Hidrogen peroksidase
Larutan 0,5% CuSO;
Vectastain antimouse IgG kit (DAKO PATT)
Antibodi monoklonal / mouse anti human imunoglobulin (primary Ab)
Biotinylated anti Ig (secondary Ab)
Streptavidin
10 ml larutan Diaminobenzidine DAB (3 mg DAB/ml PBS). Bahan ini
sebelum digunakan, disimpan pada suhu dingin. DAB diduga sebagai bahan
karsindgen.
Hematoxylin (Meyer).

Mounting medium / Entelan

Teknik pewarnaan :

1.

2.

Irisan blok parafin jaringan dilakukan deparafinisasi dengan xylol
Dehidrasi (alkohol)— pencucian air

Blocking reagent

Dilakukan pencucian dengan PBS

Menyiapkan larutan :



10.

I11.

12

13

14.

15,

16.

17.

18.

19.
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a. 6 mikroliter biotinylated anti mouse yang dilarutkan dalam 1 ml PBS
(larutan antibodi dengan tanda B).
b. 12 mikroliter reagen A dan 12 mikroliter reagen B, dilarutkan dalam 1 ml
PBS (larutan dengan tanda ABC).
Sébelum larutan ini digunakan, didiamkan selama 3 menit.
Diberikan larutan antibodi primer selama 30 menit
Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Diberi larutan antibodi sekunder (Link) selama 45-60 menit.
Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Diberi larutan steptavidin
Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Menyiapkan larutan DAB :
10 ml DAB dan 10 mikroliter H;O, dicampur. Saat melakukan pembuatan
larutan, gunakan sarung tangan dan semua alat yang terkena DAB dicuci
dengan larutan HCL
Sediaan ditetesi DAB sekitar 5-10 menit, sampai timbul warna coklat
Dicuci dengan PBS
Dicuci dengan Aquadest dan dibersihkan disekitar irisan jaringan
Pewarnaan dengan Hematoxylin (Meyer) — 12 menit
Dilakukan pencuian dengan air dan dibirukan dengan amonium air
Dilakukan dehidrasi, penjernihan dan mounting

Sediaan siap diamati di bawah mikroskop cahaya.
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Prosedur yang sama dilakukan untuk Ig M dan makrofag.

Untuk Pewarnaan subset limfosit T (jaringan segar)

Reagen yang diperlukan :

L

2

5.

6.

Larutan PBS (pH 7,2-7,4)

Aceton

Universal Kit

Antibodi primer (Anti T4 dan anti T8)
Gliserin

Cutex jernih

Teknik pewarnaan imunoperoksidase :

(Untuk subset limfosit TsCD4 " dan TyCD8")

L.

Sediaan jaringan segar ditetesi aceton 10 menit dan dibiarkan pada suhu
kamar.

Dicuci dengan PBS dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.

Diteteskan 1-3 tetes blocking reagent (vial 2), dan diinkubasi (20 menit).
Selama inkubasi, sediaan jaringan segar diletakkan dalam bak yang diisi
dengan air, selama inkubasi bak ditutup.

Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Diteteskan anti T4 (antibodi primer vial 3) untuk kontrol, dan sediaan ditetesi
reagen kontrol kemudian kedua sediaan diinkubasi (20 menit).

Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17,

99

Diteteskan 1-3 tetes antibodi sekunder (biotinylated Ab) (vial 4) untuk link
antibodi dan inkubasi (20 menit).

Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Diteteskan 1-3 labeling reagent (vial 5) yaitu streptavidin dan inkubasi (20
menit).

Selama inkubasi disiapkan larutan DAB + H,0,.

2 ml larutan pelarut (buffer) ditambah dengan 1 tetes DAB dan 1 tetes H,0,
di campur sampai homogen. Larutan ini (larutan substrat) dapat digunakan
untuk 1-12 sediaan.

Dicuci dengan PBS — 3 X dan dibersihkan sisa PBS di sekitar irisan.
Ditambahkan 1-3 tetes larutan substrat dan inkubasi (20 menit)

Dicuci dengan PBS

Dicuci dengan Aquadest dan dibersihkan disekitar irisan

Dilakukan pewarnaan Hematoxylin (Meyer) — 12 menit

Dicuci dengan air dan selanjutnya diberi ammonium air (10 detik) sampai
berwarna biru.

Dicuci dengan air

Ditetesi gliserin (mounting medium) dan ditutup gelas penutup.

Di sekitar gelas penutup diolesi cutex agar gliserin tidak meleleh. Sediaan
siap diamati di bawah mikroskop cahaya.

Prosedur untuk T8 sama dengan T4 (Ab primer diganti dengan T8).
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Lampiran 6

~ENMDALT REVERSIEREL

PRO IF {KEL=2].

AN hb hesa led liko seg limp BY SROUP(L,3} /pri cel {all)/pri homo {all)/pri signif {all}/disc/desiq.

3 cases accepted,

0 cases rejected because of out-of-range factor values,

0 cases rejected because of missing data,

3 non-eapty cells,

1 design will be processed.

CELL MUMBER
1 a 3
Variable
GROLP i Z 3

Cell Means and Standard Deviations

Yariable ., HE

FACTCR CoBe
GROUP KGHTROC
GROUP LASER 28
GROUP LASER S

For entire saaple

Variable .. HEMA

FRCTOR Cooe
GROUP KONTROL
GROUF LASR 2=
GrOLP LASR %

Fer entire sazple

Yariable ,, LED

FRCTER CO2E
6ROUP KEHTROL
EROUP LASRR Za
6ROUP LASR %

For entire sample

Variable .. LIKD

FACTOR CCDE
GROUP KCHTROL
GROUP LASER 25
GROLP LASER Ge

For entire sasple

fean Std. Dev.

13.750 435
13.850 L3530
13.8%0 JH
13.800 381
Mean 5td. Dev
405 012
412 011
401 020
404 015
Mean Std. Dev.
15.000 1.491
14.800 1.549
14.900 1,101
14.500 1.348

3.0%0 083
3.060 .084
3.300 298

3.137 214

10
10

4
23

=

190
10
10

==

10
10
10
30

10
10

4
g

104

9% percent Conf. Interval

3,402 14,093
13.471 .2
3.261 14.539
B8 3

95 percent Conf. Interval

397 413
404 R ¥
387 413
400 412

95 percent Conf. Interval

1$3.938 16,046
3.692 15,908
14,113 15.687
18397 15403

93 percent Conf. Interval

4.989 a1
5.000 5120
3.087 5313
5.057 3.217



Yariable .. SEE

FRCTR CoEE ¥ean Std. [ev. N 95 percent Conf, Interval
BROUP YONTROL 5. 20 1.08 10 55,451 54.93%
GROUP LASER 78 55,500 527 10 99.175 55.877
GROLP LASER & 56,000 1.247 0 55,108 5.672

For entire sample 55,900 95 30 55,99 5.271
Variable .. LI¥

FRCTOR CODE Mean Std. Dev.~ N 95 percent Conf. Interval
GROF KONTROL 28.900 1.197 16 28,044 BT%
BROLP LASER 28 770 1.537 10 3B.743 30,657
BROUP LASR S 28.200 103 10 77 .461 28.937
For entire sasple 8.9 1.3 W 8.4 BARG
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Tt 1RBLYSIS OF VARIANCE — DESIBN 1i1111%

Multivariate Tests of Significance (S=2, M=11/2, K=10)

Test Name Value Approx. F Hypoth, If  Ervor BF Sig. of F
Pillais S9720 163195 12,00 .00 Alb
Hotellings 101743 1.77998 12,00 42.00 088

——= Hilks 46894 171072 12.00 44,00 097
Roys S8757

Eigenvalues and Cancnical Correlations

foot No. Eigenvalue Fct. Cus, Pct. €anon Cor,
{ .86208 84.75581 84,7538 68042
2 153305 15,2459 100.00000 36639

Disension Reduction Anzlysis

Roats Hilks L. F Hypoth. OF Error BF Sig. of F
1702 46494 170072 12.0 H.H 057
2702 .86576 J1325 3.00 3.0 R-7a)

Univariate F-tests with (2,27) D. F.

Variable Hypoth. 55 Error SS Hypoth. ¥ Errcr 5 F Sig, of F
HB 05000 9.75000 02500 361 06923 93
HEMA 00062 0590 L 00031 00022 1.41865 260
LED 20000 52.50000 0000 1.94444 05143 9%
LIKO 40067 92900 20033 03441 5.822%9 008
SEG 2.60000  26.10000  1.30000 96667 1.34483 27
L 11.26667  38.60000  5.63333  1.42963  3.94041 032

#veraged F-test with (12,162) D. F.
VARIABLES Hypoth. SS Error 53 Hypoth. ¥S Error M5

1tob 14.51795 127.88490 120963 78941

106

F

1.332%7

Sig. of F

17




11154 RRIYEIS OF VARIANCE — DESIBN 133111

Yultivariate Tests of Significance (5=1, M=2 ,N=10)

Test Name Value Approx. F Hypoth. IF  Error IF Sig. of F
Pillais 59991 424971360 6.%0 22,00 00
Hotellings  11590.1280 42497,1340 6.00 2.0 L0
Wilks 00009 42497.1360 6.00 2.0 000
Roys 99991

Eigenvalues and Canonical Correlations
Root No. Eigenvalue Pct. Cus, Pct. Caron Cor,

1 11590.12800 100.00000 100.00000 9999

Univariate F-tests with {1,27) D. F.

Variable Hypoth, S5 Error S5 Hypoth, 5 Error 15 F Sig. of F

HB TIBEGN  9.75000 5713.20000 36111 156821.1652 000

HEMA 4.94308 00590 - 4,94508 00022 22630,0422 00

LED 6660.30000  52.50000 6660.30000  1.94444 3425.29714 00

LIKD 791.56032 SB00 79156032 03441 73003.5219 000

SEG 937443000 26.10000 93744.3000 96667 96976.8621 00

L 141333 38.60000 25114,133  1.42963 17566.8208 000

fAveraged F-test with (6,162) D. F.

VARIABLES Hypoth. 55 Error 3 Hypoth., ¥ Error M5 F Sig. of F
1toéb 132028.43873 127.86490  22004.7397% 78941 27874.8143% L0
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KENDALI IRREVERSIBEL
PRO IF (EL3), —————— .
M b hesa le¢ like seq lisp BY GROUP(L,3) /pri cell (all}/pri hoso (2il)/pri signif {all)/disc/cesig.

3 cases accepted.
0 cases rejected because of cut-of-range factor values.

( cases rejected because of aissing data.
3 non-eapty cells.

1 design will be processed.

CELL MBMBER
i1 2 3
Variable
GROUP i 2 3

Ceil Means and Standard Deviations
Variable .. HB

FACTCR COBE Mean Std. Dev. N 95 percent Conf. Interval
6RO KONTROL 13.7% &77 16 13.266 14.734
EROUP LASER 28 13,700 Wi 10 13.136 14.25%
6RO LASER e $3.970 L3 10 13.532 15,408

For entire sasple 13,807 £83 30 3,552 13,052

Variable .. HEMA .
FACTER CODE Mean Std. Dev. N 95 percent Conf. Interval

6ROP KONTROL 396 0z 10 374 Al6
BROUP LASER 28 402 010 10 395 409
GROUP LASER 5= 401 030 10 380 A22
For entire sazple A0 024 X S 408

Variable .. LED

FACTIR CopE Mean Std. Dev. N 9% percent Conf. Interval
GROLP KGNTROL 15,600 1.647 10 1442 16778
GROUP . SR 15,400 1.506 10 1433 16477
GROUP LASER 5o 15,300 1,567 10 /179 1642

For entire sasple 15,433 1.524 B 1484 16002

Variable .. LIKD

FACTOR CODE Mean Std. Dev. N 95 percent Conf. Interval
GROUP KONTROL 5.010 032 10 4,987 5,033
BROUP LASER 2a 3,010 032 10 4,997 5,08
EROLP LASER Sa 3.220 294 10 5.010 5.4%0

For entire sasple 5.080 194 K 5.003 5182
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Varizble .. 5E5

FRCTOR CooE
EROP o KBNTRRL
6RO LASER 2=
GROUP LASER e

For entire sasple

Variable .. LIWFP

FRCTER CooE
BROUP KONTROL
G6ROLP LASER 2=
BROLP LASER 38

For entire sample

Mean

36.600
36,500
35.900
56,000

Fean

29.500
29.400
2.500
115

Std. Bev.

1.430
850
738

1,114

Std, Dev.

1.26%

956
1.267
17224

N 9% percent Conf. Interval

16
10
16
3

S

10
10
10
30

109

£c C©
e i

34.892
%.372
53,364

753 percent Conf. Interval

8.592
B.763
27,592
28.676

g.85
V7082
&1 %
P4

W.4R

36,416

30.408
36,691
27.408
A5




€131 %AGIYSIS OF VARIANCE — DESIGN

IRE R E

Multivariate Tests of Significance (5=2, N=11/2, N=10)

Test Name Value Approx. F Hypoth, OF  Error OF Sig. of F
Pillais L3667 L7906 12,60 36.00 .078
Hotellings 103300 1.82700 12,60 2.5 Q7%
Wilks S4787 1.81224 12,00 34,00 076
Roys A44792
Eigenvalues and Canonical Correlaticns
Root e, Eigenvalue Pct. Cus. Pct,  Canon Cor,

1 BT 7174353 771135 56527

2 23267 22.28547 100.00000 43446
Dimension Reduction Analysis
floots Wilks L. F hypoth, OF  Error OF Sig, of F
1702 A4787 181224 12.% £4.00 76
2702 B2 1.07028 3.0 pastiy) 402
Univariate F-tests with (2,27) D. F.
Variable Hypoth. S5 Error S5 Hypoth, M8 Error 15 f Gig, of F
HB A1267  13.10600 20633 48541 42507 638
HEMA 00021 01589 00010 L0059 7558 B40
LED A6667  66.90000 JBF 247778 09417 10
LI¥D 29500 79400 L1470 02941 4.99874 014
5E6 620000 79.80000 3.10000  1.10370  2.80872 078
Liwp 6.06667 37.80000 30333 L.38519  2.18984 A3
fveraged F-test with (12,162) D. F.
VARTABLES Hypoth. S5 Error 55 Hypoth. ¥5 .  Error 15
1teb 13.44021 148.01589 1.12002 91368

110

Sig. of F

269




11141 ANYSIS OF VARIANCE — DESIGN 1131114

EFFECT .. CONSTART

Multivariate Tests of Significance (5=1, M=2,H=10)

Test Name Value Approx. F Hypoth, OF  Error DF Sig. of F
Pillais 59983 21098.6471 6.00 2.0 000
Hotellings  5754.17448 21098.6471 6.00 2.00 000
Wilks 00017 21098.6471 5.00 22.00 L0050
Roys 59983

Eigenvalues and Canonical Correlations
Root No. Eigenvalue Pct. Cus, Pct. Canon Cor.

1 S7T34.17648 100.00000 100.00000 S9991

Univariate F-tests with (1,27) D. F.

Variable Hypoth. S5 Error S5 Hypoth. S  Error 1S F 5ig.
HE S718.72133  13.10600 S718.72133 .48541 11761.2813
HEMA 4,79200 L1589 479200 00057 B8142.48515
LED TH5.633T 6690000 7145.635  2.47778 2863.83789

LIKD TIRA9 79400 T7A.I9199 02941 26326.4263
SEG 94080.0000  29.80000 94080.0000  1.10370 852402485
L 262,338 37.40000 25462,5333  1,38519 18382.0428

Averaged F-test with (6,162) D, F.
VARIABLES Hypoth, S5 Error 85 Hypoth, 15 Error M5

1tob 133185.87199 143.01587  22197.645% 9138

111

-
-n

")

828

g88%2

24294.81413



Lampiran 7

RO IF {kel=2}.

¥ mo ioo iom CD4 CDB BY groupl(l,2)/pri cell {ali)/pri hoso (all)/pri signif (ail}/disc/desig.

22 cases accepled,

{ cases rejected because of cut-of-range factor values,

0 cases rejected because of missing data.

7 non-eapty cells,

1 design will be processed,

CELL NUMEER
i 2z
Variable
GROUP 1 2

Cell Beans and Standard Deviations
Variable .. KD

FACTER CoDE
GROUP peragaat 1
BROUP pengamat 2

For entire sasple

Variable .. IGG

FRCTOR CODE
GROUP penagant 1
BROP pengasat 2

Fer entire sasple

Variable .. I&

FACTER ComE
GROUP peaagant 1
BROUP pengamat 2

FACTER CoDE
GROUP pesagast 1
BROUP pengamat 2

Variabie .. CD4

FRCTOR CODE
BROUP peaagaat {
BROUP pengarat 2

For entire caample

Bean

.09
&7

3.091

3091
3.182
313

3,345
3,435
3.300

Yean

1.213
6.909
7.091

Mean

10.455
10.000
10.227

Std.

Std.

1.446
1.328
1.3%

Dev,

3.503
3.44b
339

3.5%2
3.7
3.294

4.28
3.873
3.963

112

1
1

i
i

i
i1

i
i
z

95 percent Conf. Interval

376 6.416
3768 5.416
423 3.944

95 percent Conf. Interval
2,119 4,062

2.7 4.074
2,335 3.737

95 percent Conf. Interval

3.192 7.879
3.1480 7.769
3.9% 7.004

95 percent Conf. Interval

4.886 9.637
4,775 9.043
3.631 8.351

93 percent Conf. Interval

7.614 13.295
7.798 12.602
8.470 11.985




$14%§8ALYSIS OF VARIANCE — DESIGR 138 11i

Multivariate Tests of Significance (S=1, H=1 /2, N=7)

Test Naae Yalue Approx. F Hypoth., DF Error OF Sig. of F
Pillais 07 03791 .00 16,0 999
Hotellings 01185 L3791 300 6.5 979
Wilks 58879 03791 .00 16,00 999
Roys 01178

Eigenvalues and Canonical Correlations

Root No. Eigenvalue fct. Cum, Pct Canon Cor,

1 .01185 100.06000 10000000 L0820
Univariate F-tests with (1,20) 0. F.
Variable Hypoth. 85 Error S5 Hypoth, M5 Error 45 F Sig. of F
Ml L0000 77.81818 L0000 3.89091 L0000 1,000
166 L4345 38.545435 L4545 192727 02358 879
164 04545 241.45435 L4545 1207213 00377 952
Co4 J27127 227.0%091 J2727 11,3345 ,06405 B03
o8 113636 328.72721  1.13636  16.4363% 06914 J95

fveraged F-test with (5,100) D. F.
VARIABLES Hypoth. S5 Error 85 Hypoth. 18 Error 45

Lto3 1.95455 913.63636 35091 9.13636

0427

113

Sig. of F
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P38 01 ARAIYGIS OF VARIAMCE —DESIGR 138111

Multivariate Tests of Significance (5=1, H=11/2, N=7)

Test Kase Value fpprox. F Hypoth. F  Error OF Sig. of F
Pillais 8307 185.79594 3.00 16,60 L0
Hotellings 38.06123 185.795%4 500 16.00 (00
Wilks 01693 185,79594 .00 16.00 L
Rays 98307

Eigenvalues and Canonical Correlations
Root hao. Eigenvalue Pct. Cus, Pct, Canon Cor.

i 38.06123 100.00000 10630000 930

Univariate F-tests with (1,20) D. F.

Variable Hypoth. 55 Error 55 Hypoth, ¥5  Error M5 F 5ig. of F
M0 370.18182  77.81818 570.18182  3.B9091 145.54204 000
165 216.40907  38.54345 26.40509  1.92727 112.28774 000
I6#4 663,30000 241.45433 665.50000 12.07273  55.12425 %0
Co4 1106.18182 22709091 1105.18182 11.35455 97.42194 000
8 230113636 326.72727 2301.13636 16,4363 140.00277 L0

fiveraged F-test with (5,100) D. F.
VARTARLES Hypoth. 58 Error S5 Hypoth. ¥5 Error M5 F 5ig. of F

1tad 43539.40907 913.63636 971.88182 9.13636 166,37512 00
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PRO IF (kel=3).

¥84--¥0 1gg ige CD4 CD8 BY qroup(!,2)/pri cell {(all)/pri homo (all}/pri signif {zil)/disc/desig,
7 sl

(, =
2 18 cases accepted.
\ ™ ) { cases rejected because of cut-of-range factor values.
\ C; 0 cases rejected because of sissing data,
N/ 2 non-eapty cells,

{ design will be processed.

CELL NIRMEER
i1 2
Variable
GROUP .

Cell Means and Standard Deviaticns
Variable .. M0

FACTCR (513 ¥ean Std. Dev. N 95 percent Conf. Interval
BROUP pemagast | 1.3 &.451 9 6,357 15300
ShELY pengagat 2 111 6431 9 5,188 15,05
For entire saaple 11,7222 £.255 15 g.112 1438
Varizble .. 166

FACTER €ODE Mean 5td. Dev. N 9% percent Conf. Interval
GROGP peaagast 1 8.000 5.657 ki 3452 12,348
BROUP pengemat 2 1.667 3,385 g 3577 11806
For entire saeple 7.833 3.31 18 5.168 10.499

Variable .. IGd

FACTER €ODE ¥ean Std. Dev. N 99 percent Conf. Interval
GROUP peazgaat 1 6,35 2,50 9 4.412 8,253
BROLP pengamat 2 6.222 2,438 9 4,343 8.09%

For entire sasple 6.278 2.3% 18 3.085 7.46%
Variable .. CD4

FACTCR CODE Mean Std, Dev. N 95 percent Conf. Interval
GROLP peeagast 1 18.000 3.362 9 13818 2212
BROUP pengarat 2 17.444 5.451 9  13.485 21403

For entire sample 17.722 9.108 18 15.182 20.2683
Variable .. CO8 i

FACTOR CODE Mean Std. Dev. N 95 percent Conf. Interval
GROP pemagaat 1 14,556 4,538 9 11.0%2 18.057
GROUP pengamat 2 14,444 4,419 9 11.048  17.841

For entire sample 14.500 4,33 18 12,534 16.666



11118 ARLYSIS OF VARIRNCE — DE5I 1

Multivariate Tests of Significance {(S=1, K =1 1/2, N

Test Nass ~ Value Approx. F Hypoth. OF
Fillais L1502 036537 i
Hotellings L1524 03659 .00
Wilks — 7849 03659 500
floys 01502

Eigenvalues and Canonical Correlations
Root Ne. Eigenvalue Pct.

{ 01524 100.00060

Univariate F-tests with (L,18) D. F.

Variable Hypoth, 85 Error S5 Hypoth. M5
M 22772 664.88887 22272
166 <000 488, 00000 « 0000
it ] 03356 97.358% 05556
Co4 138687 442.2772  1.388%9
e Q5356 372.44444 03356

fiveraged F-test with (5,80) D. F.

111113

Error OF

12.60
12.60
1200

Error ¥

41.33336
30, 50000

6.09722
27.63889
20.13278

WRIAMES  HMypoth. S5 Error 85 Hypoth. 5

1tod 2.72172 201511141

44444

3)

Sig. of F
799

999

F Sig, of F

00533 943

01639 00
00911 925
03023 825

00276 957

Error 15

25.18887

F

01764

116

Sig. of F

1.000



13811 ANALYSIS OF VARIANCE — DESIGN 13131111

EFFECT .. CONSTANT
fdjusted Hypothesis Sus—of-Squares and Cross-Products
K3 165 6% Co4 Ci8
i} 226588889
165 1582, 33533 1104, 50000
I8 1263.11111 835.16667 707.38889
Co4 3579.88889 2498.83333 2002.61111 5653,38889
cog 2929.00000 2044.50000 1638.50000 4425,50000 3734.50000

Multivariate Tests of Significance (S=1, ¥=11/2, N=5)

Test Nage Value Approx. F Hypoth., If  Error OF Sig. of F
Fillais 98716 184.47178 5.00 12.00 000
Hotellings  76.86324 184.47178 5.00 12,00 Rei
Hilks 01284 184.47178 5.00 12,09 000
Foys 98715

Eigenvalues and Canonical Correlations
Reot No. Eigenvalue Pct. Cus. Pct. Canon Cor,

1 76.86324 100.00060 100, 00000 99356

Univariate F-tests with {1,16) D. F.

Variable Hypoth. 55 Error 55 Hypoth. M5 Error MS F Sig. of F
K 2266,88807 644.83887 2266.880889 41.39556  54.55080 000
186 110450000 488.00000 1104.50000 30,50000 36,21311 000
16 709.38889 97.535%6 709.38889  6.09722 116.34624 000
4 56533.38689 442.22272 5653.38889  27.63889 204.5%4472 000

Coe 3784.50000 322.44444 3784.50000 20.15278 187.79049 000

fiveraged F-test with (5,80) D. F.
VARIARLES Hypoth, S5 Error 55 Hypoth, HS Error M5 F

ftod 1351866667  2015.41141 . Z703.73333 25.18889 107.33833
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Test Name Yalue fpprow. F Hypoth, F Error IF
pillais AT JF194E ERLE JEREL
Hotellings 32837 91943 5.0 14,00
Hilis JET 31548 0 JEREL
Roys J2AT2E
Eigenvaives and Cancnical Correlations
oot Mo, Eigenvalue fct, fum, Pci,

i L3283 1, 00000 HEsREEERY
Univariate F-tests with {1,18) D, F.
Variable Hypolh. 55 Error 55 Wypoth, 15 Error 15

16, 20000

3. 20000
72, 20000
3,860

TR
23360060

3860000
ST7.80600
37.40000

16,2

Error 85
13040000 83, 6XA0

RRLEELY

3 HRH
72,2000
33.80000

$1.67778
16.68443

347778
32, 10000
18.835%

Hypoth, #5

26,0860

e
2 3T
S-x’. o1
207
ST
a7
857
&7

-
F

11997

S713

53418
2452
1.79238
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Lampiran 12

pro if {kel=Z}.

dec group groupl3, ) /VER mo 166 ige UD4 CI8 /eet rao/FINEL.B/POUT=0,3/ana all/stat all.
----------------- === DISBCRIMINANT ANALYSIS -----ememcmcmedencmae

0n groups defined by GROF

3 (urweighied) cases were processed,
10 of these were sycluded from the analysis,

e mu mssmg or ou,t-of Fange aroup codes,
2 (uwn

wusber of Cases by Group

Humsber of C,:Szfs
BROUP  Unweighted  Weighted Label

3 10 10.6 LASER Sat
4 10 10.0 PURLPITIS
Total X 20,0

Group feans

BROUP % 166 168 {4 £hs
3 33000 2,30000 2,100 200 ER
4 3 L0600 2,30000 3, 30000 7,30000 10, 10000
Total 420000 235000 3T 3. 00000 75000

Broup Standard Deviations

BROUP el 165 IeH CD4 £o8
3 1.25167 1.35749 53442 1.94451 3.815712
4 2.07900 113589 3,516 374314 4.280435
Total 1.50843 12343 3.04527 374166 i, 76:7?

Wilks" Lambda {U-statistic) and univariate F-ratio

with 1 and 18 degrees of fresdon

Variable Wilks' Laaida F Significance
¥ 655 3,502 0307
166 9582 8123 3734
164 70942 1.313 L0142
co4 40228 11.89 0027
c8 68631 8.227 4102
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Selection ruler Maximize Rao's V
Mazisus nusher of stepS.vveiinriirsccnnns
Hinisug Tolerante Leveloiiiiiscrnninnnnns

finigus significance of F to resove......
Hinigus increase in Rad's Vivvverrooninns

Canonical Discriminant Functions

Mazigum nusber of functions...oveeecreres

i
Hinimua cuselative percent of variance... 135,03
Maximum significance of Wilks' Lasbda.... L.GE0
Prier probability for each group is 50000
-——--———-—-—-= Yariables not in the analysis after step
Hinimug Signif. of
Variable Tolerance Tolerance F to enter Rag's ¥
et 10000000 10000000 0307 5.501887
166 L0000000  1.0000000 3794 (8122744
I 10000000 100000 0142 10720
o4 10060000 1,0000000 Reire) 11,8784
coa L0000 10000000 0102 B.22718¢

S R R R R R R S R R S R R R R R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R |

it step 1, CD4 was included in the analysis,

Degrees of Fresdom Signif,  Between Groups

(006 {APPROX.)

Wilks' Lasbda H0226 i 1 18.0
Equivalent F 11.8876 i 8.6 .05
REI'S V 11.88764 {

-=-—---———--— Variables in the analysis after step 1| —

Signif. cf
Yariable Tolerance F to resove Rao's V
co4 10000000 0029

=-=————-—-—--— Variables not in the analysic after step

Hinimua Signif. of
Variable Tolerance Tolerance F to enter

i1 5999812 9999212 0929
166 9526201 9526201 .3086
I6H 9373202 9374202 J67

(5] AT039Y 4705199 5976




139

F statistics and significances betwesn pairs of groups zfter step |
tach F statistic hes 1 and 18.0 degress of freedos.

Group 3
) LASER G
Broup t
4 PFLPITIS 11,888
D023

IS R S R R S R R R R R S R R R S R S S S R R S R R R R S R O R S S E R R R R
ftstep 2, H was included in the analysis,

Degrees of Freedos Signif.  Between Groups

Hilks' Lambda 50761 Z 1 8.8

Equivalent F 8,24503 Z 7.8 008t

RAO'S 1746007 2 (002 (APPROX.)

—--———-———-= Variables in the analyzis after step 2 ————v
Signif. of

Varizble Tolerance F to resove Rzo's ¥

#0 S997812 0929

C4 5997812 L9

—-———-—-—— Variables rot in the analysis after step 2 -————-mv
Binimem  Signif. of

Variable Telerance Tolerance F to snter Rao's ¥

it 489024 9465024 983

) 78773482 7877542 A873 18, 55054

cca AL 438501 4393 18.8318

f statistics and significances belween pairs of groups after step 2
tach F statistic has 2 and 17.0 degrees of fresdos.

Group 3
LASER G
Group t
4 HMAPITIS 8,2450
0031

(S S R R R R R R R R S R R R R R R R R R R R R R O R R R SRR R R R R

At step 3, CI8 was included in the analysis. '

Degrees of Freedom Signif.  Between Groups

Wilks' Lambda 43841 301 18.0
Equivalent F 3.58642 3 16,0 .00t
RAC'S V 18.83418 3 L0003 (APFRCK.)




- Yariables in the analysis after sizg 3

Signif, of

c¥on S —

Varizbls F to reaove Rao's ¥

Chd 3378

[ 4393

e Varizbles not in the analysis after step 3 ———m-

Yariable Tolerance

el

slerance F to enter Raz's ¥

Hiniguz  Signif. of

5]

165 BI2343F (3795 JE5
2 JIETT L3R07378 3788 H.87473

F statistics and signi

Each F statistic has

ficances between pairs of groups after step 3
I and 16,0 degrees of fresdoa.

140

Broug 3
LASER &
Broup t
§ FAPITIS 3,58
0081

IS S S S S R S S R S R R S R R R R R S R S R S R S S R R R R R R S S R R R R R R R R R R E R R S
it step 4, I8% was included in the analysis.

Degrees of Fresdos Signif.  Between Groups

Wilks' Lasbda 48303 i 1 18.¢
Equivalent F 4,34891 3 150 0%
RAD'S ¥ 20.87478 B G035 (APPROXL)
S Variables in the analysis after step § ———————
Signif. of
Variable Tolerance F to resove Rzo's V
M3 B224875 A
164 326477 3788
Co4 7373 RIR 20.1982t
o8 4078262 VTR
— Variables not in the analysis after step 4 ———— —

Minimus Signif. of

Yarizble Tolerance Tolerance F to enter Rao's V
166 b728345 (3118135 4933 CR.2457L

R—

F statistics and significances between pairs of groups after step 4

Each F statistic has

4 and 15.0 degrees of freedom.

Group 3
LASER S
Broup t
4 PWPITIS 4,3489
0136
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trprrireeRis b LRLOLELLEEREOEEEESELEESERPSQIISIREESILESSIISIRISIIIISIEIRIRILILILLLY

At step 5, B3 wis resoved from the analysis,
Degrees of Fresdes Zignif.  Belwesn Broups
#ilks' Lambda ATLZE ¥ 1 8.4
Equivalent F &, 98405 3 16,8 0082
FAG'S ¥ 0.1752 3 0007 (RPPROX.)

e Veriables.not in the analysis after step § ——---momm-

Binisus Signif. of
Variable Tolerance Tolerance F to enter

166 J3838 7388 A065
o4 RS TR S AL Rk

F statistics and significances between pairs of groups after step §

tach F statistic hes 3 and 16.0 degrees of fresdoa,
Eroup 3
LASER T
Group t
4 PLPITIS 3.9847
62

S R R R R S R S S R S S R R R R R S R R R S R R R R R R R R R R R R E R C R R R R RS R R R RS S &
At step &, I Was included in the analysis.

Degrees of Freedos Signif. Between Groups

Wilks' Laabda 48937 i 1 18.0

Equivalent F 4,594%4 4 150,017

RAO'S 22.05570 4 D02 (APPROX.)

-—————--———-— Variables in the analysis after step & ——--mmmmmmmm-
Signif. of

Variable Tolerance F to remove Rao's V 5

10 8236152 2193

166 .7383298 L4063

16 T8 A703

o8 934744 0187

--—==-————————= Variables nct i the analysis after step b ——-—-----

Minisus Signif. of
Yeriable Tolerance Tolerance F to enter Rag's V
Co4 3557801 (3118135 L8004
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LT 3
LAZER G
Broug &
4 FEPITIS 4,5949
077

F level or tolerance or VIN insufficient for further cosputaticn,

Artion Yars #dilks’ Change
Step Entered Resoved In  lambde Sig.  Rae's ¥V Sig. in¥  Sig. Label
1 b4 L.60226 (029 ¢ 11.88764 L0006 11LBR7AY 000G
2 " poy- 2 7Rl 0031 178007 L0007 SETM4T (MAT 7
1 %5° 3 4884l 0081 | 13,8318 0003 LML BT '
4 61“.\\ 4 46303 L0155 0 2087478 0K 2402080 1532 .
5 i IR 0082 19821 L0002 476 418
& 166 4 9T 0127 ) 05570 L0002 LBTR 7B
Classifiration Function Coefficients
{Fisher's Linear Discriminant Functions)
GROP = 3 § U o
LASER Se  PULPITIS (/& Fue
t o \L'_ j‘;
i -1.281430 1.852532 " '\';Lﬁf ’
i%6 1,184545 (5128143 v
16 - 1765194 2534495
o8 2498912 LB30875
{constant) -4.596620 -10.43568

Canooical Discrisinant Functions

Percent of Cusulative  Cancnical :  After

Function Eigenvalue Variance Percent  Correlation : Function Wilks' Lambda Chi-sguared D.F. Significance
: 0 4893742 12,798 4 L1
i1 122532 10.00 100.00 336 s

/
{ marks the | canonical discriminant functions resaining in the analysis.

Standardized Canonical Discriminant Function Coefficients

e 1
] LT
15 -.33767
16 33747
Ci8 .Balle

I R RS
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O

On groups defined by ORGP

fnalysis number 2
Direct method: A1 variables pa
Hinisum Tolerante Leveliivviriiivincacnns

Maximua nusber of functioiS.iiiveinninsns

Hinisus cusuiative percent of veriance...
Haximum significance of Hilks' Lembda....

group is 30000

Classification Function Coefficients
{Fister's Linear Discriminant Functions)

BROP = 3 4
LASER S MAPITIS
t
i 1 1.78253 8337
166 1.171762 .6.17168‘9
1M - 1670258 2203412
Co4 - 245018201 8501692201
o8 26450 5387916
{constant) -4.597571 -10. 44706

o
(]
0

)

Rt

4
i

10,90
L0060

bt 4
s

Canonical Discrizinan

Percent of Cumulative
Function Eigenvalue Variance Percent
i 12387 0.0 1000

{ marks the

Canonical
Correlation

J4386%8 ¢

T
H

Standardized Cancnical Discrizinant Function Coefficienis

FINRC 1
il AKZ2
166 - 30254
I6M 48417
Ch4 15450
€oe J18%7

Structure Matriv:

pria
T

a

==

-4

passing the tolerance test are sntered,

After
: Function Wilks' Lasbda Chi-sguared

{

Functions

e

R Yrari

{ canonical discrisinant functions resaining in the analysis.

e
oy

12.472

.
£
v

*xgmn"' g

(289
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Simhor ot 3 izinant Cuncdion {
wEyEr o iscriminant Functions.. i
§ snk md Ehs 2 Usriahl =

List of the 4 Variables ussd,,

44, ¥
N0, OF
fctual Group Cases
e T 1
Broup 3 10 g 1

Group 3 1§ z 3

N Y L0 Vi
50,05 40,07

Classification Processing Sumsary
30 Cazes were processed.
0 Cases were excluded for missing or out-of-range group codss.
0 Cases had at least one missing discriminating variable.
30 Cases were used for printed output.
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iah

rng
i

i

Ho, of

Predicted Broup Hesbership

Frtual Group Cazes 3 4
Broup 3 1 v i
LASER et 70.0% 10.0%
Eroup 4 ] Z 8
WPITIS 20.0% 80.0%
Ungrouped Cases 10 7 3
78,08 RORIF

el " etdie

Percent of "grouped” cases correctly classified: B83.00%

Classification Processing Summary
30 Cases were processed.
Cases were excluded for sissing or out-ci-range group codes.
0 Cases had at least one missing discriminating variable.
30 Cases were used for printed cutput,




20 casss accepled.

14 cases rejected because of cut-of-range factor values.
0 cases rejected because of missing data.

2 non-eapty cells,

{ design will be processed,

CELL MUMBER

I 7
Yarizble
GROLF I 2

Cell Heans and Standard Deviations

Varizble .. 10

FACTOR Cote
gROLP LASER =
GROUP PLPITIS

For entire casple

Variable .. 166

FRETIR Cooe
BROP LASER Sa
GROUP AALPITIS

For entire sazple

Variable .. I&4

FACTER Cooe
GROP LASER G
eROuP PULPITIS

For entire sample

Variable .. CI8

FACTOR CooE
GROP LASRR 5w
BREUP FRPITIS

For entire sasple

2
e LL

7.448
6.838

Hezn
2.74

1.716
2.20

Mean

=31

1,343

fiean

£.224
6.978
§.101

5td, Dev,

1,604
.84
3.9%

Std. Dev.

1.584
6%
1.298

Std. Dev.

A%
2937
3.643

1
i
N

sc/gesig,

9% percent Conf. Interval

1.5
1.218
1,612

o percent Conf. Interval

3.88
2,214
2.828

93 percent Conf. Interval

=243
1.994
95

95 percent Conf. Interval

A

343
4,882

2,355

1.906
9.093
5.807
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1311188515 O VARIANCE — DESIGH

118531

Test Hase Yalue Approx. F Hypoth. OF Error OF Sig. of F
Pillais BE34T 24,7657 4,4 15,00 RELY
Hotellings 6 50418 24.74547 LR 15,40 00
witks LML 74.76567 4,00 15,00 L
Raoys 85347

Eigenvalues and Canonical Correlations

Foot Mo, Eigenvalue Pct.
i &£.50418 100.00000

Univariate F-tesis with {{,18) D. F.

Yarizble Hypoth. 55 Error 55 Hypoth. H5
] 13619995 156.65302 136.199%%
185 3.08510  26.9469%  5.0BA10
I 14.6885%  7.73519  14.488%3
Ci8 16550690  85,88247 145,306%0

fwveraged F-test with (4,72) D. F.

VARTAELES Hypoth, 55 Error S5

ftod J21.48148 278.217863

Cum, Fet, Canon Cor,

1906000 3153
Error 15 F 5ig. of F
8.70295  15.64587 f0t
189708 3.3974L .082
AHTT 318040 000
482680 M.78913 000

Hypoth. B3 Error M3

80.37037 3.86413

i

hai

Sig. of F

147
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1310 ANMYSIS OF VARIAMCE — IESIRN lyip i

EFFECT .. CONSTAMT

?:'ﬁ.ii—tl—‘:;'l-&ti' Tests of Significance (=1, H=1,H =48 L/Z}

Test Hame Value Approx. F Hypoth, IF Error OF Sigo of F

Fillais S5590 BLETTGh 4.0 1500

Hoteilings  21.67404  BL.27745 EREY 154

Bilks L4410 8LZTIRS 3.4 15.00

Aovs 73570

;Ex—g::n;l;e—s -‘r;} -C....:'—"iLf 1 Correlations

foot He. Eigenvalue fet. Cum. Pct. Canon Cor,
1 2167304 100.00000 100000 SITH

;h—iv;r—ia-te—F-t;s-ts_aith {1,182} D. F.

Variable Hypoth. 55 Error S5 Hypoth, #5  Error F Sig. of F

# 935,25136 156,85307 93525136  B.70Z%5 10748377

165 98,5828  25.9487% §8.38281  L.497(% L]
168 477851 1.7351% 473947 LA L0087 Rl
{8 335.3897%  8h.BB8247 T36,3897% 4.B26B0  £9.693 H0

fveraged F-test with (4,72} D. F.
VARTAELES Hypoth. 55 Error 55 Hypoth, M8 Error M5 F Sig. of F

1tod 137495359 27821763 43,7388 3.86413 £3.95513 000




Lampiran 13

2 tases accepted,
1§ cases rejected berause of cut-of-range factor values,
§ cases rejected because of missing data,
? noneapty cells.
i design will be processed.

CELL MMBER
¥ 2
Variable
GROUP 12

Cell Heans and Stendard Deviations
Yariatle .. ¥

FACTOR Cone fean Std. Dev,
BROUP LASER S 3,233 1,605
GROUFP HMAPITIS 7.477 3.843
For entire sample 5,83 913
Variable .. IG5

FRCTER Coe Hean Std. Dev.
GREF LASER Sa 2.655 1.567
BREUF PULPITIS 1.840 734

For entire sasple 2,268 1273
Variable .. IGH

FACTER Cooe #ean  Std. Dev.
GROF LASER S -.351 B
EROUP PULPITIS 1,189 o

For entire saspie A0 .98
Variatle .. CD4

FRCTOR CopE Hean Std. Dev.
GROUF LASER Sa . -.066 048
GROLP FULPITIS 621 18

For entire sample 277 A6
Variable .. CI8

FACTOR CODE Hean Std. Dev.
BROF LASER Sa 1.298 1010
GROUF FAPITIS £.4532 2,734

Far entire sample 3.87% 3.319

10

ra =

il

10
10

23 S

.
-

9% percent Conf, Interval

I.g 3.381
6.678 12.176
4,99 8.461

1.574 1.816
1,306 2,374
1,672 2,853

9% percent Conf. Interval
- 47 -.232

802 1,733
=039 857

93 percent Conf. Interval

=100 -.032
293 8438
(a2 472

35 percent Conf, Interval

373 2,02t
4.498 8.403
2,372 3.428
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TETEEONMYSIS OF VARIRMCE — DESIBN 13f11id4
EFFECT ., CONSTANT
Fultivariate Tests of Significance (5={, H=1 42, N=4)
Test Hase Yalue fApprox. F Hypoth, IF  Error IF Sig. of F
Fillais - S 5.0 14,00
Hotellings 23,1518 84,831 &0 3.4
Hilks L4140 64,EG15E 5.0 14,400
Raoys LT84
Eigenvalues and Canonical Correlations
foot He. Eigenvalue frt. Cuz, Fci, Canon Cor.
} 23,1544 9798
Univariate F-tests with (1,18) D, F.
Variable Hypoth, 85 Error S5 Hypoth, 85 Error 1S F Sig. of F
# 932.89358 106.09546 TIZ.5EMA  B.ATI97  107.57440 BELY
156 102,83662  77.115%47 102.83482 150641 43,7404 Riiy
6 13454 LBTMB 1345 G243 10.21876 REN
£pd 153718 G380 L5FIE AHT77 19,6909 Ry
(i 3.29808  To.47386 N.29308 4,235 70.467%3 Rixy

YARIABLES Hypoth, 58 Error 55 Hypoth, 15 Error 15 F

o
=
v
=)
=4
n

Tte s 1340.50100 256.51032 26818020 296835 3339 L
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