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ABSTRACT

An experiment to investigate the influence of synthetic dye contrast agent in photoacoustic
imaging of biological tissue was conducted in this study. This study uses a simple phocoacoustic
imaging system consists of three main components, i.e., a diode laser, condenser microphone,
and a custom-build X-Y stage. Characterization was performed on the main components of the
system to obtain the appropriate settings on imaging the biological tissue in this study. The
results of the optimal frequency and duty cycle for laser modulation in this study were 19000 Hz
and duty cyle of 40%, respectively. The addition of a contrast agent aims to improve the quality
of the image by comparing the sample with methylene blue contrast agent, the sample with
methyl red and the sample without contrast agent. The increases of acoustic intensity level is in
proportion with the contrast agent concentration. The difference in the photoacoustic images
reveals that the sample with methylene blue contrast agent has the highest acoustic intensity level
compared to both sample with methyl red contrast agent and the sample without contrast agent.
Therefore, this research proves that a photoacoustic imaging system can be developed to image
biological tissue with a contrast agent and methylene blue has greater potential than methyl red
to be used as a contrast agent in photoacoustic imaging.

Keywords: biological tissue; contrast agent; photoacoustic imaging; syntetic dye

ABSTRAK

Eksperimen ini menyelidiki pengaruh agen kontras pewarna sintetik terhadap citra jaringan
biologis. Penelitian ini menggunakan sistem pencitraan fotoakustik sederhana yang terdiri dari
tiga komponen utama yaitu laser dioda, mikrofon kondenser dan X-Y stage. Karakterisasi
dilakukan pada komponen utama sistem untuk diperoleh pengaturan sistem yang sesuai untuk
mencitrakan jaringan biologis. Hasil frekuensi dan duty cycle optimal untuk memodulasi laser
pada penelitian ini adalah frekuensi 19000 Hz dan duty cycle 40%. Pemberian agen kontras
bertujuan untuk meningkatkan kualitas hasil citra dengan membandingkan sampel dengan agen
kontras metilen biru, sampel dengan metil merah dan sampel tanpa agen kontras. Nilai taraf
intensitas akustik meningkat sebanding tingkat konsentrasi agen kontras. Perbedaan hasil citra
menunjukkan sampel dengan agen kontras metilen biru memiliki nilai taraf intensitas akustik
paling tinggi dibanding sampel dengan agen kontras metil merah. Dengan demikian, penelitian
ini membuktikan sistem pencitraan fotoakustik dapat dikembangkan untuk mencitrakan jaringan
biologis dengan agen kontras dan metilen biru menunjukkan potensi lebih besar dibanding metil
merah sebagai agen kontras pada pencitraan fotoakustik.

Kata kunci: agen kontras; jaringan biologis; pencitraan fotoakustik; pewarna sintetik
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PENDAHULUAN

Agen kontras merupakan bahan tambahan pada pencitraan medik diagnostik yang berfungsi
untuk meningkatkan kualitas citra sehingga perbedaan antara jaringan biologis yang diamati
pada citra medis tampak lebih jelast™. Saat ini, hampir setiap sistem pencitraan telah
menggunakan agen kontras untuk mendapatkan informasi yang cukup dari hasil citra, tanpa
terkecuali pencitraan fotoakustik.

Pencitraan fotoakustik merupakan teknologi pencitraan terbaru yang memanfaatkan fenomena
efek fotoakustik untuk mencitrakan suatu objek!?-14. Pencitraan fotoakustik adalah teknik
pencitraan non-invasif yang tidak menghasilkan radiasi pengion®l. Banyaknya keunggulan dari
pencitraan fotoakustik memberikan peluang bagi para peneliti untuk mengembangkan
pencitraan fotoakustik ke berbagai bidang terapan terutama terkait penelitian biomedis!®-10],
Pencitraan fotoakustik dapat digunakan untuk mendeteksi tumor, memetakan oksigenasi darah,
dan mencitrakan organ pada hewan atau manusial%l.

Pada pencitraan fotoakustik, material dipapar dengan sinar laser yang dimodulasi untuk
mencapai respon impuls termal dan akustik. Radiasi yang diserap oleh material selanjutnya
menimbulkan fluktuasi (perubahan) panas dan mengakibatkan perubahan suhu pada material
yang kemudian mempengaruhi perubahan tekanan. Perubahan tekanan inilah yang
menimbulkan gelombang akustik dengan frekuensi yang sama dengan frekuensi berkas laser,
yang dikenal dengan gelombang fotoakustik. Gelombang tersebut merambat pada material dan

dideteksi oleh detektor pada permukaan sampel serta diolah menjadi citra dalam komputert2l
[13]

Penggunaan agen kontras pada pencitraan fotoakustik telah dilakukan pada beberapa penelitian
sebelumnya yang ditujukan untuk memperbaiki efektivitas dan menambah intensitas
fotoakustik yang dihasilkan sampell®! [*4] Terdapat dua jenis agen kontras pada pencitraan
fotoakustik yaitu agen kontras eksogen dan endogen!®], Agen kontras endogen memiliki
beberapa keunggulan diantaranya adalah tidak toksik, nonperturbasi terhadap proses biologis,
abundance dan tidak menggunakan peraturan persetujuan dalam penggunaannya sedangkan
agen kontras eksogen memiliki keunggulan dibandingkan agen kontras endogen yaitu
optimalisasi untuk sensitivitas deteksi yang lebih besar dan konjugasi dengan molekul target
(misalnya antibodi) untuk mengikat reseptor secara selektif untuk pencitraan molekulersl- [161

Beberapa hal yang harus diperhatikan saat memilih agen kontras antara lain spektrum absorbsi,
tingkat toksisitas, ukuran, bentuk, komposisi, susunan kimia, bagian tubuh yang ditargetkan
untuk dicitrakan (jika pencitraan in vivo), serta stabilitasnyal'} 181 Salah satu agen kontras
yang dapat dimanfaatkan pada pencitraan fotoakustik adalah senyawa pewarna (dye
compound)[*®l, Beberapa pewarna sintetik dapat digunakan sebagai agen kontras karena telah
disetujui oleh FDA (Food and Drug Administration)2°) [211 Metilen biru sebagai pewarna
sintetik dipilih untuk diuji pada penelitian ini karena telah terbukti efektivitasnya sebagai agen
kontras 122 28] sedangkan metil merah memiliki puncak absorpsi panjang gelombang yang
sesuai dengan laser yang digunakan(?¥l, sehingga penelitian ini dilakukan untuk melihat
perbandingan agen kontras berupa metilen biru dan metil merah pada jaringan biologis
terhadap hasil citra fotoakustik.

METODE

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan hasil citra fotoakustik jaringan biologis
sebelum dan setelah pemberian agen kontras yaitu metilen biru dan metil merah[?l. Tahapan
pertama dalam pembuatan sampel jaringan biologis pada penelitian ini adalah pengenceran
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agen kontras yang digunakan yakni metilen biru dan metil merah agar diperoleh konsentrasi
50 ppm dan 100 ppm (Gambar 1).

Gambar 1. Hasil pengenceran agen kontras (a) metilen biru 50 ppm (b) metilen biru 100 ppm (c) metil merah
50 ppm (d) metil merah 100 ppm

Eksperimen dalam penelitian ini dilakukan secara ex vivo menggunakan sampel berupa
spesimen jaringan otak dari ayam boiler sehat yang direndam dalam buffer formalin 10%
selama 24 jam. Seluruh sampel terbagi menjadi lima kelompok sesuai tabel 1. Masing-masing
kelompok terdiri dari tiga sampel. Setiap sampel yang telah disuntik dengan agen kontras
kemudian diblok dengan agar-agar sehingga posisi sampel stabil serta permukaan sampel rata
(Gambar 2). Dengan demikian maka jarak permukaan sampel terhadap laser dan detektor dapat
diatur secara seragam untuk menghindari bias pada citra fotoakustik akibat perbedaan posisi
sampel.

S o

(a) (b) (©) (d) (e)
Gambar 2. Sampel () jaringan biologis berupa otak ayam (b) jaringan dengan MB 50 ppm (c) jaringan dengan
MB 100 ppm (d) jaringan dengan MM 50 ppm (e) jaringan dengan MM 100 ppm

Tabel 1. Pembagian kelompok sampel pada penelitian ini
Kelompok Jumlah Perlakuan
Sampel kontrol 3 Tanpa perlakuan
MB50 3 sampel yang diberi agen kontras metilen biru 50 ppm
MB100 3 sampel yang diberi agen kontras metilen biru 100 ppm
MM50 3 Sampel yang diberi agen kontras metil merah 50 ppm
MM100 3 Sampel yang diberi agen kontras metil merah 100 ppm

Sistem pencitraan fotoakustik yang digunakan dalam penelitian ini ditunjukkan pada Gambar
3. Sumber radiasi yang digunakan berupa laser dioda 532 nm dengan daya 200 mW. Laser
dioda dimodulasi menggunakan Arduino Uno untuk menghasilkan radiasi menjadi
nonstasioner. Radiasi tesebut kemudian dipaparkan pada sampel sehingga muncul sinyal
fotoakustik. Sinyal fotoakustik kemudian dideteksi menggunakan detektor akustik berupa
mikrofon kondenser ECM8000. Sinyal akustik diperkuat menggunakan sound card UMC202
kemudian diolah menjadi citra fotoakustik menggunakan komputer. Sistem pencitraan
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fotoakustik yang digunakan pada penelitian ini telah dijelaskan secara lebih spesifik pada
penelitian kami sebelumnyal?®l,

Untuk memastikan penelitian dilakukan secara akurat dan konsisten, maka dilakukan
karakterisasi pada sistem pencitraan fotoakustik[?l yang berupa karakterisasi laser dioda,
karakterisasi mikrofon kondenser, dan karakterisasi pergeseran X-Y stage. Selanjutnya,
melakukan pengaturan frekuensi dan duty cycle agar diperoleh frekuensi dan duty cycle yang
optimal untuk memodulasi laser guna mencitrakan objek berupa jaringan biologis yang diberi
agen kontras pada penelitian ini. Variasi frekuensi yang digunakan yaitu 16 kHz, 17 kHz, 18
kHz, 19 kHz, 20 kHz, sedangkan variasi duty cycle yang digunakan yaitu 10%, 20%, 30%,
40%, 50%.

Gambar 3. Rangkaian sistem pencitraan fotoakustik?!

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi Daya Laser

Hasil karakterisasi laser pada penelitian ini berupa pengujian kestabilan daya laser (P) terhadap
lama waktu pengoperasian laser (T) yang ditampilkan pada Gambar 4. Dari Gambar 4 dapat
diamati bahwa mulai menit ke-12, daya laser mengalami kestabilan. Semakin lama waktu
operasional laser maka kestabilan daya laser semakin baik. Berdasarkan hasil eksperimen pada
Gambar 4, maka proses pengujian selanjutnya dilakukan pada menit ke-12 setelah laser
menyala untuk memperoleh kestabilan daya laser 532 nm yang digunakan pada sistem
pencitraan fotoakustik dalam penelitian ini.
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Gambar 4. Grafik hubungan daya laser (mW) terhadap waktu (menit)
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Karakterisasi Mikrofon Kondenser

Karakterisasi mikrofon dilakukan untuk mengetahui akurasi antara frekuensi yang terdeteksi
oleh mikrofon dengan frekuensi sinyal akustik yang dihasilkan oleh sumber berupa function
generator. Gambar 5 menunjukkan grafik linear antara frekuensi bunyi yang dideteksi oleh
mikrofon (f,) dengan frekuensi yang dihasilkan oleh function generator (f,). Frekuensi
mikrofon (f,,,) diperoleh dari frekuensi yang berasal dari gelombang akustik frekuensi function
generator (f,). Ketika frekuensi bunyi dari function generator mengalami peningkatan maka
frekuensi yang dideteksi oleh mikrofon juga akan meningkat. Berdasarkan hasil eksperimen
pada Gambar 5 maka mikrofon yang digunakan dalam penelitian ini memiliki akurasi yang
baik dalam mendeteksi frekuensi akustik dan dapat digunakan untuk proses pengambilan data.
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Gambar 5. Hasil plotting data frekuensi bunyi yang dideteksi oleh mikrofon (f,,) dan frekuensi yang
diproduksi oleh function generator (f;)

Karakterisasi Pergeseran X-Y Stage

Karakterisasi pergeseran X-Y stage dilakukan untuk mengetahui apakah meja scan tempat
sampel diletakkan sudah bergeser pada arah X dan Y dengan tepat sesuai step yang diatur
melalui perangkat lunak labview pengendali sistem pencitraan fotoakustik pada penelitian ini.
Hasil pengujian akurasi pergeseran X-Y stage ditampilkan pada Gambar 6. Gambar 6
menunjukkan hubungan linear antara jumlah step dengan pergeseran rata-rata meja scan pada
arah X dan Y, sehingga input pada program labview sesuai dengan pergeseran meja yang
dihasilkan oleh sistem.
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Gambar 6. Grafik hubungan jumlah steps dengan pergeseran meja scan yang digerakkan oleh X-Y stages.
(a) pergeseran X-stage (b) pergeseran Y-stage
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Pengaturan Frekuensi dan Duty Cycle Laser

Pengaturan frekuensi dan duty cycle bertujuan untuk menentukan besarnya frekuensi dan duty
cycle yang optimal untuk memodulasi laser yang dipaparkan pada sampel sehingga diharapkan
akan diperoleh citra yang baik dengan mempertimbangkan untuk memodulasi laser dengan
menggunakan frekuensi dan duty cycle yang menghasilkan taraf intensitas akustik (T1) tertinggi
dari sampel jaringan biologis yang dicitrakan pada penelitian ini. Gambar 7 menunjukkan
bahwa frekuensi laser terbaik yang digunakan untuk memindai sampel adalah 19 kHz (Gambar
7a) dengan duty cycle 40% (Gambar 7b).
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Gambar 7. Hasil pengukuran taraf intensitas akustik jaringan biologis pada berbagai variasi (a) frekuensi dan (b)
duty cycle yang digunakan untuk modulasi laser

Penentuan Karakteristik Absorbansi Larutan Agen Kontras

Penentuan karakteristik absorbansi larutan agen kontras dilakukan menggunakan instrumen
spektrofotometer UV-Visiblel?®l, Tujuan penentuan karakteristik absorbansi larutan adalah
untuk mengetahui karakteristik panjang gelombang absorpsi elektromagnetik dari agen kontras
yang diselidiki pada penelitian ini. Hasil pengukuran disajikan dalam bentuk grafik
karakteristik absorbansi elektromagnetik untuk masing-masing larutan agen kontras pada
Gambar 8. Gambar 8a menunjukkan panjang gelombang yang berada pada puncak absorpsi
tertinggi untuk larutan agen kontras metilen biru yaitu 646 nm, baik pada larutan dengan
konsentrasi 100 ppm maupun 50 ppm, sedangkan Gambar 8b menunjukkan metil merah
memiliki puncak absorpsi tertinggi pada panjang gelombang 522 nm, baik pada konsentrasi 50
ppm maupun 100 ppm. Berdasarkan hasil pengujian pada Gambar 8, perbedaan tingkat
konsentrasi agen kontras baik metilen biru atau metil merah tidak terlalu berpengaruh terhadap
nilai panjang gelombang puncak absorpsi yang didapatkan. Perbedaan tingkat konsentrasi
berlaku pada nilai absorbansi.
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Gambar 8. Karakteristik absorbansi radiasi elektomagnetik UV-Visible agen kontras (a) metilen biru (b) metil
merah

Penentuan Taraf Intensitas Akustik Agen Kontras

Pengujian taraf intensitas akustik (T1) pada agen kontras dilakukan untuk mengetahui taraf
intensitas akustik (T1) masing-masing larutan agen kontras yang digunakan. Pengujian ini
dilakukan dengan memapar larutan agen kontras menggunakan laser yang dimodulasi dengan
beberapa variasi frekuensi dan duty cycle, kemudian diambil nilai tertinggi diantara hasil
tersebut. Hasil pengujian yang terlihat pada Gambar 9 menunjukkan bahwa nilai taraf intensitas
akustik (T1) yang terukur cenderung bervariasi seiring bertambahnya nilai frekuensi dan duty
cycle laser. Dari data yang diperoleh pada Gambar 9, nilai taraf intensitas maksimum berada
pada frekuensi 20000 Hz dan duty cycle 60% untuk kedua agen kontras. Nilai taraf intensitas
akustik untuk metil merah sebesar -69.19 dB sedangkan untuk metil biru sebesar -74.49 dB.
Hasil pengujian tersebut menunjukkan bahwa larutan metil merah yang belum disuntikkan
pada jaringan biologis menghasilkan taraf intensitas akustik yang lebih tinggi dibandingkan
dengan larutan metilen biru.
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Gambar 9. Karakteristik taraf intensitas akustik (TI) dari agen kontras (a) metil merah (b) metilen biru

Hasil Citra Jaringan Biologis dengan Agen Kontras

Sampel yang digunakan pada penelitian ini berupa jaringan biologis yang diambil hewan.
Masing-masing kelompok sampel berbeda dengan ukuran jaringan yang tidak sama tetapi
luasan pencitraan tetap sama. Luasan sampel yang dipindai untuk dicitrakan adalah 30x30 mm.
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Selama pemaparan laser serta perekaman sinyal akustik tersebut, sampel digerakkan mengikuti
pergeseran X-Y stage. Tahapan perekaman sinyal akustik berlangsung secara berulang dengan
merekam sinyal akustik pada satu titik tertentu pada sampel yang dilanjutkan dengan
pergeseran X-Y stage serta perekaman lagi pada titik berikutnya. Proses pemindaian ini
berlangsung secara kontinu hingga seluruh sampel selesai dipindai dan direkam data akustiknya
selama 30 menit sesuai dengan luasan sampel yang dipindai oleh laser.

Hasil rerata taraf intensitas akustik untuk masing-masing sampel kontrol, MB50, MB100,
MM50, MM100 yaitu -72.29 dB, -63.96 dB, -62.14 dB, -69.36 dB, -67,66 dB. Gambar 10
merupakan grafik hubungan antara variasi kelompok sampel terhadap taraf intensitas akustik.
Gambar 10 menunjukkan ditunjukkan bahwa sampel dengan agen kontras metilen biru dengan
konsentrasi 50 ppm dan 100 ppm menunjukkan taraf intensitas akustik lebih tinggi dengan taraf
intensitas akustik -63.96 dB untuk 50 ppm dan -62.14 dB untuk 100 ppm daripada sampel
jaringan yang diberi agen kontras metil merah 50 ppm dan 100 ppm dengan taraf intensitas
akustik -69.36 dB untuk 50 ppm dan -67,66 dB untuk 100 ppm maupun sampel kontrol dengan
taraf intensitas akustik -72.29 dB. Selain itu, dari Gambar 10 menunjukkan tingkat konsentrasi
agen kontras juga mempengaruhi tingkat taraf intensitas akustik (T1) sampel. Sampel dengan
konsentrasi 100 ppm lebih tinggi dibanding sampel dengan konsentrasi 50 ppm baik untuk
sampel dengan metilen biru maupun sampel dengan metil merah. Sehingga semakin besar
konsentrasinya maka semakin besar pula taraf intensitasnya (TI).
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Gambar 10. Taraf intensitas akustik (T1) dari setiap kelompok sampel

Nilai taraf intensitas akustik yang dihasilkan dari pemindaian keseluruhan sampel selanjutnya
direkontruksi menjadi citra fotoakustik. Warna pada citra fotoakustik (Gambar 11)
menunjukkan rentang nilai taraf intensitas akustik. Merah menunjukkan taraf intensitas akustik
(TI) tertinggi, biru merupakan taraf intensitas akustik (TI) paling rendah dan kuning
mewakilkan taraf intensitas akustik (T1) sedang[?®l. Gambar 11 menunjukkan hal tersebut, pada
citra fotoakustik setiap sampel terlihat warna yang berbeda berdasarkan taraf intensitas
akustiknya (TI). Perbedaan rata-rata intensitas akustik menghasilkan kontras citra yang berbeda
pula dari setiap sampel yang dicitrakan. Pada citra fotoakustik, tampak area citra yang
merepresentasikan jaringan biologis menunjukkan warna kuning dan merah, sedangkan area
medium tampak sebagai warna biru pada citra fotoakustik. Dari citra fotoakustik pada Gambar
11 memperlihatkan bahwa area jaringan biologis menghasilkan taraf intensitas akustik yang
lebih tinggi dibanding medianya.
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(e
Gambar 11. Hasil citra interpolasi sampel (a) kontrol (b) MB50 ppm (c) MB100 ppm (d) MM50ppm (e)
MM100 ppm

Agen kontras metil merah memiliki nilai puncak absorbsi pada panjang gelombang 522 nm,
sedangkan metilen biru memiliki nilai puncak absorbsi pada panjang gelombang puncak 646
nm (Gambar 8). Hal tersebut menunjukkan bahwa jka dibandingkan dengan metilen biru, agen
kontras berupa metil merah memiliki absobsi yang lebih sesuai dengan laser yang digunakan
yakni laser hijau dengan 532 nm. Sehingga hasil scan 1 titik kedua agen kontras (Gambar 9)
menunjukkan taraf intensitas akustik (TI) metil merah lebih besar dibanding metilen biru,
namun demikian saat kedua jenis agen kontras tersebut digunakan untuk mencitrakan sampel
jaringan biologis, hasil taraf intensitas akustik (TI) sampel dengan agen kontras metilen biru
cenderung lebih tinggi daripada sampel dengan agen kontras metil merah (Gambar 10).

Berdasarkan hasil pengamatan secara fisik, tampak kesan perbedaan penyerapan sampel
jaringan terhadap agen kontras berupa metilen biru jika dibandingkan dengan agen kontras
metil merah. Pewarnaan jaringan yang diberi agen kontras disebabkan oleh terjadinya ikatan
molekul antara jaringan dan zat kontras atau zat warna yang digunakan. Zat warna yang terikat
pada jaringan akan menyerap sinar dengan panjang gelombang tertentu sehingga jaringan akan
tampak berwarna. Zat warna memiliki sifat-sifat tertentu agar dapat mengikat komponen
jaringan. Jaringan memiliki inti sel yang bermuatan ion negatif sehingga lebih mudah
berinteraksi dengan metilen biru yang merupakan zat warna kationik yang bermuatan ion
positifi?®l, Olehnya itu, metilen biru juga digunakan dalam pewarnaan jaringan pada
pemeriksaan histopatologi untuk mendukung diagnosa suatu penyakit (30 [311 Adapun metil
merah merupakan pewarna anionik yang dapat menyebabkan iritasi pada mata, kulit, dan
saluran pencernaan jika terhirup atau tertelan®d, Karakteristik metil merah yang bersifat
anionik kemungkinan dapat menjadi penghambat interaksi antara agen kontras metil merah
dengan jaringan. Berdasarkan hasil penelitian ini, metilen biru menunjukkan potensi lebih
besar sebagai agen kontras pada pencitraan fotoakustik jika dibandingkan dengan metil merah,
karena kemampuannya yang lebih baik untuk memberi warna pada jaringan.

KESIMPULAN

Sistem pencitraan fotoakustik berbasis laser dioda dan mikrofon kondenser mampu
mencitrakan jaringan biologis dengan tambahan agen kontras. Frekuensi optimal modulasi
laser untuk mencitrakan jaringan biologis adalah 19 kHz dengan duty cycle 40%. Hasil
penelitian menunjukkan sampel dengan agen kontras metilen biru memiliki taraf intensitas
akustik lebih tinggi (-63,96 dB untuk 50 ppm dan -62,14 dB untuk 100 ppm) dibanding sampel
dengan agen kontras metil merah (-69,36 dB untuk 50 ppm dan -67,66 dB untuk 100 ppm) dan
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sampel tanpa agen kontras bernilai taraf intensitas akustik paling rendah diantara sampel yaitu
-72,29 dB. Sehingga nilai taraf intensitas akustik dari jaringan biologis dengan penambahan
agen kontras lebih tinggi dibanding jaringan biologis tanpa agen kontras. Konsentrasi dari agen
kontras juga mempengaruhi nilai taraf intensitas akustiknya, semakin besar konsentrasi agen
kontras maka semakin besar pula taraf intensitas akustiknya.
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