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Pengaruh TerapiGel Getah Pohon Jaran(Lannea coromandelica)
Terhadap Ekspresi T GF-fDan Histopatologi KulitPadaluka
Kastrasi Tikus (Rattus norvegicus)Yang Diinfeksi
Staphylococcus aureus

ABSTRAK

Infeksi bakteri pada luka kastrasi dapat memperlama kesembuhan luka.
Luka kastrasi yang tidak aseptis dapat menjadi port of entry dari bakteri patogen
Staphylococcus aureus sehingga luka menjadi semakin parah dan sembuh lebih
lama. Oleh karena itu dibutuhkan terapi untuk mempercepat kesembuhan luka
serta memiliki sifat antimikroba untuk mengatasi infeksi pada luka kastrasi.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ekspresi TGF-p serta histopatologi
pada jaringan luka kastrasi yang diterapi menggunakan gel getah pohon jaran
(Lannea coromandelica). Gel getahpohon jaran dibuat dengan basis CMC NA
dengan konsentrasi getah pohon jaran 5%, 10%, dan 15%. Hewan coba dalam
penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan berumur 8-12 minggu
dengan berat 200-250 gram yang dibagi menjadi 5 kelompok yang masing-
masing terdiri dari 4 ekor tikus. Kelompok 1 adalah kelompok kontrol negatif
yang dijahit lukanya dengan benang silk steril dan diterapi gentamisin sulfat
0.1%.Kelompok 2 adalah kelompok kontrol positif yang dijahit lukanya dengan
benang silk yang dikontaminasi S. aureus 10° CFU/ml. Kelompok 3, 4, dan 5
adalah kelompok yang dijahit lukanya dengan benang silk yang dikontaminasi S.
aureusdan diterapi gel getah pohon jaran dengan konsentrasi masing-masing 5%,
10%, dan 15%. Ekspresi TGF-f pada preparat [IHK diamati
menggunakanimmunoratio. Analisis data dilakukan dengan uji one way ANOVA
dan uji tukey. Terapi gel getahpohonjarankonsentrasi 10%
menunjukkanpeningkatansignifikanterhadapekspresiTGF-p.  Pemberian  gel
getahpohonjarankonsentrasi 10%menunjukkanhasilterapi yangpaling
baikdilihatdariperbaikanjaringanlukaberdasarkanpembentukanjaringangranulasi.p
adahistopatologikulit.

Kata kunci :TGF-B, histopatologi kulit, gel getahpohon jaran (Lannea
coromandelica)



Potency ofLannea coromandelica Gel as a Theraphy of Castration Wound in
Wistar Rat (Rattus norvegicus) Infected by Staphylococcus aureus for TGF-p
Expression and Skin Histopathology

ABSTRACT

Castration is causing open cuts wound in skin. Wound healing process can
be contaminated by microorganism. One of the bacteria causing wound infections
isStaphylococcus aureus which can make longer time duration of wound healing
process. Therefore, effective therapy method is needed to shorten wound healing
time with antimicrobial activity. This research is aim to know the effect of
Lannea coromandelica gel therapy on TGF-f expression and skin histopathology.
The Lannea coromandelica gel was made of CMC NA base with three types
concentration 5%, 10%, and 15%. Animal model in this research is male rat
(Rattus norvegicus) 200-250 gram aged eight to twelve week-old. The animal
model was divided into five group, each group contains of four rats. First group is
negative control group, which is suturedwith sterile silk and aseptic methodwith
gentamicine sulphate 0.1% therapy. Second group is positive control which is
sutured with Staphylococcus aureus 10° CFU/ml contaminated suturewith
bacteria. The third, fourth, fifth group were underwent therapy with 5%, 10%,
dan 15% Lannea coromandelica gel which is sutured with Staphylococcus
aureus 10° CFU/ml contaminated silk. The parameter of this research are TGF-p
expressions which are measured by immunohistochemistry and histopatological
of wound. The data was analyzed with one way ANOVA testand Tukey’s HSD
(Honestly Significance Difference)range test with 95% confidence level (o =
0.05). Therapy of Lannea coromandelica gel concentration of 10% showed a
significant increase in TGF-p expressions in the castration model of rat (Rattus
norvegicus)skin. Lannea coromandelicagel concentration of 10%shows the
results of good therapy seen based on repair of wound tissue through granulation
tissue formationfrom histopathology of the skin

Keyword : TGF-B, skin histopathology, Lannea coromandelica gel
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Teknik sterilisasi reproduksi
padahewanjantandinamakankastrasiatauorchiectomy, sedangkan pada
hewanbetinadinamakanovariohysterectomy.Kastrasimerupakansuatuusahauntukm
enghilangkanfungsireproduksihewanjantandengancaramenghambat proses
pembentukan dan pengeluaransperma. Tujuan orchiectomy adalah untuk
mengatasi kanker prostat, kanker testis, dan selain itu hewan jantan yang
dikastrasi pembawaannya akan lebih tenang dan pertumbuhannya cepat (Komang
dan Kusumawati,2011). Proses kastrasi akan menyebabkan luka insisi pada
bagian skrotum. Keberhasilan dari penyembuhan luka ini menjadi tujuan utama
dalam proses perawatan luka kastrasi.

Tahapan  penyembuhan luka terdiri dari beberapa fase, yaitu fase
hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase maturasi atau fase
remodeling. Menurut Gurtner (2007), fase awal yakni hemostasis merupakan
mekanisme untuk menghentikan perdarahan yang terjadi akibat luka. Kemudian
dilanjutkan dengan fase inflamasi dimulai segera setelah terjadinya cedera,
dengan tujuan untuk menyingkirkan jaringan yang mati dan mencegah infeksi.
Fase proliferasi berlangsung kemudian di mana akan terjadi keseimbangan antara
pembentukan jaringan parut dan regenerasi jaringan. Fase terakhir adalah fase
remodeling yang bertujuan untuk memaksimalkan kekuatan dan integritas

struktural dari luka.



Fungsi TGF-B (Transforming Growth Factor- ) juga berpengaruh secara
positif pada fase proliferasi yaitu kemotaksis. TGF-p berperan dalam kemotaksis
dan mediator inflamasi untuk berbagai jenis sel imun, termasuk polimorfonuklear
(PMN) (basofil, eosinofil,neutrofil dimulai 24-48 jam setelah terjadi luka ) dan
monosit (dimulai 48-96 jam setelah terjadi luka). TGF-f berpartisipasi dalam
kedua proses untuk merangsang respon imun awal sebagai sitokin proinflamasi,
melalui perekrutan PMN, dan membatasi terjadinya respon inflamasi sebagai
sitokin antiinflamasi (Gilbert et al., 2016).

Proses penyembuhan luka kastrasidapat terhambat akibat adanya infeksi
mikroorganisme patogen yang dapat memperlama kesembuhan luka bahkan
memperparah kondisi luka tersebut.
Letaklukakastrasimenjadilebihrentanterkontaminasi oleh mikroorganisme yang
terdapat pada urinataupunfeses yang mengkontaminasiluka. Bakteri yang dapat
mengkontaminasi luka adalah Staphylococcus aureus sebesar 20%, Pseudomonas
aeruginosa 16%, Esherichia coli 10% (Nasution,2012). Staphylococcus aureus
termasuk dalam flora normal pada kulit pasien yang dapat mengkontaminasi luka
dan menyebabkan terjadinya infeksi luka. (Shrestha et al., 2009). Pengobatan luka
pada umumnya adalah pemberian obat antibiotik dan antiinflamasi, tetapi
penggunaan jenis obat antibiotik saat ini sedang menjadi perhatian utama karena
dapat memicu resistensi.  Akibat dari bakteri multidrug resistant dapat
mengakibatkan morbiditas tinggi, biaya perawatan tinggi dan durasi pengobatan
lama akibat sulitnya mengeliminasi bakteri dari tubuh (Milton et al., 2015).

Karena adanya dampak jangka panjang dari penggunaan antibiotik tersebut



sehingga dibutuhkan adanya alternatif bahan obat lain sebagai pengganti obat
antibiotik. Salah satu alternatif yang dapat digunakan sebagai antibiotik adalah
bahan herbal dari tanaman.

Pohon jaran (Lannea coromandelica) merupakan jenis tanaman herbal
medis yang banyak tumbuh di daerah tropis dan penting digunakan dalam metode
pengobatan  tradisional terhadapkonjungtivitis, diabetes, tukaklambung,
odontalgia, disentri, dan diare (Wirastuty, 2016). Bahankimia yang
terkandungdalamLanneacoromandelicaantara lain, polifenol(tannin,
dihidroflavonol), flavonoid (quercetin, kaempferol, isoquercetin), flavonol,

sterol(B-sitosterol), saponin, dan antioksidan (Shahriyaret al., 2016). Flavonoid,

senyawagolonganfenolmemilikiaktivitasantiseptik, sedangkan saponin
memilikikemampuansebagaipembersihsehinggaefektifdalam proses
penyembuhanluka. Bahankimia yang
terkandungdalampohonjaranmemilikiaktivitasantiinflamasi, antinosiseptif

(Sathish et al., 2010). Kulit batang dari pohon jaran berguna dalam mengobati
luka, memar, bisul, ophalmia, asam urat, stomatitis ulseratif, odontalgia, diare dan
disentri (Prajapathi dan Kumar, 2005). Kulit batang pohon jaran mengandung
aktivitas antimikroba, aktivitas trombolitik, antioksidan yang dapat membantu
proses penyembuhan luka dan mencegah terjadinya infeksi nosokomial pada luka
pasca operasi. Penggunaangetah pohon jaran dalam bentuk sediaan gel karena gel
memiliki kelebihan seperti stabilitas yang baik, berupa sediaan halus, mudah
terdistribusi merata, mudah digunakan, mudah disimpan, mampu menjaga

kelembapan kulit ( Kuncari dkk., 2014).



Berdasarkan tinjauan di atas, maka penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh pemberian gel getah pohon jaran (Lannea coromandelica)
terhadap histopatologi kulit dan ekspresi TGF-f yang berperan dalam membantu
mempercepat proses kesembuhan luka kastrasi pada tikusputih (rattus
norvegicus).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, maka rumusan masalah dari penelitian

ini antara lain :

1.2.1 Apakah pemberian gel getah pohon jaran dapat digunakan sebagai terapi

luka kastrasi berdasarkan gambaranhistopatologi kulit ?

1.2.2 Apakah gel getah pohon jaran dapat digunakan sebagai terapi luka kastrasi

berdasarkan ekspresi TGF-3 ?

1.3  Batasan Masalah
Berdasarkan rumusan masalah yang sudah disebutkan di atas, maka penelitian

ini dibatasi pada :

a. Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
dengan berat badan 200 - 250 gram dengan umur 8-12 minggu yang telah
mendapatkan sertifikat laik etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas
Brawijaya No : 974-KEP-UB. Lampiran 1.

b. Anestesi untuk pembuatan hewan model luka menggunakan kombinasi
Ketamine HCI (dosis 40-75mg/kg BB) dan Xylazine (dosis 5-12mg/kg BB)

(Plumb,2008). Lampiran 2.



c. Terapi gel getah pohon jaran pada luka kastrasi dilakukan sebanyak satu kali
sehari sebanyak 1 gram selama 8 hari (Satish etal., 2010).

d. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah ekspresi TGF-p
(Transforming Growth Factor-f) dengan metode Imunohistokimia dan
gambaran histopatologi kulit.

e. Pembuatan hewan model kastrasi dibuat dijahit dengan benang silk 3/0 yang
dikontaminasi dengan Staphylococcus aureus (10°> CFU/ml) (Dai et al., 2011).
Penjahitan dilakukan dengan jarum tapper pola simple continuous suture.

f. Perbaikan jaringan luka diamati dari preparat histopatologi luka dengan
pewarnaan Hematoksilen-Eosin (HE).

1.4 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, maka tujuan dari
penelitian ini adalah :

1. Mengetahui efek terapi pemberian gel getah pohon jaran (Lannea

coromandelica.) terhadap perbaikan jaringan luka kastrasi tikus putih.

2. Mengetahui efek terapi pemberian gel getah pohon jaran (Lannea

coromandelica) terhadap ekspresi TGF-3 pada luka kastrasi tikus putih.

15  Manfaat Penelitian

Beberapa manfaat dari penelitian ini yaitu sebagai bahan informasi
penelitian selanjutnya dan untuk mengetahui pengaruh pemberian gel getah pohon
jaran terhadap ekspresi TGF-p dan perbaikan penyembuhan luka kastrasi pada

tikus putih (Rattus norvegicus). Pemanfaatan pemberian gel getah pohon jaran



diharapkan dapat digunakan sebagai terapi penyembuhan luka yang bersifat

antiinflamasi dan mempercepat regenerasi luka.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tikus Putih (Rattus norvegicus )

Taksonomi tikus putih menurut Sharp et al (2010) :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Sub-ordo : Myomorpha
Famili : Muridae

Genus . Rattus

Species : Rattus norvegicus

Gambar 1. Tikus Putih Galur Wistar (Sharp et al,2010)

Tikus putih ( Rattus norvegicus ) merupakan hewan pertama yang
didomestikasi murni untuk kepentingan ilmiah. Tikus digunakan sebagai hewan
coba untuk penelitian biomedis dan pengujian pra klinik untuk mempelajari
genetika, penyakit, efek obat, dan topik lainnya dalam bidang kesehatan dan

medis.



Tikus wistar merupakan strain yang paling populer dan paling sering
digunakan sebagai hewan coba penelitian. Ciri dari tikus wistar adalah memiliki
kepala kecil, telinga panjang, dan memiliki panjang ekor yang lebih pendek dari
ukuran tubuhnya. Tikus wistar diketahui merupakan strain pertama yang
ditetapkan sebagai hewan coba. Penggunaan tikus jenis ini dipilih karena mudah
untuk di handling, reproduksinya cepat, meskipun hewan dan manusia dapat
menunjukkan perbedaan anatomi dan fisiologis secara teknis tetapi secara
fungsional dan genetik DNA 99% lebih mirip manusia dibanding mencit
(Alexandru, 2011).

Pemilihan umur hewan coba sangat penting harus disesuaikan dengan
tujuan dari penelitian yang akan dilakukan. Untuk dapat menentukan umur tikus
dapat dilihat dari beberapa hal seperti mempelajari fase — fase kehidupan dan
perilakunya. Tikus putih memiliki rentang hidup 2,0 — 3,5 tahun, mulai sapih pada
umur 3 minggu (21 hari), fase kematangan seksual atau pubertas mulai umur 6
minggu (40-60 hari), fase pra dewasa umur 63-70 hari, fase kematangan sosial
umur 5-6 bulan (160-180hari) dan fase penuaan saat umur 15-24 bulan. Tikus
umur 4-5 minggu dikategorikan sebagai tikus muda (young) yang belum matang
seksual (immature); tikus umur 6-7 minggu adalah tikus pradewasa atau dewasa
awal (subadult) yang sistem reproduksinya telah berkembang (puberty) namun
belum mampu kawin karena spermatozoa belum motil (infertile); tikus umur 8-9
minggu merupakan tikus dewasa (adult) yang telah matang seksual dan siap
kawin (mature) sehingga tepat dijadikan sebagai hewan model dalam penelitian

sistem reproduksi dewasa. (Fitria dkk., 2015).



2.2 Kastrasi
Kastrasimerupakansuatuusahauntukmenghilangkanfungsireproduksihewan
jantandengancaramenghambat proses pembentukan dan pengeluaransperma.
bahwatujuanorchiectomyadalahuntukmengatasikankerprostat, kanker testis, dan
gangguan penyakit atau abnormalitas pada testis. Hewan jantan yang
dikastrasipembawaannyaakanlebihtenang dan pertumbuhannyacepat (Komang
dan Kusumawati,2011). Menurut Hanif (2017) kastrasi merupakan cara untuk
sterilisasi reproduksi pada hewan jantan yang penting dilakukan dengan tujuan
untuk menghentikan perkembang biakan karena adanya ledakan populasi, seperti

pada populasi kucing liar.

Gambar 2. Anatomi Urogenital Tikus Jantan (Low, 2016)
Prosedur kastrasi dilakukan dengan melakukan sayatan pada bagian tengah
skrotum, kemudian dikuakkan lapisan tunica pada testis. Testis, vas deferens,
jaringan lemak dan epidermis disayat secara perlahan. Kemudian pembuluh darah

dipisahkan kemudian di ligasi dan testis dipotong. Kulit skrotum di jahit dan rata



— rata akan sembuh pada hari ke 7 hari pasca operasi. Jahitan pada kulit dapat
dilepas pada hari ke 7 sampai hari ke 10 (River, 2017).
2.3 Luka Insisi

Luka didefinisikan sebagai kerusakan atau gangguan pada struktur dan fungi
anatomi normal. Luka dapat terjadi mulai dari kerusakan sederhana yang hanya
merusak integritas dari epitel kulit atau dapat lebih dalam, membentang hingga ke
jaringan subkutan dan merusak struktur lainnya seperti tendon, otot, pembuluh
darah, dan organ parenkim bahkan dapat juga hingga merusak tulang. Luka dapat
terjadi akibat proses patologis baik kerusakan patologis secara eksternal maupun
internal yang melibatkan organ. Respon fisiologis dari terjadinya luka terhadap
kerusakan pembuluh darah yang menyebabkan adanya perdarahan adalah dengan
vasokonstriksi pembuluh darah dan koagulasi,aktivasi komplemen dan bekerjanya
respon inflamasi (Gilbert et al., 2016).

Proses penyembuhan luka secara normal terjadi melalui rangkaian koordinasi
dinamis dan kompleks dari sel tubuh mulai dari perdarahan , koagulasi, inisiasi
respon inflamasi akut terhadap luka, regenerasi, migrasi, dan proliferasi dari
jaringan ikat dan sel parenkimal sintesis protein maktriks ekstraseluler,
remodeling dari jaringan parenkim dan jaringan ikat baru serta deposisi kolagen.
Tahapan akhir dari proses penyebuhan luka adalah meningkanya kekuatan
jaringan luka. Proses penyembuhan luka tersebut terjadi pada saat yang
bersamaan segera sesaat setelah terjadinya luka melibatkan serangkaian tahapan
berkelanjutan yang diinisiasi oleh : (1) sel mediator inflamasi dan growth factor;

(2) interaksi antar sel maupun interaksi matriks ekstraseluler yang akan
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mengendalikan proliferasi, migrasi dan diferensiasi; (3) rangkaian epitelisasi,
fibroplasia dan angiogenesis; (4) kontraksi luka ; (5) remodeling (Velnar et al.,
2009).

Tahapan dalam proses penyembuhan luka dapat dibedakan menjadi beberapa
tahapan berdasarkan waktu penyembuhan luka. Perbaikan jaringan luka dipicu
oleh adanya kerusakan yang kemudian dibedakan menjadi 4 tahapan berdasarkan
waktu penyembuhan luka menurut Velnar et al., (2009):

1. Fase koagulasi dan hemostasis

Sesaat setelah terjadinya luka, terjadi mekanisme fisiologis tubuh berupa
reaksi koagulasi dan hemostasis yang bertujuan untuk mencegah hilangnya darah
secara berlebihan. Hal ini merupakan cara untuk melindungi fungsi vital dari
sistem vaskular, tujuan lainnya adalah berupa tujuan jangka panjang, yaitu untuk
membuat matriks lebih menemukan sel — sel yang dibutuhkan untuk fase
penyembuhan luka yang selanjutnya. Keseimbangan yang dinamis dalam
penyembuhan luka terjadi antara sel endotel, trombosit, koagulasi, regulasi
fibrinolisis hemostasis, untuk menentukan jumlah fibrin yang dibutuhkan di
jaringan luka untuk membantu progress penyembuhan luka. Rangsangan yang
dihasilkan akan memyebabkan ekstravasasi pembuluh darah di jaringan luka
kemudian terjadi reflek syaraf di sekitar jaringan luka untuk melakukan
vasokonstriksi  sel otot polos dengan cepat. Reflek vasokonstriksi ini hanya
bersifat sementara dalam waktu beberapa menit, kemudian akan terjadi hipoksia
dan asidosis pada daerah sekitar luka yang disebabkan oleh relaksasi pasif.

Perdarahan dapat berlanjut jika tidak ada pembentukan fibrin plug. Untuk
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membantu mencegah kehilangan darah tersebut tejadi agregasi platelet dan
pembentukan clot fibrin. Komponen platelet bekerja sama dengan kolagen dan
matriks ekstraseluler lainnya hingga akan memicu pelepasan clotting factordari
platelet hingga kemudian terjadi pembekuan darah, yang terdiri dari fibronectin,
fibrin, vitronectin dan trombospondin. Pembekuan darah tidak hanya penting
untuk mengikat platelet tetapi juga untuk migrasi matriks ekstraseluler untuk
membantu melanjutkan proses penyembuhan luka ke fase selanjutnya, yaitu fase
inflamasi. Sitoplasma dari platelet mengandung growth factor dan sitokin, seperti
. Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor ff (TGF-
B), epidermal growth factor dan insulin-like growth factor. Molekul tersebut akan
membantu proses penyembuhan luka dengan mengaktifkan dan mengikat
neutrofil, makrofag, sel endotel dan fibroblas.
2. Fase Inflamasi

Fase inflamasi terjadi melibatkan sel inflamasi seluler dan humoral yang
bertujuan untuk mempertahankan barrier sistem imun tubuh dalam melawan
mikroorganisme. Fase inflamasi dibagi menjadi dua, yaitu fase inflamasi awal
(early inflammatory phase) dan inflamasi fase akhir (late inflammatory phase).
Fase inflamasi awal dimulai sesaat setelah terjadinya koagulasi meliputi aktivasi
komplemen dan inisiasi reaksi molekuler yang menyebabkan terjadinya reaksi
infiltrasi neutrofil yang berfungsi untuk mencegah infeksi. Neutrofil memiliki
peranan penting untuk memfagositosis yang bertujuan untuk menghancurkan sel
bakteri, maupun partikel asing yang akan merusak jaringan. Neutrofil akan mulai

aktif bekerja di jaringan luka pada 24- 46 jam pasca terjadinya luka dengan
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dibantu olehchemoattrctive agents seperti TGF-B. Aktivitas neutrofil akan
berakhir dalam beberapa hari seiring dengan habisnya semua partikel asing
maupun bakteri yang mengkontaminasi jaringan luka. Setelah tugas tersebut
selesai neutrofil akan di eliminasi atau mengalami apoptosis tanpa diikuti oleh
rusaknya jaringan lain oleh remnants cell dan apoptotic bodies yang kemudian di
fagosit oleh makrofag.

Fase inflamasi akhir terjadi pada 48-72 jam pasca terjadinya luka. Makrofag
akan muncul di sekitar jaringan luka diikuti dengan fagositosis oleh monosit yang
berkembang menjadi makrofag. Makrofag dibawa ke jaringan luka oleh
chemoattractive agent seperti clotting factor, komponen komplemen, sitokin (
PDGF, TGF- g, ) yang bekerja untuk menghasilkan kolagen. TGF- £ berperan
sebagai mediator untuk mengaktifkan keratinosit, fibroblas, dan sel endotel.
Penurunan dari jumlah makrofag dan monosit akan berpengaruh secara langung
terhadap proses penyembuhan luka karena akan mengganggu perlekatan antar
jaringan luka disebabkan oleh terlambatnya proliferasi fibroblas dan maturasi
serta akan menghambat proses angiogenesis yang menyebabkan fibrosis dan
waktu penyembuhan luka menjadi lebih lama. Sel paling terakhir yang masuk
dalam fase inflamasi adalah sel limfosit, 72 jam pasca terjadinya luka.

3. Fase proliferasi

Ketika terjadi cedera, haemostasis telah tercapai dan terjadi respon imun,
terjadi perbaikan jaringan luka akut, maka fase proliferasi akan dimulai pada hari
ketiga setelah terjadi luka dan akan berlangsung selama 2 minggu setelahnya.

Fase ini ditandai dengan migrasi dari fibroblas dan pembentukan matriks
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ekstraseluler baru yang berfungsi sebagai pembentuk jaringan sementara dengan
membentuk fibrin dan fibronectin. Sehingga secara makroskopik luka akan

tampak terbentuk jaringan granulasi.

4, Fase Remodeling

Fase remodeling merupakan fase terakhir dari penyembuhan luka. Sebagai
fase terakhir fase ini berfungsi untuk perkembangan jaringan epitel baru dan
pembentukan jaringan ikat terakhir. Sintesis dari matriks ekstraseluler dari fase
proliferasi dan remodeling diinisiasi oleh perkembangan dari jaringan granulasi.
Fase ini akan berakhir dalam waktu 1 hingga 2 tahun atau terkadang dalam jangka
waktu yang lebih lama lagi. Bersamaan dengan maturasi dari matriks
ekstraseluler diameter kolagen bertambah, hyaluronic acid dan fibronektin di
degradasi. Kekuatan jaringan luka meningkat secara bertahap seiring
bertambahnya kolagen di jaringan tersebut. Kekuatan dari kolagen fiber di
jaringan luka tersebut hanya dapat kembali sekitar 80% dibandingkan kekuatan
asli dari jaringan yang tidak pernah mengalami luka sebelumnya. Capaian
kekuatan akhir dari jaringan ikat bergantung pada lokalisasi dan durasi dari
perbaikan jaringan luka, tetapi kekuatan asli dari jaringan tidak akan pernah
kembali. Sintesis kolagen terjadi secara terus menerus selama 3 minggu awal
setelah terjadinya luka, proses ini disebut juga equilibrium atau steady state.
Enxim matrix metalloprotease digunakan untuk degradasi kolagen diproduksi oleh
neutrofil, makrofag dan fibroblas di jaringan luka.

2.4 Struktur Kulit Skrotum
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Sistem integumen terdiri dari kulit dan struktur turunannya. Kulit terdiri
atas tiga lapisan : epidermis, dermis, dan jaringan subkutan. Menurut Kolarsick, et

al., 2011) susunan lapisan kulit adalah sebagai berikut :

a. Epidermis
Struktur dasar dari epidermis sama pada semua mamalia, yang
membedakan hanyalah ketebalan, bentuk tubuh hewan, kompleksitas dari
permukaan tubuh hewan, keberadaan atau perkembangan dari stratum lucidum.
Pada kebanyakan hewan coba yang telah dipelajari lapisan epidermis hewan yang
tipis juga memiliki stratum korneum yang tipis dan diskontinuitas atau bahkan
tidak berkembangnya stratum lucidum. Pada hewan coba tikus dari bagian yang
terdapat sedikit rambut seperti mukosa hidung, telapak kaki, bibir, dan kulit di
daerah sekitar os ischium (ischial callosities) memiliki stratum granulosum yang
tipis.
b. Dermis
Dermis merupakan sistem yang terintegrasi dari fibrous, filamentous,
amorphous connective tissue yang berfungsi sebagai penghubung dari stimulus
menuju ke saraf dan jaringan vaskular, terdapat fibroblas, makrofag, dan sel mast.
Sel lain yang terdapat di dermis yaitu bagian dari sel darah seperti limfosit, sel
plasma, dan leukosit untuk membantu respon stimulus di dermis. Dermis
berfungsi untuk melindungi tubuh cedera, mengikat air, dan juga termoregulasi.
Pada dermis terdapat folikel rambut yang berfungsi sebagai sensibilitas cutaneus

karena didekat folikel rambut terdapat saraf sensoris. Semua mamalia berambut
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kecuali manusia memiliki sinus folikel rambut yang disebut sebagai vibrissae
letaknya disekitar moncong. Pada beberapa kelompok hewan glandula sebaseous
dapat membentuk sebuah organ tersendiri, misalnya pada rodensia dan logomorph
memiliki harderian gland yang tersusun atas kelenjar sebaseous retroorbital dan
dikelilingi oleh sel myoepitel. Bagian inguinal pada kelinci, bagian preputium dari
tikus dan mencit semua terdiri atas kelenjar sebaseous.

c. Subkutan.

Jaringan subkutan tersusun atas lobulus sel lemak atau liposit yang
memisahkan jaringan fibrosa dengan pembuluh darah dan kolagen. Jaringan
subkutan ini yang membuat tubuh memiliki daya apung, dan berfungsi sebagai
penyimpanan energi. Kulit skrotum memiliki struktur yang bergelombang,
memiliki pigmen.

Skrotum pada sistem reproduksi jantan. memiliki bentukan anatomi yang
unik pada manusia serta beberapa spesies mamalia darat lainnya. Skrotum
menyambung dengan kulit bagian bawah dari abdomen, lokasinya tepat dibawah
penis dan didepan anus. Dinding skrotum berupa lapisan kulit tipis dengan
jaringan otot polos (tunica dartos). Kulit pada bagian ini mengandung pigmen
lebih banyak daripada area di sekitarnya dan memiliki banyak glandula sebaceous
(produksi minyak) dan kelenjar keringat dan sedikit rambut. Kedua bagian dari
skrotum dari bagian luar dipisahkan oleh sekat pemisah yang disebut raphae. Dari
bagian dalam, raphae menghubungkan dengan otot pemisah, sekat yang membagi
skrotum menjadi dua area. Fungsi dari skrotum adalah untk melindungi testis dan

menjaga testis dari suhu yang lebih rendah dari suhu tubuh. Testis akan mendekati
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bagian tubuh jika kondisi cuaca dingin, saat tubuh bergerak, dan saat ada stimulus
seksual tetapi akan mengembang lagi ketika suhu normal seperti biasanya.
Skrotum pada hewan hampir menempel pada tubuh, pada tikus dan kuda testis
dilindungi oleh sistem pembuluh darah disekitarnya. Kegagalan skrotum untuk
mendinginkan suhu testis saat demam atau pada saat kondisi cuaca panas akan
menyebabkan sterilitas sementara (Britannica, 2018). Gambaran stuktur Kkulit

skrotum pada Gambar 3 tersusun atas lapisan epidermis dan sebagian dermis.

Gambar 3. Gambar Potongan Melintang Kulit Skrotum (Cubilla et al., 2018)
Berdasarkan penelitian yang dilakukan nogueira (1977) pada kulit skrotum
opposum (Didelphis azarae) dilaporkan bahwa kulit skrotum menutupi testis dan
spermatic cord. Bagian epidermis skrotum terdiri dari tiga lapis tersusun atas sel
pipih di bagian paling superficial dan mengandung sedikit granula keratohyalin.
Bagian dermis terdiri dari lapisan tipis dari jaringan ikat padat dan terdapat sel
melanosit di bagian subepitel. Pada dermis terdapat folikel rambut dan glandula
sebaseous unilobular. Kelenjar keringat, apokrin dan tubular dengan myoepitelial
besar. Kelenjar ekstretori dibatasi oleh epitel cuboid selapis. Di bagian dalam dari
dermis terdapat sedikit folikel rambut dan kelenjar keringat. Dermis menyatu

dengan jaringan subkutan dibawahnya yang mengandung banyak jaringan
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adiposa. Tunica dartos berkembang kurang baik dengan sedikit pilinan otot

paralel seperti pada Gambar 4.

Gambar 4. Berkas otot pada tunica dartos terletak di bawah epitel squamous
terkeratinisasi ( Cubilla et al., 2018).

Tunica vaginalis parietalis dapat dilepaskan dengan mudah dari bagian kulit
diatasnya. Secara mikroskopis tunika vaginalis terdiri dari tiga lapisan.. lapisan
paling dalam terdiri dari mesothelium peritoneal dan subepitel jaringan ikat
longgar yang mengandung sedikit sel. Lapisan tengah terdiri atas jaringan ikat
padat dengan serat kolagen tebal yang tersusun paralel satu sama lain bercampur
dengan fibroblas dan fibrosit. Serabut sarat myelin dan kantung melanosit
terkadang ditemukan di lapisan ini. Lapisan paling luar terdiri dari substansi dasar
dan beberapa jenis sel. Jumlah melanin yang sangat banyak di skrotum
berhubungan dengan fungsi skrotum itu sendiri sebagai termoregulator dari testis.
2.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adalah bakteri flora normal pada kulit dan selaput
mukosa, termasuk jenis bakteri gram positif berbentuk bulat berdiameter 0.7 — 1.2
pum (Gambar 5), susunan bentuknya tidak teratur mirip seperti anggur, bersifat

fakultatif anaerob, tidak membentuk spora dan non motil dan tumbuh optimal



18

pada suhu 37°C. Pada media padat, koloni bakteri tumbuh berwarna abu - abu
hingga kuning keemasan, bentuk halus, sedikit menonjol, bundar dan berkilau
(Fischetti, et al., 2000).

Klasifikasibakteri Staphylococcus aureus menurutFerianto (2012) adalah
sebagaiberikut :
Divisi :Protophyta
Kelas :Schizomycetes
Ordo :Eubacteriales
Famili :Micrococcceae
Genus : Staphylococcus

Spesies :Staphylococcus aureus

Gambar 5. Staphylococcus aureus pada mikroskopelektron(Emilda et al., 2016)
BakteriStaphylococcus aureus dapat menyebabkan infeksi pada luka karena
memiliki faktor virulensi yang terdiri dari :
1.  Protein permukaan seperti protein adesin, hemaglutinin, glikoprotein dan
fibronektin yang berperan untuk kolonisasi pada jaringan tubuh hospes.
2. Invasin seperti leukocidin, kinase, dan hyaluronidase yang membantu

penyebaran bakteri kedalam jaringan.
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3. Faktor permukaan yang menghalangi fagositosis bakteri oleh sel imun

seperti kapsul dan protein A.

4.  Faktor kimia seperti karotenoid dan produksi katalase yang meningkatkan
ketahanan bakteri saat di fagositosis.

5. Reaksi imunologis (Protein A, koagulase dan clotting factor).

6.  Toksin perusak membran (hemolysin, leucotoxin, leukocidin) dan

eksotoksin (Dewi, 2013).

SpesiesbakteriStaphylococcus aureus
dapatdibedakandenganStaphylococcuslainnyamenggunakan media  diferensial
MSA (Mannitol Salt Agar) karenaspesiesS.aureusdapatmemfermentasi mannitol
yang terdapatdalam mediasehinggakolonimenjadikuning, sementara
Staphylococcus yang lain tidakdapatmemfermentasi mannitol. Selainitu MSA
juga dapatdigunakansebagai medium selektifuntukmenentukan Staphylococcus
pathogen karena Staphylococcus yang tidak pathogen tidakdapattumbuh di MSA
(Murwani, 2015).

SpesiesbakteriStaphylococcus aureus
dapatdibedakandenganStaphylococcuslainnyamenggunakan media  diferensial
MSA (Mannitol Salt Agar) karenaspesiesS.aureusdapatmemfermentasi mannitol
yang terdapatdalam  media  sehinggakolonimenjadikuning,  sementara
Staphylococcus yang lain tidakdapatmemfermentasi mannitol. Selainitu MSA
juga dapatdigunakansebagai medium selektifuntukmenentukan Staphylococcus
pathogen karena Staphylococcus yang tidak pathogen tidakdapattumbuh di MSA.

Uji katalasedilakukanuntukmembedakanStaphylococcus spdenganStreptococcus



20

sp. Uji koagulasedapatdilakukanuntukmengetahuipatogenisitasS.aureus.
(Murwani, 2015).
2.6 Gentamisin Sulfat

Penggunaaan antibiotik saat ini banyak dimanfaatkan untuk mencegah infeksi
akibat rusaknya jaringan kulit pada penanganan luka. Gentamisin sulfat
merupakan antibiotik golongan aminoglikosida yang memiliki efek farmakologi
untuk melawan infeksi dari berbagai strain bakteri meliputi : E. coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsielle pneumonia, Shigella, non pigmented serratia dan juga
Staphylococcus aureus (Jasmadi dkk., 2016).
GolonganAminoglikosidameliputiamikasin, gentamisin, neomisin, netilmisin,
streptomisin dan tobramisin semuaaminoglikosidabersifatbakterisidal.
Gentamisin merupakanaminoglikosida yang banyakdipilih dan
digunakansecaraluasuntukterapiinfeksi. = Gentamisinmemilikispektrumantibakteri
yang luas, tapitidakefektifterhadapkumananaerob, sertamemilikiaktifitas yang
lemahterhadap Streptococcus hemolyticus dan pneumococcus (pionas, 2018).
Gentamisin sulfat menghambat banyak galur Staphylococcus dan koliform serta
bakteri gram negatif lainnya. Obat ini aktif sendiri, tetapi juga sinergistik dengan
antibiotik golongan B-laktam terhadap E. coli, Proteus, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter, Serratia, Sternotrophomas, dan basil gram negatif lainnya. (Deck

dan Winston, 2013).

2.7 Pohon Jaran (Lannea coromandelica)
Lannea coromandelica merupakan salah satu tanaman herbal medis yang

penting digunakan dalam sistem pengobatan tradisional orang pribumi. Pohon
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Jaran anggota dari keluarga Anacardiaceae dikenal sebagai Jhingini dalam bahasa

Sanskerta, wodieratau Pohon Ash India.

Taksonomidaripohonjaranadalahsebagaiberikut :

Kingdom : Plantae

Filum : Magnoliophyta
Kelas : Spermatophyta
Ordo : Sapindales

Family : Anacardiaceae
Genus : Lannea

Spesies : L. Coromandelica

Gambar 5. Pohon Jaran (Ravikumar, 2017).
Jenis tanaman ini banyak terdapat di Asia tropis.Kulit batangnya berguna
dalam mengobati luka, memar, bisul, ophalmia, asam urat, stomatitis ulseratif,
odontalgia, keseleo, diare dan disentri (Prajapathi dan Kumar, 2005). Getah

batang pohon jaran juga berguna dalam bisul kusta dan rebusan kulit batang dapat
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digunakan untuk mengobati sakit gigi dan masalah gusi serta dapat digunakan
dalam menorrhagia dan metarrhagia (Shashikanth et al., 2014).

Berdasarkan temuan hasil dari penelitian Kaur et al., (2013) disimpulkan
bahwa ekstrak kulit batang L. coromandelica memiliki potensi besar sebagai
antimikroba dan senyawa antijamur terhadap mikroorganisme dan dapat
digunakan dalam pengobatan yang disebabkan oleh mikroorganisme. Kandungan
dari ekstrak kulit pohon jaran adalah senyawa etanolik. menunjukkan aktivitas
yang lebih kuat terhadap semua bakteri yang diuji. Namun, hasil uji ekstrak
kulitbatangL. Coromandelica menunjukkan hasil efektivitas sebagai anti jamur.
Oleh karena itu, L. coromandelica bisa dipilih untuk analisis lebih lanjut sebagai
anti bakteri yang dapat digunakan untuk menemukan produk alami bioaktif yang
dapat berfungsi sebagai petunjuk dalam pengembangan antimikroba baru yang
mengatasi masalah terapeutik yang belum terpenuhi.

Pohon jaran (Lannea coromandelica) merupakan jenis tanaman herbal
medis yang banyak tumbuh di daerah tropis dan penting digunakan dalam metode
pengobatan  tradisional terhadapkonjungtivitis, diabetes, tukaklambung,
odontalgia, disentri, dan diare (Wirastuty, 2016). Bahankimia yang
terkandungdalamLanneacoromandelicaantara lain, polifenol(tannin,
dihidroflavonol), flavonoid (quercetin, kaempferol, isoquercetin). Flavonol
(physicion, leucocyanidine, leucodelphidin, dan leucodelphid). Sterol (-
sitosterol),  saponin, dan  antioksidan (Shahriyaret  al., 2016).
Flavonoidmerupakansenyawagolonganfenolmemilikiaktivitasantiseptik,

sedangkan saponin memilikikemampuansebagaipembersihsehinggaefektifdalam
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proses penyembuhanluka. Bahankimia yang
terkandungdalampohonjaranmemilikiaktivitasantiinflamasi, antinosiseptif
(Sathish et al., 2010). Kulit batang dari pohon jaran berguna dalam mengobati
luka, memar, bisul, ophalmia, asam urat, stomatitis ulseratif, odontalgia, diare dan
disentri (Prajapathi dan Kumar, 2005). Kulit batang pohon jaran mengandung
aktivitas antimikroba, aktivitas trombolitik, antioksidan yang dapat membantu
proses penyembuhan luka dan mencegah terjadinya infeksi nosokomial pada luka
pasca operasi. Penggunaan getah pohon jaran dalam bentuk sediaan gel karena gel
memiliki kelebihan seperti stabilitas yang baik, berupa sediaan halus, mudah
terdistribusi merata, mudah digunakan, mudah disimpan, mampu menjaga
kelembapan kulit ( Kuncari dkk., 2014).
2.8 Gel

Obat topikal merupakan salah satu obat yang sering dipakai untuk terapi
dermatologi. Obat topikal tersedia dalam berbagai pilihan bentuk sediaan. Jenis
obat topikal ini mengandung dua komponen dasar, yaitu zat pembawa
(vehikulum) dan zat aktif. Zat aktif merupakan komponen obat topikal yang
berfungsi untuk memberi efek terapeutik, sedangkan zat pembawa adalah bagian
inaktif dari sediaan obat topikal yang dapat berupa bahan cair maupun padat yang
berfungsi untuk membawa zat aktif tersebut berkontak dengan kulit. Zat pembawa
yang ideal harus mudah dioleskan, mudah dibersihkan, tidak mengiritasi, dan
menyenangkan dari segi kosmetik (Yanhendri, 2012). Salah satu pilihan sediaan

obat topikal adalah gel.
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Sediaan gel secara topikal dapat meningkatkan efektivitas dan kenyamanan.
Keuntungan lain sediaan gel antara lain mudah merata apabila dioleskan pada
kulit, memberikan sensasi dingin, dan tidak menimbulkan bekas di kulit (Yulia
dkk., 2012). Menurut Sayuti (2015) gel adalahsediaansemipadat yang
terdiridarisuspensi yang dibuatdaripartikelanorganik yang
kecilataumolekulorganik yang besarterpenetrasi oleh suatucairan.Sediaan gel
dipilihkarenamudahmengering, membentuklapisan film yang mudahdicuci dan
memberikan rasa dingin di kulit. Untuk mendapatkan formula optimal
geldilakukansecara trial and error. Penambahanbahanpembentuk masa gel
dilakukanuntukmendapatkankarakteristiksediaansesuaidenganspesifikasi/
parameter kriteria yang diharapkan. Bahan dasar gel yang digunakan berupa CMC
(Carboxymethylcellulose) yang berfungsi sebagai geliing agent (pembentuk massa
gel), propilen glikol dan gliserin berfungsi sebagai humektan ( zat yang dapat
melembapkan) dan nipagin (metil paraben) berfungsi sebagai bahan pengawet
sediaan.

2.9 Transforming Growth Factor — g (TGF-p)

Respon perbaikan luka terdiri dari beberapa rangkaian tahapan, yaitu
hemostasis, proliferasi, maturasi dan remodeling. Transforming Growth Factor —
S (TGF-f) memegang peranan penting dalam respon perbaikan luka yang disebut
efek pleiotropic dari TGF-g yang meliputi proses regulasi sel proliferasi,
diferensiasi, migrasi, invasi dan kemotaksis dari epitel, bagian dari sel fibroblas
dan jaringan sel imun yang terlibat dari sel inflamasi, migrasi sel, dan maturasi

untuk regenerasi dari pembuluh darah fungsional, proses tersebut terjadi selama
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angiogenesis. Transforming Growth Factor — # (TGF-f) berperan dalam proses
pembentukan kapiler baru sebagai mediator yang berperan mensuplai oksigen dan
makanan atau nutrisi yang dibutuhkan oleh luka selama proses penyembuhan dan
regenerasi jaringan luka, proses ini disebut angiogenesis. Terdapat 3 sel utama
pada luka yang berperan dalam produksi Transforming Growth Factor — f, yaitu
platelet, fibroblast, dan monosit sehingga jika terjadi kerusakan pada suatu
jaringan tubuh maka secara otomatis platelet, monosit, dan fibroblast akan
diproduksi secara besar besaran di dalam tubuh (Faler,2006).

Secara fisiologis peranan TGF-# mulai melakukan interaksi yang dinamis
dalam proses awal penyembuhan luka, yaitu dalam fase hemostasis dan fase
inflamasi. Bersamaan dengan perlukaan pada jaringan, pembuluh darah juga
mengalami ruptur dan menghasilkan pelepasan platelet (trombosit) ke sub endotel
yang menyebabkan agregasi platelet, degranulasi dan mengaktifkan komponen.
Platelet akan menginduksi komponen koagulasi sehingga terbentuk clot fibrin
yang akan bekerja sebagai fase hemostasis. Bersamaan dengan fase hemostasis
TGF-£ berperan sebagai kemoatraktan dan mediator inflamasi dari beberapa sel
imun, terdiri dari neutrofil dan sel polimorfonuklear (PMN) lainnya (basofil,
eosinofil, sel mast, dimulai dari 24-48 jam setelah terjadi luka)dan sirkulasi
monosit (48-96 jam setelah terjadinya luka. Dalam fase proliferasi terdapat 3 fase
utama yang dipengatuhi oleh TGF-g , yaitu : re-epitelisasi, angiogenesis, dan
sintesis ECM (extracellular matrix). Sebagai respon dalam perbaikan luka, sel
epitelial di sekitar jaringan luka akan teraktivasi. Migrasi dan proliferasi dari sel

epitelial dipengaruhi oleh kerja TGF-£ yang terdapat di epidermis sebagai sitokin
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hemostasis akan membantu proses hiperplasia epitel kemudian TGF-# membantu
proses re-epitelisasi dan membantu penutupan jaringan luka. Peranan penting
TGF-4 dalam proses angiogenesis yaitu dengan melakukan invasi pada jaringan

luka dengan dibantu oleh kapiler(Gilbert et al., 2016).
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Tahapan penyembuhan luka dimulai segera sesaat setelah terjadinya luka.
Luka insisi yang diinfeksi Staphylococcus aureus akan menyebabkan kerusakan
pada jaringan kulit. Fase pertama terjadi fase hemostasis yang berfungsi untuk
menghentikan perdarahan. Tahapan selanjutnya adalah fase inflamasi akut yang
berfungsi untuk menyingkirkan jaringan mati dan melawan mikroorganisme
patogen yang menginfeksi luka. Sel yang mengalami kerusakan akan
mengeluarkan sitokin pro inflamatori yang berperan untuk kemotaksis dari sel
radang sebagai respon inflamasi. Fakor kemotaksis akan membantu sel radang (
polimorfonuklear, limfosit, makrofag) untuk menuju jaringan luka. Sel radang
akan melakukan pertahanan terhadap sel bakteri yang menyebabkan infeksi pada
luka. Makrofag akan menghasilkan MMP (Matrix Metalloproteinase), sitokin dan
radikal bebas. Apabila proses inflamasi berlangsung berkepanjangan, maka dapat
menimbulkan infeksi kronis sehingga akan menyebabkan rusaknya jaringan luka
sehingga waktu penyembuhan luka akan semakin lama.

Gel getah pohon jaran yang dioleskan pada luka akan menyebabkan
vasokonstriksi pembuluh darah di sekitar jaringan luka sehingga kemudian akan
menginisiasi sel mast untuk mensekresikan histamin yang dapat meningkatkan
vasodilatasi dan permeabilitas dari pembuluh darah. Ketika terjadi vasokonstriksi
saat itu sel endotel akan menghasilkan TGF-B untuk regenerasi pembuluh darah
baru dalam dalam proses angiogenesis. Banyaknya pembuluh darah yang
terbentuk di jaringan luka akan meningkatkan pembentukan fibroblas. TGF- juga

berfungsi sebagai kemoaktraktan fibroblas ke jaringan luka.
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Getah pohon jaran memiliki fungsi sebagai antibakteri dan antiinflamasi
sehingga dapat mempersingkat waktu terjadinya inflamasi. TGF-p juga berfungsi
sebagai inhibitor terjadinya inflamasi. Setelah jumlah sel radang menurun maka
akan dimulai proses proliferasi. Pada fase proliferasi sel akan mempercepat proses
epitelisasi. Gel getah pohon jaran akan membantu proliferasi fibroblas sehingga
membentuk jaringan granulasi dan terjadi pembentukan jaringan ikat. Tahapan
terakhir dalam fase penyembuhan luka adalah remodeling atau maturasi. Dalam
fase ini fibroblas mulai meninggalkan jaringan granulasi, warna kemerahan dari
jaringan akan berkurang karena pembuluh darah sudah mengalami regenerasi dan
serat fibrin dari kolagen semakin banyak untuk memperkuat terbentuknya

jaringan ikat.

3.2 Hipotesa Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, maka hipotesa dari
penelitian ini adalah sebagai berikut :
. Terapi pemberian gel getah pohon jaran dapat memperbaiki jaringan luka kastrasi
yang diamati dari preparat histopatologi kulit tikus putih.
. Terapi pemberian gel getah pohon jaran dapat meningkatkan ekspresiTGF-f pada

luka kastrasi tikus putih.
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BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu
Penelitian inidilaksanakan pada bulan Mei sampai Juli 2018di beberapa
laboratorium, yaitu :

1. Laboratorium Mikrobiologi  Fakultas Kedokteran Hewan  Universitas
Brawijayauntuk pembuatan benang dikontaminasi bakteri Staphylococcus aureus
10° CFU/mll.

2. Laboratorium Hewan Coba Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Malanguntuk pemeliharaan dan perlakuan hewan coba.

3. Laboratorium Farmakologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Brawijayauntukpembuatan gel getah pohon jaran.

4. Laboratorium Patologi Anatomi Kessima Medika Malanguntuk pembuatan
preparat histopatologi kulit.

5. Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijayauntuk
pembuatan preparat imunohistokimia.

4.2 Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain : seperangkat
kandang tikus, penutup kandang, spuit 1 ml, dissecting set, alu, mortir, gelas ukur,
spatula, pemanas air, jarum taper ¥2 GT, osse bulat, pot sampel, pipet, glove,

masker,

29
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mikroskop, timbangan, cawan petri, cover glass dan objek glass, bunsen,
waterbath, biosafety cabinet.
Bahan yang digunakan untuk penelitian ini antara lain : tikus putih jantan

berat 200-250 gram, akuades, Nacl fisiologis, benang silk 3/0, alkohol 70%,
ketamine, xylazine, formalin 10%, bakteri S.aureus, CMC NA, propilen glikol,
gliserin, larutan standar Mc Farland, nipagin, pakan BR 1, media nutrient agar.
4.3 Penetapan Sampel Penelitian

Hewan model yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (rattus
norvegicus) jantan dengan berat 200-250 gram berumur 8-12 minggu. penelitian
ini menggunakan 5 kelompok perlakuan, sehingga banyaknya pengulangan dalam

penelitian ini dihitung dengan rumus menurut Kusriningrum (2008) :

n-1)>15
p(n-1)= Keterangan :
p(n-1)=15 p : jumlah perlakuan
5(n-1)>15 n : jumlah ulangan yang

diperlukan

5n-5 =15
5n >20
n>4

4.4 Rancangan Penelitian

Penelitian  ini  merupakan penelitian  eksperimental laboratorik
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Rancangan acak lengkap
digunakan apabila satuan percobaan homogen atau seragam. Tiap kelompok
terdiri dari beberapa kelompok perlakuan tikus yang diterapi gel getah pohon

jaran. (Lampiran 6). Dosis yang digunakan berdasarkan penelitian sebelumnya
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oleh Sathish et al (2010) tentang efektivitas salep ekstrak kulit batang pohon jaran
pada luka insisi tikus putih dengan membandingkan antara ekstraksi 10% kulit
batang pohon jaran menggunakan pelarut methanol, ekstraksi dengan pelarut
aceton dan dibandingkan dengan framycetin sulphate cream sehingga dalam
penelitian ini digunakan kombinasi dosis getah pohon jaran 5%, 10 % dan 15% .

Kelompok perlakuan dalam penelitian ini terdapat pada Tabel 4.1.

Kelompok Perlakuan

K- (Kontrol Negatif) Tikus dikastrasi  tanpa  diinfeksi

S.aureus serta terapigentamisin 0.1%

selama 8 hari
K+ (Kontrol Positif) Tikus dikastrasi dan diinfeksi S.aureus
P1 (Perlakuan 1) Tikus dikastrasi dan diinfeksi S.aureus

serta terapi gel getah pohon jaran 5%

selama 8 hari

P2 (Perlakuan 2) Tikus dikastrasi dan diinfeksi S.aureus
serta terapi gel getah pohon jaran 10%

selama 8 hari

Tikus dikastrasi dan diinfeksi S.aureus
P3 (Perlakuan 3)

serta terapi gel getah pohon jaran 15%

selama 8 hari
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45  Variabel Penelitian
Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :
a. Variabel bebas : dosis terapi gel ekstrak getah pohon jaran (Lannea
coromandelica) dan bakteri Staphylococcus aureus 10°CFU/m.
b. Variabel terikat : histopatologi kulit dan kadar relatif TGF-p.
c. Variabel kontrol : homogenitas tikus putih meliputi jenis kelamin, berat
badan, umur, pakan, dan kandang serta perlakuan hewan model kastrasi.
4.6 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut :
1. Rancangan penelitian dan persiapan hewan coba.
2. Pembuatan gel getahpohon jaran
3. Pembuatan suspensi bakteri S.aureus 10°CFU/ml.
4. Pembuatan hewan model kastrasi
5. Terapi gel getahpohon jaran
6. Pengambilan sampel kulit dan pembuatan preparat histopatologi.
7. Pembuatan preparat imunohistokimia
8. Pengamatan histopatologi kulit
9. Pengamatan kadar relatif TGF-3
10. Analisis data
4.7 Prosedur Kerja
4.7.1 Persiapan hewan coba
Sampel penelitian menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai

hewan coba jenis kelamin jantan dengan berat badan 200-250 gram dan berumur 8
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sampai 12 minggu. Tikus diadaptasi selama tujuh hari sebelum digunakan untuk
penelitian dan dibandingkan secara individu. Menurut (Sharp et al, 2010) hewan
coba diberi minum secara ad libitum dan pakan berbentuk pelet sebanyak 10 %
berat badan. Kandang tikus menggunakan kandang individu menggunakan sekat
kawat sebagai penutup. Tikus tersebut dipelihara secara individu di Laboratoriun
fisiologi hewan.

4.7.2 Prosedur Pembuatan Gel Getah Pohon Jaran

Pembuatan gel getahpohon kayu jaran menggunakan simplisia
getahbatang pohon jaran yang telah dikoleksi. Pembuatan gel menurut Wirastuty
(2016) dengan menggunakan aquadest pada suhu 80°C, dilarutkan CMC
(Carboxymethylcellulose) diaduk hingga homogen. Ditambah nipagin sampai
larut dan homogen. Propilenglikol dan gliserin diaduk hingga homogen
ditambahkan getahpohon jaran diaduk secara kontinu hingga terbentuk gelyang
homogen (Wirastuty,2016).

Cara pembuatan gel getahpohon jaran adalah disiapkan semua bahan yang
akan digunakan. Bahan ditimbang terlebih dahulu sesuai dengan formulasi basis
gel CMC dapat dilihat pada (Lampiran 4).Pembuatan gel konsentrasi 5 % dibuat
dengan melarutkan getahyang telah dipanaskan 80°C. Ditambahkan CMC dan
diaduk sampai homogen. Ditambahkan gliserin, getahpohon jaran, propilen glikol
dan getahkemudian diaduk terus menerus hingga terbentuk gel. Prosedur yang
sama dilakukan pada gel dengan konsentrasi 10% dan 15%.

4.7.3 Pembuatan Suspensi Bakteri
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Suspensi bakteri Staphylococcus aureus yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dibuat dengan
mengencerkan 1 osse kultur murni Staphylococcus aureus dari NA Slant ke dalam
2 mL NB steril kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Kemudian
kultur cair dari Staphylococcus aureus disetarakan dengan larutan standar
Mec.Farland No.1 (kekeruhan bakteri 3x10® CFU/mI). Selanjutnya biakan bakteri
diencerkan menggunakan aquadest sterile hingga konsentrasinya menjadi
10°CFU/ml (Sujono,2010) terdapat pada (Lampiran 5).

4.7.4 Pembuatan Benang Dikontaminasi Bakteri Staphylococcus aureus

Benang silk 3/0 yang akan digunakan dikontaminasi dengan bakteri
Staphylococcus aureus 10°CFU/ml. Benang tersebut dipotong sekitar 10 cm
kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang berisi pengenceran suspensi
Staphylococcus aureus yang telah dihomogenkan selama 10 detik kemudian
benang direndam selama 30 menit. (Hendarto, 2016). (Lampiran 7).

4.7.5 Pembuatan Hewan Model Kastrasi Pada Tikus Putih

Perlakuan terhadap hewan model telah memperoleh persetujuan laik etik
dari Komisi Etik Penelitian (Animal Care and Use Commitee) Universitas
Brawijaya No: 974-KEP-UB. Masing — masing tikus di beri label pada kandang
individu sesuai dengan kelompok perlakuannya. Kemudian tikus putih (rattus
norvegicus) dianestesi menggunakan kombinasi Ketamine HCI (dosis (dosis 40-
75mg/kg BB) dan Xylazine (dosis 5-12mg/kg BB) (Plumb,2008). Campuran
Ketamine-Xylazine 1:1 diinjeksikan melalui rute intramuskular (Plumb,2008)

Perhitungan dosis anestesi terdapat pada (Lampiran 2). Bagian testis tikus yang
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akan dikastrasi dibersihkan dengan air sabun dan dilakukan pencukuran pada
daerah skrotum kemudian di bersihkan secara aseptis menggunakan alkohol 70%.
Setelah itu tikus diposisikan pada dorsal recumbency dan dibuat sayatan pada
bagian garis tengah skrotum dengan panjang sekitar 1 cm. Buat sayatan kembali
lebih dalam hingga terbuka semua lapisan tunica. Tekan salah satu testis hinga
keluar dari lapisan tunica. Kemudian dipisahkan secara perlahan bagian lemak
yang terdapat disekitar spermatic cord. Pisahkan vas deferens dan pembuluh
darah kemudian lakukan ligasi pada bagian tersebut. Lakukan pemeriksaan pada
ligasi di daerah pembuluh darah kemudian potong testisdengancara yang sama
pada testis sebelahnya. Dilakukan penjahitan pada skrotum dengan tipe jahitan
continuoussuture dan dibersinkan dengan NaCl fisiologis (Jimenez,2014). Gel
getah pohon jaran dan gentamisin sulfat diaplikasikan sekali sehari sebanyak 1
gram selama 8 hari terapi (Satish et al, 2010).
4.7.6 Terapi Gel Getah Pohon Jaran

Pemberian gel getahpohon jaran sebagai terapi dilakukan satu kali sehari
dengan mengoleskan gel pada luka jahitan selama 8 hari sebanyak 1 gram.
Kemudian setiap hari juga penting dilakukan pengawasan terhadap luka kastrasi
pada tikus putih secara makroskopis.
4.7.7 Koleksi Jaringan Kulit

Koleksi jaringan kulit pada tikus putih model kastrasi dilakukan pada hari
ke 16. Euthanasi hewan coba tikus putih model kastrasi di lakukan dengan metode
dislokasi cervical. Tikus diposisikan rebah dorsal kemudian dikoleksi organ

bagian skrotum kemudian dimasukkan kedalam pot sampel berisi formalin 10%.
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4.7.8 Pembuatan Preparat Histopatologi Kulit

Pembuatan preparat histologi menurut penelitian Setiorini (2012) terdiri dari
beberapa tahapan :
Pemrosesan jaringan

Potonganjaringankulit tikus yang telah dikoleksi

kemudiandidehidrasidenganalkoholbertingkat (70%, 80%, 90%, dan95%) yang
masing-masingselama 24 jam dan alkoholabsolut (I, Il, dan IIlI) masing-
masingselama 1 jam.
Tahapberikutnyaadalahinfiltrasiparafinkedalamjaringandenganmemasukkansampe
ljaringankedalamparafincair I, 11, dan Ilimasing-masingselama 1 jam dengansuhu
60°C. Setelah itudilakukanpenanamanorgan dalamparafin ~ (embedding),
kemudiandibuatblok-blokjaringansesuaiukuran organ. Blok
jaringandipotongsetebal5umdenganmikrotom.
Hasilpotongandirendamdalamakuades (suhuruang), kemudiandimasukkankedalam
akuades yang dipanaskan dalam waterbath (suhu 37°C).

Deparafinisasi

Sebelumtahappewarnaan, dilakukandeparafinisasi dan
rehidrasidengancaramencelupkansediaanjaringankedalamxylol 111, 1I, dan |
masing-masingselama5 menitdilanjutkandenganalkoholabsolut 111, II, dan |,

alkohol 95%, 90%, 80%,dan 70% masing-masingselama 3 menit. Dicucidengan

air kranselama 5 menitdilanjutkandenganakuades.
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Pewarnaan Hematoxilin-Eosin (HE)
Pewarnaanjaringandiawalidenganpemberianhematoksilinselama 3

menit,laludirendamdalam air kranselama 10 menit dan akuadesselama 5

menit,dilanjutkanpewarnaandengan Eosin selama 2 menit.

Tahappewarnaandiakhiridengandehidrasi pada alkoholbertingkat 70%, 80%, 90%,

95%, absolut I, IImasing-masingbeberapadetik, kemudianabsolut Il selama 1
menit. Laludilanjutkandenganclearing pada xylol I, 1l selamabeberapadetik dan
xylol I1selamasatumenit, diakhiridenganmounting

(penutupansediaandengancoverglass) menggunakanentellan.  Sediaanjaringan
yang telahselesaidiwarnaikemudiandiamati menggunakan mikroskop.
4.7.9 Pembuatan Preparat Imunohistokimia

Metode pewarnaan imunohistokimia diawali dengan perendaman slide
preparat dalam xylol 1, xylol 2 dan alkohol bertingkat (100%, 95%, 90%, 80%,
70%). Slide preparat kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit
sebanyak 3 kali selanjutnya ditetesi dengan 3% H,0O, selama 20 menit. Setelah itu
dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak 3 kali dan diblok
dengan 1% BSA (Bovine Serum Albumin) selama 30 menit pada suhu ruang.
Setelah itu slide preparat kembali dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit
sebanyak 3 kali dan selanjutnya diinkubasi dengan antibodi primer anti rat TGF-f
selama semalam pada suhu 40°C, kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5
menit sebanyak 3 kali. Kemudian preparat diinkubasi dengan antibodi sekunder
rabbit anti rat 1gG berlabelbiotin kemudiandiinkubasidenganstrep avidin horse

radish peroxidase (SAHRP) selama 1 jam dengan suhu ruang. Selanjutnya dicuci
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kembali dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit sebanyak 3 Kali.
Ditetesidengankromagendiamanobenzidine(DAB)selama 10 menit.
Dicucikembalidengan PBS pH 7,4 selama 5 menitsebanyak 3kali.
Counterstaningmenggunakanmayerhematoxylenselama 5 menit.
Preparatdicucidengan air mengalirkemudiandibilasdenganaquades dan
dikeringkan.Preparat di mounting denganentellan dan ditutupdengancover glass.
Pengamatandilakukandenganperbesaran 400x dengan lima bidanglapangpandang.
Hasilpengamatanekspresi TGF-Bakantampakwarnakecoklatan( Setiorini, 2012).
Hasil pewarnaan diamati dengan software immunoratio.
4.8  Analisa Data

Data hasil pengamatan ekspresi TGF-p (Transforming Growth Factor —
f) diamati dengan software immunoratio dianalisis secara kuantitatif dengan
menggunakan metode One Way Analysis of Variance (ANOVA) kemudian
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan tingkat kepercayaan 95%
(o = 0,05). Sedangkan data hasil pengamatan preparat histopatologi kulit
dianalisis secara kualitatif dengan metode deskriptif berdasarkan perbaikan

jaringan luka dengan bantuan optilab dengan perbesaran 100x dan 400x.
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Hewancobatikusputih (Rattus norvegicus) yang
telahdikastrasidenganmelakukaninsisi pada bagiankulitskrotumdiberikanterapi gel
getahpohonjarandengankonsentrasi 5%, 10%, dan 15% pada daerahlukatersebut.
Parameter yang diamati pada penelitianiniadalahtanda-
tandapenyembuhanlukasetelahlukadiberikanterapigetahpohonjarandengankonsentr
asi 5%, 10%, dan 15% secaramikroskopis.
Sebelumsampeldiprosesmenjadipreparathistologi,
terlebihdahuludilakukanpengamatansecaramakroskopis yang
dinilaidariadanyagejalainflamasi  pada daerahluka, kerapatanpenutupanliuka,
sertapembentukankeropengdi daerahluka.

Gambaranmakroskopisjaringankulit pada kelompokkontrolnegatif,
kelompokkontrolpositif, kelompokperlakuan 1, kelompokperlakuan 2, dan
kelompokperlakuan 3 yang telahdilakukaninsisi pada
bagiankulitskrotumdapatdilihat pada Gambar 5.1. Kelompoktikuskontrolnegatif
(Gambar 5.1 A) yang diberiperlakuaninsisi dan diterapidengangentamisinsulfat
0.1% tanpadiinfeksibakteriStaphylococcus aureusmenunjukkanlukatelahmenutup
dan permukaanlukasudahbersihdarikeropeng. Sedangkan pada
kelompokkontrolpositif (Gambar 5.1 B) yang diberiperlakuaninsisi dan
diinfeksibakteriStaphylococcus aureustanpa di beriterapi pada
daerahlukabelummenutup,masihterdapatdejalainflamasiberupaedema dan

kemerahan. Pada kelompokperlakuan 1 dilakukaninsisi pada kulitskrotum,
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diinfeksibakteriStaphylococcus  aureus  dan  diterapimenggunakan  gel

getahpohonjaran pada bagianlukadengankonsentrasi
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5% (Gambar 5.1 C) menunjukkankemerahanmemudar, terdapatsedikitkeropeng
dan lukamasihsedikitterbuka. Pada kelompokperlakuan 2 yang
telahdilakukaninsisi pada kulitskrotum, diinfeksibakteriStaphylococcus aureus
dan diterapimenggunakan gel getahpohonjaran pada bagianlukadengankonsentrasi
10% (Gambar 5.1 D) menunjukkanluka yang telahmenutup dan
tidakterdapatkeropeng. Pada kelompokperlakuan 3 yang telahdilakukaninsisi pada
kulitskrotum, diinfeksibakteriStaphylococcus aureus dan diterapimenggunakan
gel getahpohonjaran pada bagianlukadengankonsentrasi 15% (Gambar 5.1 E)
menunjukkanluka yang masihbelummenutup, dan masihterdapatkeropeng.
Berdasarkangambaranmakroskopiskelompokkontrolpositifmemilikigamba
ranklinisluka ~ yang  paling  burukditandaidenganmasihtampakadanyarubor
(warnakemerahan) sertatampaklembab dan belummenutup yang
menandakanbahwalukamasihberadadalamfaseinflamasi. Kondisiluka pada
tahapinflamasiakanmenunjukkangejalaklinis edema, kemerahan, dan nyeri
(Alvregaet al., 2015). Pada kelompokkontrolpositiftidakdiberiterapisehingga
proses penyembuhanlukahanyamengandalkanreaksifisiologisdaritubuhhewan.
Secara normal tubuhakanberusahamenormalkankembalikondisiabnormal dengan
proses
penyembuhansecaraalami.Tahapfisiologispenyembuhanlukaterdiridarifaseinflama
si, proliferasi
danmaturasi.Faseinflamasiberlangsungdarimulaiterjadinyalukasampaikuranglebih
harike 3dengantujuanuntukmengeliminasibendaasing yang

dapatmemperparahkondisiluka (Wombeogo&Kuubire, 2014).
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Gangguanpenyembuhanluka yang terlihat pada
kelompokkontrolpositifadalahadanyawarnakemerahanatauhiperemi.
Hiperemimerupakanbentukperubahanvaskular yang merupakan salah
satukomponenutama pada responinflamasiakut. Responiniberlangsungselama 24-
48 jam pertama  dandapatmenetaphingga 2  minggupascaperlukaan.
Selainitugejalaadanyainflamasiadalahadanyaperubahanvascular
iniditandaidenganadanyawarnakemerahanrubor) pada kulit yang disertaidengan
rasa hangat (kalor), nyeri (dolor) dan pembengkakan (tumor) (Yunanda dan
Rinanda, 2017).

AdanyainfeksibakteriS.aureusjuga
dapatmenghambatfasepenyembuhanlukasehinggakondisilukasemakinparah ~ dan
waktupenyembuhanlukamenjadilebih  lama.  BakteriStaphylococcus  aureus
merupakan salah satupatogenutama yang dapatmenyebabkaninfeksi pada
mukosakulitatau pada jaringanluka (Rosalina dkk., 2010)
bahkandalamkondisiinfeksi yang
parahbakteriS.aureusdapatmenyebabkaninfeksipiogenik dan sepsis pada saat masa
penyembuhanpasienpaskabedah  (Ekawatidkk.,  2018).Infeksibakteri ~ pada
lukadapatmemperparahkondisilukasehinggawaktupenyembuhanlebih lama

karenaadanyainflamasisehinggaberdasarkanmakroskopiskelompokkontrolnegatif

menunjukkanhasilpenyembuhanluka yang
lebihbaikjikadibandingkandengankelompokkontrolpositif. Hal
inidisebabkankarenakontrolpositifmendapatperlakuaninfeksibakteri dan

tidakdiberikanterapitambahanhanyamengandalkanresponfisiologis normal
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daritubuhhewancobasedangkan pada
kelompokkontrolnegatifpenyembuhanlukanyalebihcepat dan

lebihbaikkarenamemangtidakdiinfeksibakteri dan selainitu juga diberiterapi.

Gambar 5.1. Gambar Makroskopis Luka Pada Tikus Model Kastrasi Hari Ke 9.
Keterangan :A. Kontrol(-) (  -pukamenutup.
B. Kontrol(+) ( — terdapatgejalainflamasi.

C.P 1, (™ lukamenutup, ( — terdapatkeropeng.
D. P 2, (— lukamenutup.
E. P 3, ( ) terdapatkeropeng
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Kelompokperlakuan 2 merupakantikus yang diberiperlakuankastrasi dan
diinfeksibakteriStaphylococcus aureuskemudianditerapimenggunakan gel
getahpohonjarandengankonsentrasi  10% menghasilkanpenyembuhanluka yang
paling optimal dibandingkankelompokperlakuanlainnyayaitukelompokperlakuan
1 denganperlakuankastrasi dan diinfeksibakterimenggunakanterapigel
getahpohonjaran pada bagianlukadengankonsentrasi 5%dan kelompokperlakuan 3
denganperlakuankastrasi dan diinfeksibakterimenggunakanterapi gel
getahpohonjaran pada bagianlukadengankonsentrasi15%.
Berdasarkangambaranklinisluka pada kelompok P2 kondisilukasudahmenutup,
dan tidakadakeropeng.
Terbentuknyakeropengmenunjukkanbahwalukasudahmemasukitahapanproliferasi
karena pada saatituterjadimigrasi yang melibatkanpergerakanselepitel dan
fibroblaske area lukauntukmenggantikanjaringan yang
rusakkemudianselakanberegenerasidaritepi dan menutupbagian yang
lukadibawahkeropengdisertaidenganpenebalanepitel ~ (Lestari  dkk.,  2016).
Berdasarkangambaranmakroskopispenyembuhanluka yang paling  optimal
didapatkandaridosisgetahpohonjarandengankonsentrasi 10% yang
menunjukkankeropengsudahmulaimengelupas. Hal
iniberartilukasudahsemakinmembaik.
Terkelupasnyakeropengterjadikarenajaringan  dibawahnyasudahmengering dan
tepi-tepilukamulaitertarikketengah. Hal tersebutbarudapatterjadisetelahsel-selbaru
pada jaringanlukasudahterbentuk (Vonnadkk.,

2015).Namunkarenapengamatansecaramakroskopishanyadilakukansecara visual
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pada bagianluarsajasehinggahasilyang
diperolehbersifatsubjektifmakadiperlukanpengamatansecarahistopatologi agar
hasil yang diperolehlebihakurat.

5.1PengaruhPemberian Gel GetahPohonJaran(Lanneacoromandelica)

TerhadapHistopatologiKulitTikus (Rattus norvegicus) Model Luka Kastrasi

Kulitmerupakansuatujaringan yang
memilikiperananpentingsebagaipelindungtubuh yang
melapisiseluruhbagiantubuhdenganfungsiuntukmelindungijaringan yang

beradadibawahnya. Jaringankulittersusunatasbeberapalapisanutama, yaitulapisan
epidermis, dermis  dan  hipodermisatausubkutan.  Lapisan  epidermis
sendirimemilikibeberapalapisanpenyusun, antara lain stratum korneum, stratum
granulosum, stratum spinosum, stratum basaleatau stratum germinativum. Pada
lapisan dermis memilikidualapisanpenyusun, yaitu stratum papilar dan retikular
(Junquiera, 2007). Perlakuaninsisi pada
hewancobaakanmenyebabkankerusakanhinggamencapaibagiansubkutan.  Proses
reepitelisasi pada lukabertujuanuntukmengembalikankondisi dan struktur normal
darikulittersebut. Pada penelitianinidilakukankastrasi yang menyebabkanluka
pada bagiankulitskrotumtikus.

Penyembuhanlukamelibatkanbeberapatahapan, yaitu pada fase hemostasis
clot fibrin yang berfungsimenutuplukasementaradenganmembentukkeropeng yang
akanlepasdaripermukaanlukasetelah 10-18  jam  tergantungjenis  dan
kedalamanluka. Keropengterdiriatas fibrin dan selmati (neutrofil). Pada

faseinflamasiterdiridariaktifasi platelet yang digunakanuntukpembentukan clot
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fibrin dan sekresiagenkemotaksis yang kemudianakandiikutirekrutmenneutrofil
yang bertugasmembersihkanlukadaribendaasingtermasukbakteri, sel T
bertugasuntukmengatasiinflamasi dan rekrutmenmonosit),
sertaaktifasimakrofaguntukmembersinkan ~ debris  (Su  and  Richmond,
2015).Peranandarifaseinflamasiadalahuntukmembersihkanlukadari antigen dan
molekulsebelummemperbaikikulit.
Faseperbaikanjaringanlukadilakukandengancaramemulihkanbagiandarikulityang
rusakseperti epidermis (melaluifasereepitelisasi), dermis, dan
strukturpembuluhdarah. ~ Saatterjadilukanormalnyaterjadipenebalan  epidermis
yang sifatnyasementara yang tujuannyaadalahmelindungijaringandibawahnya dan
untuk proses regenerasijaringan.Pada fasematurasiterusterjadireorganisasikolagen
dan akanmembuatjaringanmenguatkembalidalambeberapabulan.
Tujuanfasematurasiiniadalahmenyempurnakanterbentuknyajaringanbarumenjadija
ringanpenyembuhankuat dan bermutu. Adapun yang dapatdiamati pada
hasilgambaranhistopatologidaripenelitianiniyaituperbaikanjaringan di area luka
yang ditandaidenganpembentukanjaringangranulasihinggaterbentuknyajaringan
ikat.  Faseproliferasiterjadipada  harike  1-2  setelahterjadiluka  pada
faseiniakanberkaitansecarahistologisdenganhiperplasiaselepitel.
Selbaruakanmembentukmarginasi di sekitarjaringanluka dan menempel pada
substratum dari epidermis dan akanmenggantikansel — seldibawahnya yang
rusaksecarabergantiandenganselbarulainnya yang datangmenujukedaerahluka.
Perlekatandariselepitel yang baruakanmembentuksatulapisanbaru pada epidermis

tetapilapisantersebutnantinyaakandiresruksiuntukmengembalikanlapisan
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epidermis yang aslisepertisemuladenganbantuan fibril kolagentipe VII yang
khususuntukmembantu proses epitelisasi (Theoret, 2107). Ketika proses
granulasidimulaidaribagianfolikelrambutwalaupunkomponenbagianinitelahrusaka
kibat trauma dan jaringan ikat akanmengelilingibagianfolikelrambut.
Kemudianjaringangranulasiakanterustumbuh dan menyatusatusama lain. Pada
jaringangranulasiakandipadati oleh makrofag, fibroblas, dan pembuluhdarah yang
menempel  pada  lembaranmatriksdariserabutkolagen,  fibronektin  dan
asamhialuronat. Fibroblasakanmengalamikolonisasi dan
memulaipembentukanjaringangranulasidenganmenghasilkankolagen dan
fibronektinseluler. Serabutkolagenakantersusun parallel antaradermal-epidermal
junction dan sepanjangtepianluka (Rittle,2016).

PengamatangambaranhistopatologikulitdenganpewarnaanHematoxylen-

Eosin (HE).
Pengamatandilakukandenganmembandingkanantarkelompokperlakuan dan
dianalisissecaradeskriptifmenggunakanperbesaran 100x dan 400x

untukmengamatiperbaikanjaringan yang terbentuk pada daerahinsisi. Hasil
pengamatanterhadapperbaikangambaranhistopatologikulitdapatdilihat pada
kelompokkontrolpositif (Gambar 5.2), kelompokkontrolnegatif (Gambar 5.3),
kelompokterapi gel getahpohonjaran 5% (Gambar 5.4), kelompokterapi gel
getahpohonjaran 10% (Gambar 5.5), kelompokterapi gel getahpohonjaran 15%
(Gambar 5.6).

Pada Gambar 5.2 Aadalahkelompokkontrolpositifperbesaran 100x yang

dapatdilihatperbedaanantara area insisi dan area kulit normal pada
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bagianepidermisnyatampakdaerahinsisimengalamikerusakanbagian epidermis.
Pada proses penyembuhanluka yang normalperbaikanjaringan epidermis
ditandaidenganpermukaan epidermis  sudahmenutup dan epidermis
akanmenebalkarenaadanya proses reepitelisasi yang diakibatkan oleh hyperplasia
selepitel. Menutupnya epidermis pada bagianlukadisebutdenganepidermal
closurehalinidapatdigunakansebagai salah satu parameter
dalammengamatiperbaikanjaringanlukadenganmengamatipembentukan lamina
basalis pada epidermis  sertadiferensiasilapisan  epidermis lainnya,
yaitulapisanspinosum dan granulosum (Gupta, 2015).
Reepitelisasimerupakantahapanperbaikanlukameliputimigrasidan
diferensiasiselepitel yang akanmengembalikanintegritaskulityang
hilangakibatluka. Proses reepitelisasiakanmenghasilkankembalilapisan epidermis
yang utuhuntukmenutuplukasehinggakembalikekeadaan normal. Semakincepat
proses reepitelisasiakanmembuatstruktur epidermis kulitsegeramencapaikeadaan
normal (Kalangi, 2013).Edema dapatdilihatpada bagianbawah lamina basalis
atau pada lapisanpapillary dermis
ditandaidenganpelebaranruangantarselkarenameningkatnyajumlahcairan yang
berada pada bagianintestisial (Patuzeket al., 2017). Pada Gambar 5.2. B.
merupakanhasilperbesaran 400x merupakanhasilperbesarandaerahinsisi  yang
menunjukkanadanyaselradangdisekitardaerahinsisi,
terlihatadanyadilatasipembuluhdarah. Hal
inisesuaijikaditinjaudarigambaranmakroskopis yang

menunjukkanbahwalukamasihmengalamigejalainflamasiberupakemerahan  yang
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dapatdilinat pada gambarmikroskopisberupaadanyahiperemisehingga pada
gambarmakrostampakmerah dan juga adanya edema pada gambarmakros. Proses
inflamasimenyebabkanperubahanpermeabilitasvaskularpada
berupavasodilatasipembuluhdarahuntukmeningkatkanalirandarahkejaringanlukase
hinggamenyebabkangejalarubor,
kemudianpeningkatanpermeabilitaskapilerinimenyebabkanpeningkatanalirandarah
sertacairankejaringan  yang  mengalamicederasehingga  protein  plasma

dapatkeluardaripembuluhdarahkeruanginterstisial(Gupta, 2015).

Gambar 5.2. HistopatologiKulitKelompokKontrolPositif (A)100x,
(B) 400x.
Keterangan : A. ( ) daerahinsisi, ()-felikelrambut,( ) cedema.
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B. lapisan dermis pada daerahinsisi, ( ; fibroblas, ( —*)
makrofag,( — hiperemi.

Gambar 5.3. HistopatologiKulitKelompokKontrolNegatif. (A) 100x,

(B) 400x.
Keterangan : A. (! ) daerahinsisi. B. lapisan dermis pada daerahinsisi,
() fibroblast, (  jmakrofag.

ol =7 A
~ A/

Gambar 5.4. HistopatologiKulitKelompok P1. (A) 100x, (B) 400x.
Keterangan : A. ( ) daerahinsisi.
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B. lapisan dermis pada daerahinsisi, () f:broblas, (  )makrofag.

Gambar 5 5. H|stopatolog|KuI|tKeIompok P2(A) 100x, (B) 400x
Keterangan : A. ( ) daerahinsisi, () fetikelrambut.
B. lapisan dermis pada daerahinsisi, () fibroblas, (  }makrofag.

Gambar 5.6. HlstopatologlKuI|tKeIompok 3 (A) 100x (B) 400x.
Keterangan : A. ( ) daerahinsisi, () fetikelrambut.
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B. lapisan dermis pada daerahinsisi, () fibroblas, ( )makrofag.
Kelompokkontrolnegatif (Gambar 5.3) tampakselfibroblas yang

mulaimembentuksusunanjaringangranulasi yang
lebihrapatjikadibandingkandengankelompokkontrolpositif. ~ Granulasimerupakan
salah satutandakemajuanpenyembuhanluka yang terlihat padafaseproliferasi
(Mandal et al., 2015). Faseiniberlangsungsegerasetelahfaseinflamasiberakhir dan
ditandaidenganproliferasifibroblas yang sangatmenonjol.
Jaringangranulasiterdiridarifibroblas, pembuluhkapiler yang baruterbentuk,
makrofag dan serabutkolagen (Simon et al.,, 2014). Gambar 5.3.A.
Merupakanhasilperbesaran 100x. Lapisan epidermis pada area
insisiakanterlihatlebihtebaldibandingkanlapisankulit yang normal
sertamemilikijaringan ikat padat yang tidakteraturdenganseratkolagen yang
terorientasiacak.

Pada
jaringansekitarlukaakanmulaiterbentukjaringangranulasiuntukmemperbaikijaringa
n yang rusak dan membentukjaringan ikat
baruakibatfibroblasaktifbergerakdarijaringansekitarlukakedalam area luka,
kemudianakanberproliferasisertamengeluarkanbeberapasubstansi yang
berperandalammembangunjaringanbaru.  Ketikajaringangranulasisudahtersusun
dantelahterbentuk lamina basal yang tersusun oleh kolagentipe Il maka area
tersebutsiapdijadikanbantalan epidermis untukmelakukanproliferasi (Parampasi,
2013)Gambar 5.3.B. merupakanperbesaran 400x terlihatseditkitselmakrofag,
selfibroblassudahmenghasilkanseratkolagen dan mulaiterbentuksusunanjaringan

ikat. Pembentukanjaringan ikat pada harike 7
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sudahdapatdiamatiadanyaseratkolagenmatur yang akantersusundenganarahserat
horizontal dan teratursedangkan pada faseinflamasisusunanjaringan ikat
cenderungkearahvertikalatau radial yang tersusunacak (Sultana et al., 2009).
Kelompokperlakuanterapi gel pohonjarandengankonsentrasi
5%dapatdilihat pada Gambar 5.4.A. Merupakanperbesaran 100x yang
dapatdilihatperbedaanantara  area  insisi dan  area  kulit  normal
berdasarkanpenebalanepidermisnya. Area luka pada

gambaranhistopatologikulitditandaidengan area kosong yang tidakditumbuhi oleh

folikelrambut, lalukemudian pada
saatjaringanlukamengalamikontraksisaatsudahmemasukifase remodeling
folikelrambutakanmengalamimigrasiumumnya pada harike 14.

Migrasifolikelrambuteratkaitannyadengankontraksiluka  (Lemoet al., 2010).
Gambar 5.4.B. merupakanhasilperbesaran 400x
merupakanhasilperbesarandaerahinsisiyang terlihatselmakrofag,
banyakterdapatselfibroblasdiantarajaringangranulasi.
Fibroblasberpindahmenujulukaakibatadanyagrowth factors yang diekspresikan
olen  makrofag dan  zatkimia yang darimatriks yang  rusak.
Fibroblasberperandalamsintesiskolagen dan substansidasarsehinggamerupakan
salah satusel yang berperandalampenyembuhanluka.
Fibroblasbersamadenganselradang dan kolagenmembentukjaringangranulasi 1-2
harisetelahperlukaan (Velnaret al., 2009).

Kelompokperlakuanterapi gel getahpohonjaran 10% pada Gambar 5.5.A.

Merupakanperbesaran 100x yang dapatdilihatperbedaanantara area insisi dan area
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kulit normal berdasarkanpenebalanepidermisnya. Epidermis pada
kelompokinitampakmengalamipenebalankarenasedangmengalamiproses

regenerasi epidermis agar struktur epidermis dapatkembalisepertisemula (Sultana

et al., 2009). Gambar 55.B merupakanperbesaran 400x
merupakanperbesarandaerahinsisi yang terlihatselmakrofag,
terdapatbanyakselfibroblas dan jaringangranulasi yang
membentuksusunanjaringan ikat lebihrapat dan
teraturjikadibandingkankelompoklainnya. Fibroblasmerupakansel yang

mensintesiskomponenjaringan  ikat.  Proliferasifibroblasdipengaruhi ~ oleh
peningkatanmakrofag pada luka yang
menghasilkanfaktorpertumbuhandimulaisejakhari  ke-3 hinggahari ke-5 dan
terusberlanjutsesuaidenganjenisluka yang terbentuk. Jaringan ikat yang
terbentukakanmenghubungkantepiluka yang menyebabkanterjadinya proses
kontraksi(Shenay, et.al 2009).

Kelompokperlakuanterapi  gel pohonjaran 15%. Gambar 5.6.A.
Merupakanhasilperbesaran 100x yang dapatdilihatperbedaanantara area insisi dan
area  kulit normal  berdasarkanpenebalanepidermisnyaGambar  5.6.B.

merupakanhasilperbesaran ~ 400x  merupakanhasilperbesarandaerahinsisiyang

terlihatselmakrofag dan susunanjaringan ikat yang agakrapat.
Penyembuhanlukasetelah 7 hari pada
umumnyakolagenakanmembentukikataninterfibril yang rapat pada

jaringansehinggaakanterbentuksusunanjaringan ikat horizontal dan
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rapisebagaitandabahwalukasudahmemasukitahapanpenyembuhan ~ yang  baik
(Sultana et al.,2009).

Berdasarkanhasilpenelitiansebelumnyadari Islam dan Tahara (2017)
kandunganpohonjaranberupa flavonoid, saponin dan tannin, dihidroflavonol dan
alkaloid telahdilakukan uji fitokimiadaribahanekstrakkulitbatangpohonjaran yang
diekstrakmenggunakanbeberapapelarutantara lain : acetone, methanol, ethyl
acetate, diethyl etersertadilakukan uji antibiotik dan
hasilnyaekstrakkulitbatangpohonjaranmemilikikemampuan zona
hambatterhadapinfeksiStaphylococcus aureus dan Streptococcus pyogens.
PenelitiandariWirastuty (2016) membandingkanantara gel
ekstrakkulitbatangpohonjaran 3% yang diekstraksimenggunakanmethanol 70%
dibandingkandenganefekterapidari gel basis CMC Na tanpabahanaktif juga
denganefekterapidari gel bioplacenton, hasilnyaadalahefekpenyembuhanlukabakar
yang paling optimal diperolen pada kelompokperlakuandenganterapi gel
ekstrakkulitbatangpohonjaran 3%  halinidisebabkankarenabahanaktif ~ yang

terkandungdalampohonjaranadalah saponin, flavonoid dan tannin. Sedangkan

pada penelitian Satish et al (2010)
melakukanpenelitianpengaruhekstrakkulitbatangpohonjaranterhadap proses
penyembuhanlukainsisi. Pada

penelitiantersebutmembandingkanantarapengaruhekstrakkulitpohonjaran 10 %
yang diekstraksimenggunakanpelarutmethanol, dan pelarutacetone
kemuadiankemampuanpenyembuhanlukadari gel ekstrakkulitbatangpohonjaran

10% tersebutdibandingkandengankelompokkontrol yang diobatidengan gel
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bioplacenton dan framycetinesulphate cream 1% dan hasilpenyembuhan yang
paling optimal adalah pada kelompok  yang diterapi gel
ekstrakkulitbatangpohonjaran 10% denganpelarut methanol pada
penelitiantersebutdijelaskanbahwakemampuanpenyembuhanlukainsisimenggunak
anterapiekstrakkulitbatangpohonjarantersebutdisebabkan oleh
kandunganbahanaktifnyayaituberupa flavonoid dan dihidroflavonol yang
memilikiaktivitasantimikrobadalampenyembuhanluka.

Kandungan flavonoid pada tumbuhan herbal

telahbanyakdibuktikandapatmempercepatpenyembuhanlukadenganmeningkatkan

proses epitelisasi. Epitelisasi yang merupakan proses
pembaharuanepitelsetelahterjadinyaluka, melibatkanproliferasi dan
migrasiselepitelmenujupusatluka dan kontraksilukadisebabkan oleh

aksimiofibroblas. Flavonoid telahdibuktikandapatmeningkatkanmigrasi  dan
proliferasiselepitel, pembentukanjaringangranulasi, sertameningkatkanmigrasi dan
aktivitasmiofibroblas. Flavanoiddapatmeningkatkanepitelisasi dan
pembentukanjaringangranulasi pada luka yang
dapatterjadikarenapeningkatanproduksikolagen dan angiogenesis pada luka.Proses
inimerupakanindikator proses penyembuhanluka dan menunjukkanbahwa
flavonoid dapatmerangsangmekanisme yang terkaitdenganpenyembuhanluka dan
regenerasijaringan. Studi yang dilakukanMuralidharet al.,
(2011)menunjukkanbahwa flavonoid secaranyatadapatmempercepat proses
penyembuhanlukadenganpeningkatanlajukontraksiluka,

penurunanperiodeepitelisasi, peningkatandeposisikolagen, dan
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terbentuknyajaringangranulasi.Saponin yang
dapatmemacupertumbuhankolagendalam proses penyembuhan (lgbinosadkk.,
2009). Kandungangetahpohonjaranselain flavonoid dan saponin, yaitutannin.
Tanninadalah salah satugolongansenyawapolifenol yang juga banyakdijumpai
pada tanaman. Tanindapatdidefinisikansebagaisenyawapolifenol yang
dapatberperansebagaiantioksidanbiologis (Noerdkk., 2018)
sehinggagetahpohonjarandapatmembantu proses penyembuhanlukasecara optimal
karenamemilikifungsisebagaiantiinflamasi, antibiotik, juga antioksidan.
BerdasarkanhasilpenelitianCalsum (2018)
dilaporkanbahwapemberianterapiekstraketanolkulitbatangpohonjaranmemilikiakti
vitaspenyembuhanlukasayat pada tikusputihkarenafungsinyasebagai astringent
pada luka. Astringent adalah salah satukelompok zat yang menyebabkan kontraksi
atau penyusutan jaringanyang mengurangi suplai darah dengan mempersempit
pembuluh darah mengurangi bengkak, dapatmengeringkan sekresi yang
berlebihan danuntuk menghentikan pendarahan (Calsum, dkk., 2018).
Berdasarkanhasilpengamatan pada
gambaranhistopatologikulitantarakelompokkontrol yang diterapigentamisin 0.1%
dengankelompokperlakuan yang diterapi gel getahpohonjarankonsentrasi 5%,
10%, dan 15% gel getahpohonjarandapatdiamatibahwaterapigel
getahpohonjaranmampumembantupenyembuhan paling baik pada kelompok P2
karenalukatelahmelewatifaseinflamasidenganbaik dan
regenerasijaringanlukasudahmengalamifaseproliferasidenganadanyaproliferasiself

ibroblas dan pembentukanjaringangranulasi.
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5.2 PengaruhPemberian Gel GetahPohonJaran(Lanneacoromandelica)
TerhadapJaringanKulit Model KastrasiDenganMetode IHK
(Imunohistokimia)

Perbaikan jaringan luka dipicu oleh adanya kerusakan pada jaringan dan
kemudianakanterjadiserangkaiantahapanpenyembuhanluka yang terdiridari 4 fase,
yaitufase hemostasis, faseinflamasi, faseproliferasi, dan fasematurasi. Proses
penyembuhan luka secara normal terjadi melalui rangkaian koordinasi dinamis
dan kompleks dari sel tubuh mulai dari perdarahan , koagulasi, inisiasi respon
inflamasi akut terhadap luka, regenerasi, migrasi, dan proliferasi dari jaringan ikat
dan sel parenkimal sintesis protein maktriks ekstraseluler, remodeling dari
jaringan parenkim dan jaringan ikat baru serta deposisi kolagen. Pada
faseproliferasiterjadi proses reepitelisasi, neovaskularisasi dan
pembentukanjaringangranulasi yang dibantu oleh makrofagsebagaisel yang
mampumengekspresikan mediator kesembuhanluka,
sepertifaktorpertumbuhanfibroblasataudisebut juga Fibroblas Growth Factor
(FGF), faktorpertumbuhanpengubahataudisebutTransforming Growth Factor B
(TGF-B), Interleukin dan juga Matriks Metalloprotease (MMP). MMP
memilikiperanpentinguntukaktifasisel — sel pada matriksekstraseluler. MMP
menghancurkanselpermukaanatauselmolekulmatriksekstraseluler yang
mengubahselmatriksataumenyebabkaninteraksisel-selsertamelepaskangrowth
factor. MMP berperandalammigrasisel, diferensiasisel, pertumbuhansel, dan juga

apoptosis (Hidayat, 2015). Makrofag pada faseproliferasiakanmengekspresikan
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TGF-B yang berfungsisebagaikemotaksisfibroblaske area luka.
Makrofagmerupakanhasildiferensiasidariselmonosit yang
kemudianmenjadimakrofagmatang. Makrofag yang
aktifataumakrofagproinflamasi (M1 makrofag) berperanuntukmelawan antigen
salah satunyaadalahbakteri, juga komponen yang rusak di
sekitarjaringanlukadengancarafagositosis. Selainitumakrofag juga
berfungsiuntukmengekspresikanberbagai mediator proinflamasi dan sitokin.
Dalam proses
penyembuhanlukaketikamakrofagtelahselesaidalammengatasiinflamasi pada
jaringan yang lukasecaraotomatisperanmakrofagtersebutakanberubahdarisel pro
inflamasikemudianteraktifasimenjadiselantiinflamasi. Makrofagantiinflamasi (M2
Makrofag) dapatmengekspresikanberbagai mediator antiinflamasi, enzim
protease, dan protease inhibitor, sertagrowth factor (Pratama,2017).
Selainberperansebagaisel pro inflamasi dan antiinflamasimakrofag juga
berperanpentingdalamtahapan proses
penyembuhanlukaselanjutnyayaitudalamtahapan  fibrosis dan angiogenesis.
fibrosis

merupakantahapanpentingdalampenyembuhanlukauntukmembantupemulihanjarin
gan yang rusak dan membantujaringantersebutbertahanterhadaplingkungan di
luartubuh. Angiogenesis
merupakantahapanpentinguntukpemulihanataupembentukanpembuluhdarahbaruse

hinggajaringanbisamendapatkansuplainutrisisecara optimal (Christina, 2015).
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Transforming Growth Factor B (TGF-B)
merupakansitokinpolipeptidamultifungsional yang diekspresikan oleh
berbagaiseldalamtubuhseperti platelet, makrofag, limfosit T dan fibroblast.
Pengukuranpresentasehasilekspresi  TGF-B  dilakukandenganbantuansoftware
Immunoratio. Ekspresi TGF-B dickspresikandenganwarnacoklat pada area luka.
Warnacoklat yang munculdihasilkandariikatanantara antigen pada jaringandengan
antibody yang diberikan. Antibody primer akanberikatandengan antigen pada
jaringan dan antibody sekunder yang diikutidenganperubahanenzim SA-HRP
(StreptaAvidin  Horseradish Peroxidase) dan substratberupakromagen DAB
sehingamenghasilkanwarnakecoklatan pada target yang spesifik.

PeningkatanekspresiTGF- pada proses
penyembuhanlukabertujuanuntukmembantu proses proliferasiluka.
Untukbisamemasukifaseproliferasilukaharusmenyelesaikanfaseinflamasiterlebihd
ahulu. Faseinflamasimerupakan salah
satufaseterpentinguntukkeberhasilanpenyembuhanlukakarenasemakincepatlukabis
amelewatifaseproliferasimakalukadapatsegeramengalamiproliferasi yang
artinyawaktupenyembuhanlukaakansemakincepat. Pada
tahapanproliferasiakanterjadimigrasiepiteluntukmemperbaikijaringan yang rusak
yang ditandaidenganproliferasisel fibroblast
kejaringanlukadenganbantuanfaktorpertumbuhan salah satunyaadalah TGF-f.

Sehinggaketikamemasukifaseproliferasi TGF-p akanmeningkat.
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Gambar 5.3Ekspresi TGF-B JaringnuitSkrotumTikus (Rattus norvegicus)
denganMetodelmunohistokimia (Lapisan Dermis Perbesaran 400x.
Keterangan : A. KontrolNegatif.
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B.KontrolPositif.

C.Terapi Gel GetahPohonJaran 5%.
D. Terapi Gel GetahPohonJaran 10%.
E.Terapi Gel GetahPohonJaran 15%.

BerdasarkanTabel 5.1, diketahuibahwarata — rata ekspresiTGF-B pada
kelompokkontrolnegatifyang
diberikanperlakuaninsisitanpainfeksibakteriS.aureusdan di
terapidengangentamisin 0.1% adalah35,265+2,160". Hal
tersebutmenunjukkanbahwaTGF-fdiekspresikan  pada  kondisiluka  normal
tanpakeadaaninfeksi. MenurutGuanqun (2005) TGF-
Bberperanpentingdalammenjaga homeostasis
jaringandenganmeregulasipertumbuhan dan diferensiasiselsertadeposisi ECM.
Pada kondisifisiologisterjadi apoptosis ataukematiansel yang terprogram,
dengandemikiandiperlukanperan factor pertumbuhansepertiTGF-
Buntukmembantupenyembuhanjaringanluka dan  meregulasijaringan  yang
matitersebut.

Tabel 5.1 Data Ekspresi TGF-p harike 9

Kelompok Rata-  PeningkatanTerhadapK( PenurunanTerhadapK(

Rata +) +)
Ekspres
I TGF-p
(%)+SD
KontrolPositi 35,3 - -
f +2,2°
KontrolNegat 48,4 - 27,1%
if +5,6°
Terapi Gel 67,6 91,6% -
5% +4,5°
Terapi Gel | 85,234 141,6% -
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10% d
Terapi Gel 66,8 89,1% -
15% +4,0°

Pada Gambar 5.4 ditunjukkan histogram rata — rata ekspresi TGF-p pada

semuakelompokkontrol dan perlakuan. Pada
kelompokkontrolpositifterlihatbahwarata - rata ekspresi TGF-B
menurundibandingkandengankelompokkontrolnegatif dan

semuakelompokperlakuansedangkanrata — rata ekspresi TGF-B yang paling
meningkatditunjukkan pada kelompok P2. Pada kelompok P1 dan P3
tidakterlalutampakperbedaanpeningkatanrata -  rata  ekspresi  TGF-p
diantaraduakelompokperlakuantersebuttetapiterdapatpeningkatanrata ~ —  rata

ekspresi TGF-p jikadibandingkandengankontrolnegatif.

Rata -Rata EKSPRESI TGF-§
(%)2SD

48,4 +562 353 +22° 676+ 45°¢ 852+349 66,8+4,0°

KN KP P1 P2 P3
KELOMPOK PERLAKUAN

Gambar 5.4 Histogram Rata — Rata Ekspresi TGF-p.
Keterangan: [l Ekspresi TGF-Bterendah.
kspresi TGF-Btertinggi.
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KN adalahkontrolnegatif (kastrasitanpainfeksibakteri dan
diterapigentamisin 0.1%)

KP adalahkontrolpositif (kastrasidenganinfeksibakteri )

P1 adalahkelompokperlakuan 1 (kastrasidenganinfeksibakteri dan
terapi gel pohonjaran 5%).

P2 adalahkelompokperlakuan 2 (kastrasidenganinfeksibakteri dan
terapi gel pohonjaran 10%)

P3 adalahkelompokperlakuan 3 (kastrasidenganinfeksibakteri dan

terapi gel pohonjaran 15%).

Hasil Analisa statistikamenunjukkanbahwaperlakuanlukainsisi  pada
tikuskelompokkontrolpositifyaitutikus yang diberiperlakuaninsisi dan
diinfeksibakteriS.aureustanpaditerapimenunjukkanekspresiTGF-dengan rata-rata
48,385+5,598%yang

dapatdigunakansebagaiacuandalammengetahuipeningkatanataupenurunandarieksp

resiTGF-p pada kelompokperlakuanlainnya.
Kelompokkontrolpositifmenunjukkanadanyapenurunan rata-rata
darikelompokkontrolnegatif. Hal inidapatdisebabkankarenaluka pada

kontrolpositifmasihberada pada faseinflamasi, sehinggabanyakekspresi mediator
inflamasi dan terdapatsedikitfaktorpertumbuhan.

Kelompok P1 vyaitutikus yang diinsisi dan diberikanditerapi gel
getahpohonjarankonsentrasi 5%  menunjukkan  rata-rata  ekspresiTGF-
B67,575+4,500°denganperbedaan yang
nyatadibandingkandengankontrolpositifyaituadanyapeningkatanekspresiTGF-
Byaitusebesar91,6% tetapitidakberbedanyatajikadibandingkandengankelompok P3

yang diterapidengangetahpohonjarankonsentrasi 15%. Hal
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inimenunjukkanbahwakelompok P1 mampumeningkatkanekspresiTGF-
Bnamunmemilikipengaruh yang hampirsamadengankelompok P3.

Kelompok P2 vyaitutikus yang diinsisi, diinfeksibakteriS.aureus dan
diterapidengan gel getahpohonjarankonsentrasi 15% memiliki rata- rata
ekspresiTGF-
Bsebesar8s,22+3,403menunjukkanperbedaannyatadengankelompokkontrolpositif
denganpeningkatansebesar 141,6%. Kelompok P2 menunjukkanpeningkatan yang
signifikanterhadapkelompokkontrolpositif dan kontrolnegatif.
PeningkatanekspresiTGF-p pada kelompok P2 lebihtinggidaripadakelompok P1
dan P2 sehinggahalinimenunjukkanbahwakelompok P2
memilikipengaruhlebihbaikdalammeningkatkanekspresiTGF-
Bdibandingkankelompok P1 dan P3.

Kelompok P3 yaitutikus yang diinsisi, diinfeksiS.aureusdandiberikanterapi
gel getahpohonjarankonsentrasi 15% memiliki rata — rata ekspresiTGF-
Bsebesar66,715+4,031°menunjukkanperbedaannyatadengankelompokkontrolpositi
fdenganpeningkatansebesar 89,1%. Namuntidakmenunjukkanperbedaan yang
nyatadengankelompok P1 sehinggahalinimenunjukkanbahwapemberian  gel
getahpohonjarankonsentrasi 5% dan 15 % memilikipengaruh  yang
samadalampeningkatanekspresiTGF-B. Berdasarkanhasilpenelitiandiketahuibahwa
gel getahpohonjarandapatmeningkatkanekspresiTGF-B pada kelompokperlakuan
Pl1, P2, dan P3 dan berbedanyataterhadapkelompokkontrolnegatif.
Ekspresitertinggiditunjukkan oleh kelompokperlakuandenganterapi gel

getahpohonjarandengankonsentrasi 10%. Pemberian gel air pohonjaran pada
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kelompokperlakuanadalahuntukmembantu proses penyembuhanlukaterutama di
faseinflamasi.

Flavonoid pada pohonjaranakanmenginduksiproduksi transforming growth
factor (TGF)-beta, yang meregulasiekspresimatriksekstraseluler (ECM) dan
matriksmetaloproteinase (MMP) yang berperandalammigrasiselepitel. Luka yang
diberigel
getahpohonjarandengankandunganzataktiftersebutakanmerangsangproliferasifibro
blas, dan  fibroblas  yang  teraktivasiakanmenyekresikolagen dan
membentukjaringangranulasi. Terbentuknyajaringangranulasi yang
sempurnaakanmenutuppermukaanluka.
Pembentukanjaringangranulasimengakhirifaseproliferasi proses penyembuhanluka
dan dimulaipematangandalamfase remodeling.

Berdasarkan uji tukeyhasilterapi gel getahpohonjaran pada kelompok P1
dan P3 tidakberbedanyatakarenaduakelompoktersebutmemilikinotasi yang sama
yang berartibahwahasilterapiantarakelompok P1 dan P3 tidakberbedanyata. Hasil
tersebutdapatdisebabkankarena pl menggunakankonsentrasigetah 5%
sehinggaterlalurendah dan untukkonsentrasi 15%
konsentrasinyaterlalutinggisehinggatidakefektif. Jumlahpemberian yang paling

efektifadalah 10%.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 KESIMPULAN
Berdasarkanhasilpenelitian dan pembahasan yang
telahdisampaikandapatdisimpulkanbahwa :

1. Perbaikanjaringanlukainsisidarigambaranhistopatologikulittikus (Rattus
norvegicus) paling optimal adalah pada terapi gelgetahpohonjaran
(Lanneacoromandelica) konsentrasi 10%.

2. Rata-rata ekspresi TGF-p paling tinggiadalah pada terapigel getahpohonjaran
(Lanneacoromandelica) konsentrasi 10%.

6.2 SARAN

1. Penelitianselanjutnyasebaiknyamelakukan proses
ekstraksigetahpohonjaranterlebihdahulumenggunakanpelarutmethanol
70%sebelummelakukan uji fitokimia.

2.Perludilakukanpenelitianlanjutandengankonsentrasi gel
lebihtinggiuntukmengetahuiefektoksisitasdariterapi gel getahpohonjaran.

3.PenelitianmenggunakanbakteriS.aureussebaiknyamelakukankonfirmasiterlebih
dahulumenggunakan media MSA (Mannitol Salt Agar) dan melakukan uji

patogenisitasS.aureusmenggunakan uji koagulase.
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