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INTISARI

Jumlah perokok anak di Indonesia dari tahun ke tahun semakin meningkat.
Prevalensi perokok anak ringan sekitar 15%, perokok anak sedang sekitar 53,3%
dan perokok anak berat sekitar 31,7%. Tingkat inflamasi akibat rokok tergantung
dari frekuensi paparan rokok, jumlah batang asap rokok yang dipaparkan dan
respons kekebalan tubuh. Monosit merupakan salah satu sel yang berperan pada
inflamasi. Penelitian lain menyebutkan lebih dari 40% penduduk Indonesia
kekurangan vitamin D. Hal ini dapat menyebabkan respons imun untuk
menghadapi inflamasi kurang optimal. Penelitian tentang pengaruh frekuensi
merokok terhadap monosit disertai suplementasi vitamin D masih jarang
dilakukan.

Penelitian eksperimen dengan rancangan penelitian post-test only control
group design pada tikus Rattus Norvegicus jantan galur wistar dibagi 6 kelompok
secara acak. Penelitian dilakukan dengan pemberian frekuensi paparan asap rokok
dan vitamin D dosis 0,2cc/dL setiap hari selama 14 hari. K1 (kontrol dengan 1x8
batang rokok 2 hari sekalt), K2 (kontrol dengan 2x4 batang rokok 2 hari sekali),
Kz (kontrol diberi vitamin D), P1 (perlakuan dengan 1x8 batang rokok dan vitamin
D), P2 (perlakuan 2x4 batang rokok setiap 2 hari sekali dan vitamin D) dan Ps
(perlakuan 2x4 batang rokok setiap hari dan vitamin D). Pemeriksaan jumlah
monosit menggunakan alat hematology automatic analyzer.

Data analisis penelitian didapatkan tidak ada perbedaan jumlah monosit
pada tikus yang terpapar rokok dan diberi vitamin D.

Kesimpulan penelitian ini adalah tidak adanya pengaruh frekuensi asap
rokok terhadap jumlah monosit pada tikus yang diberi vitamin D.

Kata kunci: frekuensi asap rokok, monosit dan vitamin D.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Perokok anak pada awalnya termasuk perokok ringan, tetapi seiring
berjalan waktu menjadi perokok berat karena kecanduan nikotin (Fauzi dkk.,
2017; Dartanto Rus’an dkk., 2020). Tingkat inflamasi tergantung lama
paparan asap rokok dan frekuensi asap rokok (Pérez-Rial dkk., 2013).
Klasifikasi perokok dibagi menjadi 3 yaitu perokok ringan, perokok sedang
dan perokok berat (Riska Rositaa dkk., 2012). Monosit merupakan salah satu
sel yang berperan pada inflamasi (Abbas dkk., 2020). Inflamasi paru akibat
asap rokok dapat mengubah jumlah monosit berdasarkan perannya (Da Silva
dkk., 2017; Milasari dkk., 2018). Kekurangan vitamin D dapat dikaitkan
dengan penurunan sistem kekebalan imun (Ismailova dan White, 2022). Hal
ini dapat menyebabkan respons imun untuk menghadapi inflamasi kurang
optimal. Penelitian tentang pengaruh frekuensi paparan asap rokok pada

perokok ringan disertai suplementasi vitamin D masih jarang dilakukan.

Menurut data Riskesdas 2018, prevalensi perokok usia 10 -18 tahun
mengalami peningkatan dari 7,20% tahun 2013 menjadi 9,10% tahun 2018
atau naik sebesar duapuluh persen (Kemen PPPA, 2020). Prevalensi perokok
ringan sekitar 15%, perokok sedang sekitar 53,3% dan perokok berat sekitar
31,7% (Risyaf, 2016). Perokok pasif meningkatkan jumlah monosit sekitar

4% (Pedersen et al., 2019). Penduduk Indonesia yang mengalami



kekurangan vitamin D sekitar 45,1% hingga 49,3% sementara yang cukup
kadar vitamin D hanya 5,6% (Ernawati dkk., 2015). Sebagian besar
penurunan vitamin D terjadi akibat kekurangan sinar matahari dan terpapar
asap rokok (Nair dan Maseeh, 2012; Lee dkk., 2015). Penelitian sebelumnya
menyebutkan faktor resiko infeksi semakin meningkat pada paparan asap
rokok, defisiensi vitamin D dan perubahan jumlah monosit (Rao Muvva
dkk., 2020). Pemberian vitamin D dapat membantu monosit mengaktifkan

perannya (Mousa dkk., 2021).

Asap rokok meningkatkan radikal bebas dengan mengaktifkan Nf-kB
sehingga terjadi inflamasi (Lee dkk., 2012).Selama inflamasi, monosit klasik
menurun karena terjadi diferensiasi makrofag dan melepas sitokin inflamasi
ke jaringan inflamasi (Wermuth dan Jimenez, 2015). Sedangkan monosit
non klasik meningkat karena faktor pertumbuhan hematopoietik yang
menginduksi proliferasi sumsum tulang sehingga terjadi inflamasi sistemik
(Ramanathan dkk., 2020). Vitamin D yang paling banyak ditemukan di
sirkulasi yaitu 25-hydroxyvitamin D (Ernawati dkk., 2015). Penelitian
sebelumnya menyebutkan merokok dapat mempengaruhi kadar VDR yang
dapat menurunkan fungsi monosit, walaupun kadar 25-hydroxyvitamin D
tidak terpengaruh (Bouillon dkk., 2008). Oleh karena itu diperlukan
suplementasi vitamin D sehingga dapat meningkatkan peran monosit

sebagai antiinflamasi.



1.2.

1.3.

Berdasarkan pembahasan diatas, diperlukan penelitian yang bertujuan
untuk mengetahui pengaruh frekuensi paparan asap rokok terhadap jumlah

monosit pada tikus yang diberi vitamin D.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh frekuensi paparan asap rokok terhadap

jumlah monosit pada tikus yang diberi Vitamin D?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh frekuensi paparan asap rokok

terhadap jumlah monosit pada tikus yang diberi vitamin D.

1.3.2. Tujuan Khusus

1.3.2.1. Untuk mengetahui perbedaan monosit antara kelompok
kontrol dan perlakuan yang terpapar asap rokok 1 kali 8
batang dan 2 kali 4 batang dengan diberikan vitamin D.

1.3.2.2. Untuk mengetahui perbedaan monosit antara kelompok
kontrol yang terpapar asap rokok 1 kali 8 batang dan 2 kali
4 batang yang diberi vitamin D dengan kelompok kontrol
tidak terpapar asap rokok tetapi diberi vitamin D.

1.3.2.3. Untuk mengetahui perbedaan jumlah monosit antara
kelompok dengan frekuensi paparan asap rokok dua kali
empat batang pada frekuensi paparan dua hari sekali dan

setiap hari.



1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini dapat menjadi acuhan untuk pengembangan
penelitian selanjutnya terkait pengaruh frekuensi asap rokok serta
pengaruh vitamin D terhadap monosit.
Manfaat Praktis
1.4.2.1. Memberikan informasi kepada masyarakat tentang

pengaruh frekuensi asap rokok terhadap jumlah monosit.

1.4.2.2. Memberikan informasi kepada masyarakat vitamin D dapat

digunakan untuk mengatur tingkat inflamasi.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Jumlah Monosit
2.1.1. Definisi
Monosit merupakan sel darah putih berfungsi sebagai sistem
kekebalan tubuh (Abbas dkk., 2020). Jumlah monosit darah normal
adalah sekitar 2-8% dari jumlah sel darah putih (Lewar, 2018).
Jumlah monosit ditentukan dengan automatic hematology analizer.

Berikut tabel monosit darah berdasarkan klasifikasi:

No. Jenis % Umur Fungsi
Monosit monosit

iy Klasik 80-95 0-1hari  Fagositosis

va Intermediet  2-11 3-4hari  Pro-inflamasi

3. Non klasik — 2-8 4-7Thari  Patroli endotel

4. Ly6Ctinggi  40-45 20jam  Fagositosis &
Pro-inflamasi

5. Ly6Csedang 5-32 Pro-inflamasi

6. Ly6Crendah 26-50 2hari Patroli  endotel

dan  perbaikan
jaringan
Tabel 2.1 Jumlah Monosit Berdasarkan Peran

(Shi dan Pamer, 2011; Patel dkk., 2021)

2.1.2. Peran Monosit
Monosit berperan dalam inflamasi dan fagositosis (Cormican
dan Griffin, 2020). Monosit terbagai menjadi 3 peran yaitu klasik,
intermediet dan non klasik (Patel dkk., 2021). Monosit memainkan
peran dalam homeostasis dan inflamasi (Patel dkk., 2017). Kondisi

stabil, monosit klasik berada di sirkulasi selama sehari dan akan



meninggalkan sirkulasi (mati atau bermigrasi) begitupun dua
monosit lainnya (Patel dkk., 2017).Sedangkan monosit intermediet
dan non klasik memiliki waktu bersirkulasi lebih lama sekitar 4
hingga 7 hari (Patel dkk., 2017). Apabila waktu paruh monosit klasik
atau intermediet habis, maka akan berdiferensiasi menjadi monosit
intermediet atau non klasik kemudian akan kembali ke sirkulasi 4
jam setelahnya (Patel dkk., 2017). Keberadaan monosit klasik dan
non klasik migrasi bersama dari sumsum tulang ke sirkulasi dan

menghilang tergantung waktu paruhnya (Patel dkk., 2017).

Q
I
ot

-# Classical
-#- Intermediate
-= Non-classical

Deuterium labeled Monocyte

0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (days)

Gambar 2. 1 Waktu Paruh Monosit di Sirkulasi
(Patel dkk., 2017).

Kondisi inflamasi, monosit klasik segera dilepas dari sumsum
tulang menuju sirkulasi dan berdiferensiasi menjadi makrofag di
jaringan inflamasi, kemudian mengeluarkan mediator inflamasi
untuk merespons inflamasi tersebut (Patel dkk., 2021). Mediator
inflamasi tersebut menyebabkan peningkatan TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
8, dan haematopoietik growth factors seperti GM-CSF dan G-CSF

(Yang dkk., 2014). Faktor pertumbuhan haemotopoitiek tersebut



meningkatkan proliferasi sumsum tulang untuk perekrutan monosit
(Mazzone dkk., 2010). Sehingga memicu inflamasi sistemik yang
menyebabkan peningkatan jumlah monosit non klasik (Mazzone
dkk., 2010). Namun, jika tidak ada inflamasi maka monosit klasik
kembali ke sumsum tulang untuk berdiferensiansi menjadi monosit
non Kklasik (Shi dan Pamer, 2011).

Perekrutan monosit tergantung pada reseptor kemokin dan
faktor pertumbuhan hematopoitik (Shi dan Pamer, 2011).
Kekurangan reseptor kemokin maupun faktor pertumbuhan
hematopoitik -mampu mengurangi perekrutan monosit (Shi dan

Pamer, 2011).

Chronic inflammation

Steady state ACHtS ibflammation (e.g. atherosclerosis)

7S
[ Vascular: ——
S mooth muscle = 5

Inflammatory stimulus

CX3CR1#CCR2*Ly6c™ O Inflammatory
Classical | monocytes cylokines/
CX3CR1" CCR2%* Ly6es chemokines
Non-classical monocytes @ Proteases

macrophage

2l Microcirculation

Gambar 2. 2 Peran Monosit dalam Inflamasi
(Rua dan McGavern, 2015)

2.1.3. Faktor Yang Memengaruhi Jumlah Monosit
Waktu paruh dan jumlah monosit di sirkulasi sesuai klasifikasi
monosit. Monosit dapat bertahan dalam sirkulasi sekitar 1-7 hari
(Patel dan Yona, 2019). Keberadaan monosit klasik dan non klasik di

sirkulasi memiliki perbedaan waktu tergantung kondisi host, jenis



kelamin, golongan etnis, diet tinggi lemak, pola tidur, olahraga dan
usia host tersebut (Patel dkk., 2017). Faktor lain yang menyebabkan
jumlah monosit menunjukkan kondisi patologis (Yang dkk., 2021).
Beberapa faktor yang menyebabkan monositosis atau jumlah
monosit melebih batas normal seperti kondisi rheumatoid arthritis,
penyakit jantung koroner, aterosklerosis, keganasan hematologi, dll
(Lewar, 2018). Sedangkan kondisi monositopenia atau jumlah
monosit rendah melebihi batas normal ditemukan pada kondisi

penyakit aterosklerosis dan anemia apalstik (Lewar, 2018).

2.2. Frekuensi Asap Rokok
2.2.1. Definisi

Frekuensi asap rokok merupakan jumlah paparan asap rokok
yang terpapar dalam satuan batang rokok per hari (Ramadhan dkk.,
2017). Penelitian sebelumnya, menunjukkan adanya hubungan antara
asap rokok dan frekuensi merokok yang tinggi dengan kecanduan
nikotin (Greg Chido-Amajuoyi dkk., 2017). Efek asap rokok
tergantung karakteristiknya, adalah frekuensi asap rokok yang dapat
digolongkan sebagai sering (hampir setiap hari) atau kadang-kadang
(Riska Rositaa dkk., 2012). Perokok ringan <10batang/hari, perokok
sedang >10 batang/hari, dan perokok berat >25 batang/hari (Wilson

dkk., 1992; Husten, 2009).



2.2.2. Dampak Asap Rokok terhadap Monosit

Asap rokok memiliki kandungan yang menyebabkan stres
oksidatif (Lee dkk., 2012). Stres Oksidatif yang dimaksud adalah
Reactive Oxygen Species (ROS) dan glikoprotein kaya fenol (Lee
dkk., 2012). Stres oksidatif dimulai 30 menit setelah terpapar aspa
rokok (Van Der Vaart dkk., 2004). Stres oksidatif akan menginduksi
kerusakan DNA sehingga menyebabkan inflamasi dan sistem imun
terganggu (Lee dkk., 2012). Efek asap rokok tergantung beberapa
faktor seperti jumlah batang/hari, lama tahun merokok, jenis rokok
yang dikonsumsi, serta pengaruh lingkungan (Rahfiludin dan
Ginandjar, 2013). Peningkatan frekuensi- asap rokok dikaitkan
dengan peningkatan inflamasi (Kianoush dkk., 2017).

Proses inflamasi akut diawali dengan aktivasi Nf-kB yang
mengaktifkan sel monosit dan sel lain (Madani dkk., 2018). Monosit
akan dilepas dari sumsum tulang dan berdiferensiasi menuju jaringan
inflamasi berdasarkan macrophage-colony stimulating factor (M-CF)
dan granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CF)
(Kratofil dkk., 2017). Terdapat peningkatan jumlah monosit di
sirkulasi dan di sumsum tulang akibat terpapar asap rokok (Pedersen
dkk., 2019). Perbedaan jumlah monosit tergantung peran monosit

(Da Silva dkk., 2017). Menurut penelitian sebelumnya, jumlah
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monosit klasik menurun dan monosit non klasik (Da Silva dkk.,
2017). Hal ini disebabkan karena monosit klasik harus
berdiferensiasi ke jaringan inflamasi sehingga jumlah monosit klasik
di sirkulasi berkurang (Wermuth dan Jimenez, 2015). Sedangkan
jumlah monosit non klasik meningkat akibat peningkatan proliferasi
sumsum tulang (Wermuth dan Jimenez, 2015). Tetapi, jika tidak
terjadi inflamasi maka monosit klasik akan menjadi monosit non
klasik (Wermuth dan Jimenez, 2015).

Peningkatan proliferasi sumsum tulang akibat peningkatan
MCP-1 (Giebe dkk., 2021). Menurut penelitian, meningkatnya MCP-
1 tergantung banyaknya aktivitas NF-kB dan molekul adhesi (Giebe
dkk., 2021). Tingginya aktivitas adhesi meningkatkan kejadian
arteriosklerosis (Giebe dkk., 2021). Dengan demikian, asap rokok
memengaruhi jumlah monosit baik Kklasik maupun non Kklasik.
Penurunan monosit klasik di disirkulasi akibat peningkatan MCP-1
sehingga terjadi diferensiasi makrofag dan meningkatan produksi
sitokin seperti IL-1B, TNF-B serta nitrit oksidase untuk membantu
melakukan fagositosis (Zuckerman dkk., 1979; Yang dkk., 2014).
Namun akibat paparan asap rokok yang terlalu lama akan mengubah
fenotip monosit sehingga peran fagositosis dapat menurun (Nielsen
dkk., 2020).

Paparan asap rokok juga dapat menghambat anti inflamasi

dengan pengurangan faktor pertumbuhan seperti VEGF, yang
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memperlambat penyembuhan luka melambat. Dengan demikian,
perubahan VEGF juga dapat memengaruhi monosit karena migrasi
monosit ke jaringan yang direduksi oleh VEGF (Kratofil dkk., 2017;

de Marcken dkk., 2019).

2.2.3. Dampak Asap Rokok terhadap Vitamin D

Steady state - Infection / Inflammation

multiple
transcription
factors

1,24,25-(OH),D
and further
breakdown products

Gambar 2. 3 Interaksi Inflamasi dan Vitamin D
(Bouillon dkk., 2008)

Pada kondisi stabil dan fase awal inflamasi akut la-
hydroxylase tidak ada atau rendah (Bouillon dkk., 2008). Dalam
kondisi tidak stabil, 1,25-hydroxyvitamin D akan aktif melalui peran
VDR untuk menjada keseimbangan tubuh (Bouillon dkk., 2008).
Namun kondisi inflamasi atau infeksi, 24-hydoxylase dan VDR

dihambat oleh STAT1a sehingga 1,25-hydroxyvitamin D akan tinggi
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untuk memainkan peran sebagai antiinflamasi dan antiinfeksi
(Bouillon dkk., 2008).

Asap rokok dikaitkan dengan rendahnya kadar vitamin D
namun tidak signifikan (Lee dkk., 2015; Ren dkk., 2016). Aktivitas
Nf-KB yang tinggi dapat menghambat VDR serta penurunan 1,25
Dehidroksivitamin D (Lange dkk., 2012). Hal ini menandakan
perbedaan teori pada penelitian sebelumnya, terkait penurunan kadar
vitamin D pada asap rokok. Perbedaan hasil tersebut dapat
dipengaruhi oleh pemberian dosis vitamin D dan tidak melakukan

pengukuran awal kadar vitamin D (Ardiaria, 2020).

2.3. Vitamin D

2.3.1.

2.3.2.

Definisi
Vitamin D merupakan senyawa mirip steroid yang larut dalam
lemak yang berperan dalam metabolisme mineral dan kesehatan

tulang (Prietl dkk., 2013).

Bentuk

Bentuk Vitamin D ada 2 yaitu, vitamin D, (ergocalciferol) dan
D3 (cholecalciferol) (Holick, 2010). Vitamin D biasanya ditemukan
saat berjemur dibawah paparan sinar matahari, sedangkan vitamin D3
biasanya diaktifkan setelah manusia terpapar sinar matahari (Holick,
2010). Vitamin D dapat diperoleh dari konversi sinar ultraviolet

menjadi 7-dehydrocholesterol di kulit, juga diperoleh dari makanan
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seperti telur, ikan, alpukat dan suplemen vitamin D (Holick, 2010).
Suplemen vitamin D yang umum digunakan adalah vitamin D3

(Holick, 2010).

Peran Vitamin D pada Sistem Imun

Vitamin D berperan pada respons stres oksidatif tubuh serta
respons imun terutama untuk mengatasi inflamasi dan fagositosis
(Heulens dkk., 2016). Monosit dan vitamin D berinteraksi satu sama
lain (Heulens dkk., 2016). Interaksi tersebut melalui VDR atau
vitamin D reseptor pada monosit (Almerighi dkk., 2009). VDR
sebagian besar ada di jaringan dan sel (Marcinkowska, 2020). Gen
target monosit-vitamin D adalah nucleotide-linked oligomerization
domain protein 2 (NOD?2), antibakteri protein hepcidin (HAMP),
cathelicidin (CAMP) dan defensin 2 (DEFB4) (Nurminen dkk.,
2019).

Vitamin D masuk ke sirkulasi dalam bentuk 25-hydroxyvitamin
D yang berperan autokrin untuk sistem imun (Rosas-Peralta dkk.,
2017). Peran monosit sebagai kekebalan imun atas bantuan vitamin
D (Nurminen dkk., 2019). Vitamin D tersebut menuju gen monosit
menjadi 1,25-dihidroksivitamin D3z dan aktif melalui VDR dan
ekspresi CYP27B1 untuk memberikan efek positif monosit (Rosas-
Peralta dkk., 2017). Efek positif tersebut dapat menginduksi
diferensiasi dan proliferasi monosit menjadi makrofag, membantu

stimulasi inflamasi melalui TLR atau Toll-like receptor serta
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menghambat Nf-kB dengan aktifitas (Rosas-Peralta dkk., 2017). Efek
Nf-kB tersebut mampu menurunkan sitokin proinflamasi oleh
monosit seperti TNF-a, IL-6 dan MCP-1 dan meningkatkan
cathelicidin sebagai antimikroba (El-Sharkawy dan Malki, 2020).
Sehingga menghambat respons inflamasi dan menginduksi autofagi
ataupun ROS (Harrison dkk., 2020). Oleh karenanya, vitamin D yang
cukup mampu membantu monosit memperbaiki sistem imun melalui
aktivasi VDR dan CYP27B1. Suplemen vitamin D dapat membantu
kadar vitamin D dalam tubuh cukup tergantung dosis dan waktu
pemberian vitamin D (Lee dkk., 2015; Durrant dkk., 2022). Hal ini
membuktikan bahwa vitamin D dapat berperan sebagai anti inflamasi

dan antioksidasi.

(~) TH1 cell response TH cell activity
a (+) TR1 cell response. (indirect effect)
X = ol 7~ g \

4 &
v
Monocytes and Dendritic cells Effector or memory T cells Bcells
macrophages (-) Maturation (-) IL-2, INFy, IL-17 (-) Proliferation
@It () MHC Class I (-) Cytotoxicity (-) 19G, IgM production
(+) Profifergol () CD40, CD80, CD86 (-) Proliferation (-) Plasma cell
(+) Cathelicidins (=) IL-12 (=) CD4+/CD8+ rate differentiation
(+) VDR, CYP27B1 (+) IL-10 (+) IL-4, IL-10 (+) VDR
(+) TR1 cells and (+) CYP24A1

() = Decreases VDR = Vitamin generation of TReg
(+) = Increases D receptor

Gambar 2.4 Peran Vitamin D Terhadap Monosit
(Yin dan Agrawal, 2014)

2.4. Hubungan antara frekuensi paparan asap rokok antara jumlah monosit

dan Vitamin D
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Frekuensi asap rokok meningkatkan radikal bebas dan aktifkan
monosit melalui mekanisme Nf-kB sehingga terjadi inflamasi. Semakin
banyak asap rokok yang terpapar, maka semakin besar kemungkinan terjadi
stress oksidatif. Akibatnya menyebabkan peningkatan jumlah monosit dan
proliferasi sumsum tulang. Perubahan jumlah monosit secara peran
klasifikasinya yaitu penurunan jumlah monosit klasik dan peningkatan
jumlah monosit non klasik karena perubahan fenotipik monosit sebelum
memulai migrasi atau rekrutmen. Kondisi ini diperburuk oleh monosit
seperti MCP-1, IL-6, TNF-o. dan ICAM-1, sehingga memicu inflamasi dan
menyebabkan  penyakit = seperti  aterosklerosis. Sementara faktor
pertumbuhan _seperti VVEGF berkurang oleh paparan asap rokok yang
akhirnya memperlambat penyembuhan luka.

Kekurangan vitamin D disebabkan oleh asap rokok dengan ditandai
penurunan 25(OH)D pada sirkulasi secara tidak signifikan. Pendapat lain,
saat inflamasi vitamin D akan meningkatkan 1,25(OH) D sebagai respons
antiinflamasi tetapi menurunkan VDR pada monosit. Tetapi Kekurangan
VDR tidak memengaruhi jumlah monosit darah (Jeanson dan Scadden,
2010). Hal ini dikaitkan bahwa keberadaan vitamin D memperkuat fungsi
monosit dalam kekebalan imun (Bouillon dkk., 2008). Sehingga tanpa
bantuan vitamin D maka monosit berada dalam kondisi proinflamasi
ditandai dengan imun seseorang mudah rentan (Yin dan Agrawal, 2014,

Yang dkk., 2021).
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2.5. Kerangka Teori

Frekuensi paparan asaprokok

Kadar ROS
.. - 1,25
Aktivitas NF-kB |5 > dihidroksivitamin D
- VDR
Tingkat inflamasi

Vitamin D suplement

Kadar MCP-1 KadarIl-6 Kadar TNF-o

a,l - |

Jumlah monosit |+ Anemia aplastik

‘—‘ antioksidan
|

keganasan

Proliferasi

‘ sumsum tulang
Infekst

Keterangan:

— : Menghambat
: Merangsang stimulasi

Gambar 2.3 Kerangka Teori
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2.6. Kerangka Konsep

Frekuensi paparan
4.| Jumlah monosit
asap rokok

Gambar 2.4 Kerangka Konsep

2.7. Hipotesis

Terdapat pengaruh frekuensi paparan asap rokok dengan jumlah
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimen dengan post-test only
control group design pada tikus Rattus Norvegicus. Perlakuan penelitian ini
adalah paparan asap rokok dan pemberian vitamin D terhadap tikus Rattus
Norvegicus, sedangkan keluarannya berupa jumlah monosit.

Secara skematis rancangan penelitian ini dapat digambarkan sebagai

berikut:

—* Ku [ " OKi

—* K: |—| OK:

» EK: | OK:

S —» R » P » OP)

p— . * 0P

» P, > OP,

Gambar 3.1 Skema Penelitian
Keterangan:

S : Sampel berupa tikus putih Rattus Norvegicus

R :Randomisasi

K1 : kelompok kontrol diberi paparan asap rokok dengan frekuensi
2 kali dengan 4 batang rokok/ 2 hari, tanpa pemberian
Vitamin D 0,2cc/dL

18
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K2 . kelompok kontrol diberi paparan asap rokok dengan frekuensi
1 kali dengan 8 batang rokok/2 hari, tanpa pemberian
Vitamin D 0,2 cc/dL

Kz . Kelompok Kontrol tanpa asap rokok dengan pemberian
Vitamin D 0,2cc/dL

P1 : Perlakuan kelompok paparan asap rokok dengan frekuensi 1
kali dengan 8 batang rokok/ 2 hari + Vitamin D 0,2cc/dL

P> : Perlakuan kelompok paparan asap rokok dengan frekuensi 2
kali dengan 4 batang rokok/ 2 hari + Vitamin D 0,2cc/dL

Ps . Perlakuan kelompok paparan asap rokok dengan frekuensi 2
kali dengan 4 batang rokok/hari + Vitamin D 0,2cc/dL

OK{ : Observasi jumlah monosit darah kelompok K1

OK_ : Observasi jumlah monosit darah kelompok K>

OK3 : Observasi jumlah monosit darah kelompok K3

OP; : Observasi jumlah monosit darah kelompok P

OP> : Observasi jumlah monosit darah kelompok P

OP3 : Observasi jumlah monosit darah kelompok P

3.2. Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel
3.2.1.1. Variabel Bebas
Frekuensi paparan asap rokok, Vitamin D.

3.2.1.2. Variabel Tergantung

Jumlah monosit.

3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1. Frekuensi Paparan Asap Rokok
Frekuensi Paparan Asap rokok adalah banyaknya
jumlah asap rokok yang didapatkan dalam sehari/minggu
pada tikus rattus novergicus yang secara sengaja diberi

paparan melalui lubang pada kandang tikus.
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Frekuensi paparan asap rokok yang diberikan setiap 2
hari sekali dilakukan pada jam 10.00 WIB dan 14.00 WIB
yaitu 8 batang 1 kali, 4 batang 2 kali selama 14 hari yaitu
hari 8 hingga 21.

Skala: ordinal.
Vitamin D

Vitamin D diperoleh dari suplemen yang diberikan
melalui oral menggunakan sonde oral dengan dosis yang
diberikan sebanyak 0,2cc/dL/100gr dengan menggunakan
spuit 1 cc. Pemberian vitamin D dilakukan setiap jam 16.00
WIB, setiap hari selama 14 hari yaitu hari ke 8 hingga 21
dilakukan sebagai preventif pada hari yang sama dengan
pemberian paparan asap rokok.
Skala: Nominal
Jumlah Monosit

Jumlah monosit adalah seberapa banyak sel monosit
yang berada disirkulasi dan diperoleh melalui jenis hitung
leukosit yang diperoleh dari pengambilan darah pada vena
orbita tikus. Jumlah monosit dihitung pada hari ke 22
menggunakan sampel darah tepi kemudian dimasukkan
tabung berisi EDTA.

Skala: rasio.
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3.3. Subjek Uji
Subjek uji penilitian ini adalah uji tikus Rattus Novergicus galur

wistar. Sampel penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus. Perhitungan
menentukan sampel penelitian ini menggunakan standar WHO vyaitu
minimal jumlah sampel 5/kelompok.
3.3.1. Kiriteria Inklusi

1. Tikus jantan

2. Tikus sehat (aktif bergerak, tidak cacat dan tidak terluka).

3. Berat badan tikus 170 gr

4. Usia tikus 3 bulan
3.3.2. Kiriteria Dropout

1. Tikus mati-dan sakit saat penelitian.

3.4. Instrumen dan Bahan Penelitian
3.4.1. Instrumen Penelitian
1. Tikus
Kandang tikus tiap kelompok, Sonde lambung, Timbangan
2. Hitung Monosit
Hematology analyzer dan Tabung EDTA
3. Asap Rokok

Rokok kretek
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3.4.2. Bahan Penelitian

1. Tikus jantan
2. Ransum pakan standar
3. Handscoon

4. Reagensia:

a. Reagen yang digunakan : Dileunt Cellpak.

b. WBC/HGB reagens : Stromatolyser-WH

5. Deterjen (Pembersih) : Celiclean

6. Bahan : Darah vena, tabung EDTA, kapas alkohol 70% dan Spoit

3 cc.

7. Alat: flow cytometri (Hematology analyzer).

3.5. Cara Penelitian

3.5.1.

3.5.2.

Penyiapan Hewan Coba

Subjek uji yang digunakan adalah 30 ekor tikus Rattus
Novergicus dengan usia 3-4 bulan dan berat badan 100 hingga 200
gram. Setiap kelompok berisi 5 tikus Rattus Novergicus. Setiap
kelompok dialokasikan secara random dan diadaptasi selama 7 hari
dengan diberi pakan standar dan air standar.
Pemberian Suplemen Vitamin D

Pemberian Vitamin D dilakukan setiap hari pada jam 16.00
WIB selama 14 hari yaitu hari ke-8 hingga 21. Tujuan pemberian
vitamin D yaitu sebagai preventif terpapar asap rokok. Suplemen

vitamin D menggunakan vitamin D liquid dengan dosis sebanyak
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0,2cc/ekor menggunakan spuit 1 cc. Pemberian vitamin D melalui
oral menggunakan sonde oral menuju lambung tikus dengan cara
menempelkan ke langit-langit mulut tikus kemudian perlahan masuk
keesofagus hingga menuju ke lambung tikus. Tikus yang diberikan
vitamin D sebanyak 30 ekor. Penelitian sebelumnya mengatakan
dosis Vitamin D yang lazim pada manusia adalah 500-600 mg
(Rimbawan dkk., 2019). Pada penelitian ini, pemberian dosis vitamin
D merujuk pada penelitian Rusmini dkk yaitu 0,2ugr/ekor (Rusmini

dkk., 2019).

3.5.3. Perlakuan Hewan Coba
a. Pemaparan Asap rokok pada tikus Rattus Novergicus

Tikus yang dipapar asap rokok akan diberikan kandang
tikus dari wadah kotak terbuat dari plastik yang bagian tutupnya
diberikan 8 lubang sebagai jalan masuknya asap rokok dan
sekaligus sebagai jalan untuk bernafas. Rokok akan dinyalakan
menggunakan alat penyala rokok dengan diberikan selang yang
terhubung kesalah satu lubang kandang rokok tersebut.
Pengasapan dilakukan setelah adaptasi hingga 14 hari dengan
cara memberikan rokok setiap hari dan dua hari sekali.
Pengikatan batang rokok dilakukan pada jam 10.00 WIB dan
14.00 WIB dengan jumlah batang rokok yaitu tidak pengasapan
rokok, 1x8 batang 2 hari sekali, 2x4 batang 2 hari sekali, serta

2x4 batang setiap hari dengan durasi masing-masing 30 menit.
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Kandang tikus saat dilakukan adaptasi dan memberi
paparan asap rokok berbeda, sehingga tikus yang tidak diberikan
paparan tetap berada dikandang adaptasi dan tikus yang terkena
asap rokok harus dipindahkan kekandang yang telah disediakan.

Rokok kretek adalah jenis rokok yang digunakan.

3.5.4. Pengukuran Variabel Penelitian

Pengukuran jumlah monosit dengan metode automatic
Hematology Analyzer dengan mengambil darah Edta dari vena
sinus retro orbital tikus dan pastikan sampel darah dalam tabung
berwarna ungu sudah homogen dengan antikoogulan. Siapkan alat
flow cytometer kemudian tekan tombol Whole Blood “WB” pada
layer 3. Tekan bagian atas dari tempat sampel (tabung berwarna
ungu) untuk membuka dan letakkan  sampel dalam adaptor
kemudian tutup tempat sampel dan tekan “Run”. Hasil akan muncul

dilayar secara otomatis dan catat hasil pemeriksaan.

3.6. Tempat dan Waktu
3.6.1. Tempat Penelitian
a. Tempat penelitian untuk pemberian paparan rokok dan vitamin D
pada tikus dilakukan di Integrated Biomedical Laboratory (IBL)
Laboratorium Biologi Fakultas Kedokteran Islam Sultan Agung

Semarang.
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b. Tempat penelitian untuk Pemeriksaan Jumlah Monosit dilakukan

di Laboratorium Klinik IBL Tentara Pelajar Semarang.

3.6.2. Waktu Penelitian
Waktu penelitian dilaksanakan selama 4 minggu mulai dari

bulan Desember 2022 — Januari 2023.

UNISSULA




3.7. Alur Penelitian
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Gambar 3.2 Alur Penelitian
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3.8. Analisis Data
Analisis data menggunakan software SPSS E.26.0 for Windows. Data
diuji normalitas menggunakan Uji Kolmogorov Smirnov (sampel >30) dan
uji homogenitas menggunakan uji Lavene test karena data tidak berdistribusi
normal dan tidak homogen (p-Value <0,05) kemudian dilakukan
transformasi data dengan log 10. Uji beda dilakukan dengan uji non

parametrik yaitu Kruskal Wallis.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan di IBL FK Unissula mulai bulan Desember
2022 hingga Januari 2023. Penelitian ini menggunakan subjek uji tikus
rattus novergicus galur wistar jantan sebanyak 30 ekor dibagi 6 kelompok
secara acak. Tikus dilakukan adaptasi selama 7 hari, kemudian dilanjut
dengan pemaparan asap rokok pada pada jam 10.00 WIB dan/ 12.00 WIB
dan diberi vitamin D 0.2cc/dL/KgBB pada jam 16.00 WIB selama 14 hari.

Sampel darah tikus diambil dari sinus orbita, kemudian dilanjut
dengan pemeriksaan jumlah monosit pada hari ke-15 di IBL Tentara Pelajar
Semarang. Selama penelitian berlangsung tidak didapatkan adanya tikus
yang sakit dan mati.

Tabel 4.1 Kelompok Penelitian

Kelompok Mean+SD  Median
Kelompok K; — 1.20£0.200 1.00
Kelompok K; 1.40=+0.245 1.00
Kelompok K;  1.20=0.200 1.00
Kelompok P;  1.40=0.245 1.00
Kelompok P,  2.20+0.583 2.00
Kelompok P;  1.60 = 0.245 2.00
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Gambar 4.1 Rerata Jumlah Monosit
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2.2+0.583

Kelompok Penelitian

Pada Gambar 4.1 didapatkan bahwa rerata jumlah monosit

pada kelompok Kz hingga P:1adalah 1, sedangkan kelompok P2 dan

Ps;adalah 2.

4.1.1 Uji normalitas data dan homogenitas

Tabel 4.2 Hasil Uji Normalitas Dan Homogenitas

Kelompok Uji Kolmogorov- Uji Lavene’s test
Penelitian Smirnov
Statistik Sig. statistik Sig.

Kelompok K1 © 0.473 0.001 4.036 0.006
Kelompok K2  0.367 0.026
Kelompok K3  0.473 0.01
Kelompok P1  0.367 0.026
Kelompok P2 0.243 0.200*
KelompokP3  0.367 0.026

Hasil uji normalitas dan homogenitas dengan uji

Kolmogorov- smirnov dan Lavene’s test menunjukkan data

p<0.05 sehingga menunjukkan distribusi data tidak normal dan

tidak homogen maka dilakukan transformasi log10.
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4.1.2 Uji Transformasi Data

Tabel 4.3 Uji Transformasi Data

Kelompok Uji Kolmogorov- Uji Lavene’s test
Penelitian Smirnov
Statistik Sig. statistik Sig.

Kelompok K1  0.473 0.001 2.060 0.106*
Kelompok K2  0.367 0.026
Kelompok K3  0.473 0.01
Kelompok P1  0.367 0.026
Kelompok P2 0.243 0.200*
KelompokP3  0.367 0.026

Hasil uji transformasi menunjukkan data tetap tidak
terdistribusi normal dan homogen, maka dilaknjut dengan
menggunakan uji Kruskal Wallis karena tidak memenuhi
syarat uji parametrik.

4.1.3 Uji Beda Kruskal Wallis

Tabel 4.4 Uji kruskal wallis

Kelompok Rata-Rata jumlah P
Penelitian monosit £SD

Kelompok K1  1.20 0.510%*

Kelompok K2 1.40

Kelompok K3 1.20

Kelompok P1  1.40

Kelompok P2 2.20

KelompokP3  1.60

Hasil uji Kruskal Wallis pada masing-masing tikus
jantan yaitu sebesar 0,510 menunjukkan bahwa nilai p>0,05
yang berarti tidak terdapat perbedaan rerata secara
signifikan jumlah monosit antara kelompok Ki, K2, K3, P,

P, dan Ps.
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4.2. Pembahasan Hasil

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh frekuensi paparan
asap rokok terhadap jumlah monosit tikus yang diberi vitamin D. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa jumlah monosit pada semua kelompok
adalah normal sekitar 1-2%, tidak ada perbedaan rerata yang signifikan
antar kelompok. Jumlah monosit normal pada tikus sekitar 1-6% dari total
darah putih (McMichael, 2022). Jumlah monosit dipengaruhi oleh jumlah
batang rokok yang dipaparkan, frekuensi paparan asap rokok dan rentang
waktu merokok serta vitamin D. Inflamasi karena paparan asap rokok
tergolong akut, subakut dan kronik (Lugg dkk., 2022). Rentang waktu
inflamasi paparan asap rokok yaitu inflamasi akut terjadi <2 minggu
paparan, inflamasi subakut 2-8 minggu, inflamasi kronik >8 minggu
(Hepworth dkk., 2019; Pahwa dkk., 2022). Penelitian sebelumnya
menemukan bahwa jumlah monosit di sirkulasi tidak berpengaruh terhadap
inflamasi akut (Van Der Vaart dkk., 2004; Kastelein dkk., 2017). Penelitian
lain yang memaparkan 12 batang rokok/hari selama 5 dan 14 hari akan
mengalami inflamasi akut (Da Silva dkk., 2017). Paparan asap rokok akan
menurunkan jumlah monosit klasik dan meningkatkan jumlah monosit non
klasik (Da Silva dkk., 2017). Sedangkan penelitian lain, menyebutkan
perokok 10 batang/hari menyebabkan peningkatan jumlah monosit setelah 6
bulan merokok (Baluku dkk., 2022). Paparan rokok 4 batang diberikan 3
kali/hari selama 30 hari menyebabkan inflamasi subakut, ditandai dengan

diferensiaasi monosit ke jaringan inflamasi (Da Silva dkk., 2017). Penelitian
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lain yang memaparkan asap rokok 3 kali berturut-turut menunjukkan
penurunan monosit disirkulasi pada 48 jam dan mulai bermigrasi ke
jaringan inflamasi pada 72 jam (Pérez-Rial dkk., 2013). Sementara
penelitian ini memberikan frekuensi <3 kali/hari yang diduga mengalami
diferensiasi monosit dan migrasi monosit ke jaringan inflamasi. Frekuensi
paparan asap rokok yang rendah menyebabkan jumlah monosit normal
dikaitkan dengan inflamasi akut (Anandha Lakshmi dkk., 2014).

Adanya selang waktu antar paparan menyebabkan perbaikan sel,
radikal bebas masuk pada 6 jam paparan dan akan kembali normal 24 jam
setelahnya (Van Der Vaart dkk., 2004). Jika paparan rokok berlangsung
lama maka akan mengganggu perbaikan sel (Heijink dkk., 2012; Pedersen
dkk., 2019). Selaras dengan penelitian B. Thaler 2016 bahwasanya monosit
mengalami perbaikan setelah 24 jam pada inflamasi akut (Thaler dkk.,
2016). Penelitian ini memiliki waktu yang cukup untuk perbaikan sel sekitar
20 hingga 45 jam pada kelompok kelompok kontrol maupun perlakuan.
Semua kelompok kontrol dan perlakuan memiliki 45 jam, kecuali kelompok
perlakuan dengan frekuensi 2 kali 4 batang setiap hari memiliki waktu 20
jam untuk perbaikan monosit.

Jumlah monosit juga dipengaruhi oleh jenis kelamin, pola makan,
olahraga dan usia memengaruhi sistem kekebalan (Patel dkk., 2021). Laki-
laki dan perempuan memiliki jumlah monosit sama (Patel dan Yona, 2019).
Pola makan dengan jumlah yang banyak dan tinggi lemak meningkatan

jumlah monosit (Patel dan Yona, 2019). Pola tidur memengaruhi jumlah
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monosit yaitu menurun di pagi hari dan meningkat di malam hari sesuai
pola diurnal (Patel dan Yona, 2019). Olahraga meningkatan jumlah monosit
karena vasodilatasi sirkulasi (Patel dan Yona, 2019). Penelitian ini
menggunakan tikus jantan dengan pemberian pakan standar tanpa adanya
olahraga selama adaptasi maupun perlakuan serta pengambilan sampel
darah pada pagi hari.

Asap rokok memiliki pengaruh jumlah monosit berdasarkan
kekebalan imun, rekuitmen monosit, fenotip monosit dan homeostasis
(Lugg dkk., 2022). Monosit memiliki peran saat keadaan normal dan
inflamasi (Tay dkk., 2020). Saat tubuh normal monosit akan dipertahankan
selama homeostasis sebagai prekursor makrofag (Lugg dkk., 2022).
Penelitian sebelumnya mengatakan saat  inflamasi akut maka jumlah
monosit di sirkulasi tidak terpengaruh sementara akan meningkat saat
inflamasi kronik (Van Der Vaart dkk., 2004; Da Silva dkk., 2017; Lugg dkk.,
2022). Asap rokok mengubah fenotip monosit darah dan sumsum tulang,
monosit klasik menurun dan monosit non klasik meningkat (Lin dkk., 2022).
Penurunan monosit klasik karena akan berdiferensiasi menjadi makrofag ke
jaringan inflamasi dan peningkatan monosit non klasik akibat pelepasan
sitokin proinflamasi makrofag seperti M-CSF dan GM-CSF sehingga terjadi
proliferasi sumsum tulang dan menyebabkan peningkatan monosit dalam
rekuitmen ke sirkulasi (Da Silva dkk., 2017; Lin dkk., 2022). Sistem imun
yang rentan lebih mudah meningkatkan jumlah monosit karena peningkatan

sitokin proinflamasi sehingga mudah terjadi penyakit inflamasi paru (Pérez-
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Rial dkk., 2013). Akan tetapi karena penelitian ini mengalami kondisi
inflamasi akut sehingga homeostasis, sistem imun, fenotip monosit dan
rekuitmen monosit belum terjadi sehingga kondisi inflamasi kronik belum
terpenuhi serta belum diketahui secara pasti monosit ini berasal dari monosit
klasik atau monosit non klasik.

Penelitian sebelumnya menyebutkan merokok dapat mempengaruhi
kadar VDR yang dapat menurunkan fungsi monosit, walaupun kadar 25-
hydroxyvitamin D tidak terpengaruh (Bouillon dkk., 2008). Pemaparan asap
rokok pada hari ke 7 dan 14 menyebabkan penurunan VDR (Okrit dkk.,
2021). Pemberian suplementasi vitamin D mampu meningkatkan aktivitas
VDR dan CYP27B1 pada monosit sehingga membantu menginduksi
diferensiasi makrofag serta menurunkan- respon inflamasi di sirkulasi
(Meireles dkk., 2016). Pemberian vitamin D selama 2 minggu mampu
membantu migrasi monosit dengan bantuan VEGF yang membaik (Stadler
dkk., 2007).

Pada kelompok kontrol dengan frekuensi asap rokok 1 kali 8 batang
dan 2 kali 4 batang dalam 2 hari sekali memiliki jumlah monosit 1%
disebabkan karena terjadi inflamasi akut. Selain itu, dengan faktor rokok
yang memengaruhi seperti jumlah batang rokok yang dipaparkan, frekuensi
paparan asap rokok, serta waktu selang merokok membantu monosit lebih
cepat melakukan recovery sehingga jumlah monosit normal. Hal ini sama
dengan kelompok P1 karena faktor rokok dan pemberian vitamin D selama

14 hari membantu diferensiasi monosit ke jaringan inflamasi (Bouillon dkk.,
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2008). Namun untuk mengetahui fenotip monosit pada penelitian ini belum
diketahui secara pasti.

Pada kelompok kontrol dengan pemberian vitamin D memiliki jumlah
monosit 1% disebabkan karena tidak ada stimulasi yang merangsang
monosit untuk mengubah vitamin D menjadi aktif, sehingga interaksi
vitamin D dengan monosit tidak terjadi karena monosit hanya ditemukan
saat inflamasi (Zhang dkk., 2022). Penurunan kadar vitamin D tidak hanya
disebabkan oleh asap rokok, tetapi juga kurang terpapar sinar matahari
maupun faktor lain (Mangin dkk., 2014). Penelitian ini sesuai dengan
Bouillon et al., 2008, orang sehat kadar 1a-hydroxylase tidak ada atau
rendah karena keterbatasan mendapat sinar matahari akibat terhalang bulu
tikus yang tebal (Marcinkowska, 2001).

Pada kelompok perlakuan dengan frekuensi paparan asap rokok 2 kali
4 batang dalam 2 hari sekali dan setiap hari mengalami peningkatan jumlah
monosit, namun pada kelompok perlakuan dengan frekuensi paparan asap
rokok 2 kali 4 batang setiap hari mengalami penurunan diduga monosit
berdiferensiasi ke paru karena pengaruh vitamin D. Suplementasi vitamin D
memperkuat fungsi monosit dalam kekebalan imun (Bouillon dkk., 2008).
Pemberian vitamin D pada tikus yang terpapar asap rokok membantu
perekrutan monosit ke jaringan inflamasi (Heulens dkk., 2016). Sehingga
pada kelompok perlakuan dengan frekuensi 2 kali 4 batang dalam dua hari
sekali memiliki jumlah monosit yang lebih rendah dibanding kelompok

perlakuan dengan frekuensi 2 kali 4 batang setiap hari karena monosit telah
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berdiferensasi ke jaringan inflamasi dengan bantuan vitamin D.

Penelitian ini menyimpulkan bahwa pada paparan rokok fase akut
sudah ditemukan inflamasi terlebih bila paparannya sering maka ditandai
dengan peningkatan jumlah monosit walaupun hasilnya tidak berbeda
signifikan dengan kelompok yang tidak dipapar asap rokok, jumlah monosit
yang normal karena faktor pengambilan darah, fase inflamasi rokok, serta
pengaruh vitamin D yang meningkatan peran monosit dalam diferensiasi
monosit (Manion dkk., 2017; Bikle dan Schwartz, 2019).

Penelitian ini  memiliki ~Kketerbatasan yaitu tidak diperiksanya

diferensiasi makrofag di paru.



5.1.

5.2.

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

5.2.1.Tidak terdapat pengaruh frekuensi paparan asap rokok terhadap
jumlah monosit pada tikus yang diberi vitamin D.

5.2.2.Tidak terdapat perbedaan monosit antara kelompok kontrol dan
perlakuan yang terpapar asap rokok 1 kali 8 batang dan 2 kali 4 batang
dengan diberikan vitamin D.

5.2.3. Tidak terdapat perbedaan monosit antara kelompok kontrol yang
terpapar asap rokok 1 kali 8 batang dan 2 kali 4 batang yang diberi
vitamin D dengan kelompok kontrol tidak terpapar asap rokok tetapi
diberi vitamin D.

5.2.4.Tidak terdapat perbedaan jumlah monosit antara kelompok dengan
frekuensi paparan asap rokok dua kali empat batang pada frekuensi
paparan dua hari sekali dan setiap hari.

Saran

5.2.1.Perlu dilakukan penelitian terhadap peran monosit dan diferensiasi

makrofag pada paru sehingga menyempurnakan penelitian ini.
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