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ABSTRACK

THE DIFFERENCE OF EPITHELIUM AND COLLAGEN FORMATION
IN SECOND DEGREE BURN WOUND HEALING BETWEEN HUMAN
UMBILICAL CORD MESENCHYMAL STEM CELL EXTRACT AND
SILVER SULFADIAZINE TREATMEN IN WHITE MALE SPRAGUE
DAWLEY RATS (Rattus norvegicus)

By

NI MADE ARIYULIAMI SAVITRI

Background: silver sulfadiazine is a gold standard in the treatment of topical
healing of burns. Currently, other therapies have been developed to help wound
healing process, including using human stem cell mesenchymal stem extract
because stem cells can accelerate the formation of epithelium and collagen, thus
accelerating the wound healing process.

Method: This study used 27 male white rats Sprague dawley divided into 9
groups of treatment group K4, K14, and K28 were the control group, SC4 group,
SC14, and SC28 were the group given stem cell extract therapy, and group of
SSD4, SSD14 , and SSD28 was the group given silver sulvadiazine therapy. On
the 4th day, 14th, and 28th rats euthanasia was performed for the skin and the
preparations were made with hematoxylin-eosin staining and the formation of
epithelium and collagen with 40x magnification

Results: The mean score of re-epithelialization on the 28th day was group
K28:5,33, SC:7,67,SSD28:8. Mean score of collagen formation on day 14 of
group K14:6,67, SC14: 8,67, SSD14: 8. Mean score of collagen formation on day
28 of group K28:5, SC28:4, SSD28:3,67

Conclusion: there were significant differences re-epithelialization on day 28 and
collagen formation on day 14 anda 28.

Keywords: Burn injury, silver sulvadiazine, mesenchymal stem cell, epithelium,
collagen
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Latar Belakang: Silver sulfadiazine merupakan standar baku emas dalam terapi
topikal penyembuhan luka bakar. Saat ini telah dikembangkan terapi lain untuk
membantu proses penyembuhan luka, diantaranya menggunakan ekstrak sel punca
mesenkimal tali pusat manusia karena sel punca dapat mempercepat pembentukan
epitel dan kolagen sehingga mempercepat proses penyembuhan luka.

Metode: Penelitian ini menggunakan 27 ekor tikus putih jantan galur Sprague
dawley yang dibagi 9 kelompok perlakuan kelompok K4, K14, dan K28
merupakan kelompok kontrol, kelompok SC4, SC14, dan SC28 merupakan
kelompok yang diberikan terapi ekstrak sel punca, dan kelompok SSD4, SSD14,
dan SSD28 merupakan kelompok yang diberikan terapi silver sulvadiazine. Pada
hari ke-4, 14, dan 28 tikus dilakukan eutanasia untuk diambil kulitnya dan
dilakukan pembuatan preparat dengan pewarnaan hematoxylin-eosin dan dilihat
pembentukan epitel dan kolagennya dengan perbesaran 40x

Hasil: Rata-rata skor epitelisasi hari ke-28 K28:5,33, SC:7,67,SSD28:8. Rata-rata
skor kolagen hari ke-14 K14:6,67, SC14: 8,67, SSD14: 8. Rata-rata skor kolagen
hari ke-28 K28:5, SC28:4, SSD28:3,67

Kesimpulan: Terdapat perbedaan bermakna ketebalan epitel pada hari ke-28 dan
jumlah kolagen hari ke-14 dan 28

Kata Kunci: luka bakar, silver sulvadiazine, sel punca mesenkimal, epitel,
kolagen
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka bakar adalah suatu kerusakan jaringan yang disebabkan karena kontak
dengan suhu yang sangat tinggi seperti api panas, bahan kimia, listrik, dan
radiasi atau kontak dengan suhu yang sangat rendah (Moenadjat, 2009).
Luka bakar 90% terjadi di Negara yang memiliki penghasilan rendah dan
infrasturktur minim untuk mencegah terjadinya luka bakar (Vincy et al.,
2004). Pada tahun 2014, World Health Organization (WHO)
memperkirakan terdapat lebih dari 265.000 kematian yang terjadi setiap
tahunnya akibat luka bakar dan kebanyakan terjadi didaerah Afrika, Asia
tenggara, dan Timur Tengah. Di Indonesia sendiri luka bakar berada
diperingkat 6 dalam cedera yang tidak disengaja dengan total 0,7% dari

seluruh cedera (Kementerian kesehatan, 2013)

Luka bakar merupakan masalah kesehatan yang serius, karena tidak hanya
menyebabkan kerusakan secara lokal, tetapi luka bakar dapat menyebabkan
terjadinya efek sistemik seperti syok dan dapat mengakibatkan multi-system
organ failure (MOF) yang membutuhkan perawatan intensif (Tiwari, 2012;

Rowan et al., 2015)



Proses penyembuhan luka bakar dibagi menjadi 3 fase utama yang saling
tumpang tindih satu sama lain yaitu diawali dengan fase peradangan yang
dimulai dengan terjadinya peningkatan permeabilitas pembuluh darah dan
migrasi sel radang, fase proliferasi ditandai dengan Kkeratinosit yang
bermigrasi ke area luka untuk membantu penutupan jaringan, fase maturasi
merupakan fase terakhir yang dimulai dari hari ke 21 hingga sekitar 1 tahun

(Tiwari, 2012).

Kulit merupakan organ utama yang terpapar dengan dunia luar. Kulit
memiliki fungsi berupa fungsi proteksi, termoregulasi, metabolik, ekskresi,
absorbsi, dan persepsi. Penyembuhan kulit menjadi hal penting karena
ketika kulit kehilangan kontinuitasnya maka fungsi kulit tidak dapat berjalan
seperti seharusnya (Mescher, 2012). Oleh karena itu, Penyembuhan luka
bakar memerlukan manajemen dan pengobatan yang tepat agar luka tidak

mengakibatkan kerusakan yang semakin parah.

Salah satu cara yang efektif untuk perawatan luka bakar adalah obat topikal,
Silver sulfadiazine (SSD) merupakan obat pilihan pertama untuk
pengobatan luka bakar, SSD adalah antibiotik topikal golongan sulfonamid
yang memiliki sifat broad sprectrum untuk mencegah terjadinya infeksi
didaerah luka. SSD mampu menghasilkan waktu penyembuhan 8-15 hari
untuk superficial burn dan 14-21 hari untuk deep dermal burn (Vincy et al.,

2004)



Saat ini telah dikembangkan pengobatan dengan menggunakan sel punca
(stem cell). Sel punca merupakan teknologi pengobatan terbaru dalam dunia
kedokteran, banyak ilmuan yang meneliti manfaat terapi sel punca, salah
satunya dalam terapi penyembuhan kulit. Salah satu jenis sel punca yang
dapat digunakan dalam terapi penyembuhan kulit adalah sel punca
mesenkimal. Sel punca mesenkimal memiliki kemampuan yang baik dalam
memodulasi respon inflamasi, mempercepat remodeling dari matriks
ekstraseluler dengan merangsang peningkatan produksi dari kolagen,
menigkatan ketebalan dari epidermis melalui percepatan epitelisasi dan
meningatkan migrasi dari fibroblas dan keratinosit sehingga mempercepat

penutupan dari luka. (Lee ea al., 2016)

Sel punca mesenkimal dapat diperoleh dari wharton jelly yang terdapat di
dalam tali pusat dan darah pada placenta segera setelah bayi lahir (Djauhari,
2010; Kim et al., 2013). Kelebihan dari sel punca ini adalah prosedur
pengambilannya yang tidak invasif, tidak menggunakan bedah tambahan
dan diambil dari jaringan yang terbuang (Arno et al., 2014). Penelitian
eksperimental pada tikus putih jantan mengenai pemberian ekstrak sel punca
mesenkimal tali pusat manusia terhadap percepatan penyembuhan luka
sayat yang di lakukan oleh (Nur, 2017) menunjukan hasil yang bermakna,
pada tikus yang dioleskan dengan topikal ektrak sel punca terjadi percepatan

waktu penyembuhan luka dibanding dengan pemberian bioplacenton.



Jadi, Berdasarkan penjelasan diatas peneliti tertarik untuk meneliti apakah
terdapat perbedaan epitel dan kolagen pada luka bakar derajat Il antara
pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan SSD
pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley pada hari

ke-4, 7, dan 28

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, didapatkan rumusan masalah:
Apakah terdapat perbedaan epitel dan kolagen pada luka bakar derajat Il
antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
krim SSD pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley

pada hari ke-4,14, dan 28

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan
epitel dan kolagen pada luka bakar derajat Il antara pemberian
topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
krim silver sulvadiazine pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

galur Sprague dawley pada hari ke-4, 14, dan 28



1.3.2 Tujuan Khusus

a. Mengetahui perbedaan ketebalan epitel pada luka bakar
derajat Il antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali
pusat manusia dengan silver sulvadiazine pada tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) galur sprague dawley pada hari ke-
4,14 dan, 28

b. Mengetahui perbedaan jumlah kolagen pada luka bakar
derajat Il antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali
pusat manusia dengan silver sulvadiazine pada tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) galur sprague dawley pada hari ke-

4, 14 dan, 28

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Penelitian ini diharapkan memberikan informasi ilmiah terhadap
perkembangan ilmu pengetahuan, khususnya tentang perbedaan
pembentukan epitel dan kolagen pada luka bakar derajat Il antara
pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan

SSD.



1.4.2 Bagi Peneliti Lain

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar penelitian lebih lanjut
mengenai penggunaan ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat

manusia pada penyembuhan luka.

1.4.3 Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai acuan bagi
masyarakat luas mengenai pengobatan luka bakar menggunakan

ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia.

1.4.4 Bagi Instansi Terkait

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
serta masukan pengembangan terapi untuk penyembuhan luka

bakar.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Struktur dan Fungsi Kulit

Kulit adalah organ tubuh yang letaknya paling luar yang merupakan organ
esensial dan vital memiliki luas permukaan sekitar 1,5-2 m? (Mescher,
2012). Kulit menyokong penampilan dan kepribadiaan seseorang, sehingga
kulit mempunyai peranan yang penting untuk manusia. Warna kulit setiap

orang berbeda beda begitu pula variasi tebal, tipis dan lembutnya.

Kulit terdiri dari beberapa lapisan, lapisan yang pertama di sebut epidermis
(kulit ari) lapisan yang kedua lapisan yang lebih dalam adalah jaringan ikat
dikenal sebagai dermis. Lapisan epidermis merupakan lapisan yang asalnya
dari ektoderm dan lapisan dermis berasal dari mesoderm. Di bagian bawah
dermis terdapat hipodermis atau jaringan subkutan. Tidak ada batas tegas
yang memisahkan antara subkutis dengan dermis namun pada lapisan
subkutis ditandai dengan adanya jaringan ikat longgar dan sel adiposit

(Mescher, 2012).



2.1.1 Epidermis

Epidermis adalah bagian kulit yang banyak terdapat epitel. Lapisan
epitel epidermis bagian basal merupakan epitel yang berbentuk
kuboid sedangkan untuk lapisan lebih luarnya terdiri dari sel epitel
gepeng (Sherwood, 2014). Epidermis memperbarui diri sekitar 2-3
minggu sekali bergantung pada usia, dan faktor tubuh (Mescher,
2012). Epidermis terdiri dari lima lapisan yaitu:
a. Stratum korneum
Nama lain stratum korneum adalah lapisan tanduk merupakan
lapisan epidermis paling atas. Stratum korneum terdiri dari 15-20
lapis epitel gepeng berkeratin tanpa inti dan beberapa lapis sel sel
gepeng yang mati (Mescher, 2012; Rihatmadja, 2015).
b. Stratum Lusidum
Lapisan lusidum terletak dibawah lapisan korneum di sebut juga
sebagai barrier. Lapisan ini terdiri atas lapisan sel gepeng tanpa
inti. Memiliki protoplasma yang nantinya akan diubah menjadi
protein eleidin (Mescher, 2012; Rihatmadja, 2015).
c. Stratum Granulosum
Merupakan lapisan keratohialin. Memiliki 2-3 lapis sel gepeng
sitoplasmanya berisikan masa basofilik, kasar dan terdapat inti.
Memiliki struktur khas berupa granul lamela yang di bentuk oleh
berbagai macam lipid berfungsi sebagai sawar epidermis
terhadap penetrasi benda asing (Mescher, 2012; Rihatmadia,

2015).



d. Stratum Spinosum
Lapisan spinosum terdiri dari beberapa lapis sel-sel poligonal
yang ukuranya berbeda-beda, semakin ke permukaan ukuran sel
semakin besar karena proses mitosis. Nukleus dan sitoplasmanya
aktif membuat filamen keratin. Ciri khas dari lapisan ini adalah
antara sel satu dengan lainya terdapat sel langerhans dan
memiliki inti yang mengandung glikogen (Mescher, 2012;
Rihatmadja, 2015).

e. Stratum Basal
Stratum basal terdiri dari lapisan berbentuk kolumner yang
susunanya vertikal terletak pada perbatasan dermis dan
epidermis, sel selnya berbaris membentuk pagar (palisade).
Stratum basal merupakan stratum yang bermitosis dan berfungsi
sebagai reproduksi. Pada lapisan ini juga terdapat sel melanosit
atau clear cell yang berfungsi sebagai pigmen warna pada kulit

(Tortora & Derrickson, 2011; Mescher, 2012).

2.1.2 Dermis

Dermis merupakan lapisan yang lebih tebal dibandingkan epidermis,
ketebalan dermis bevariasi bergantung pada area tubuh. Dermis
terdiri atas lapisan elastik dan fibrosa yang padat yang berfungsi
sebagai untuk peregangan, dan serat kolagen yang berfungsi sebagai
pembentuk jarigan kulit yang menjaga kelenturan dari kulit serta

terdapat banyak pembuluh darah dan serabut saraf yang memasok
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darah ke dermis dan epidermis serta mengatur termoregulasi tubuh.
Reseptor ujung saraf perifer serat saraf eferen mendeteksi tekanan,
nyeri, suhu, serta inpus sensorik lainya sedangkan ujung saraf
eferennya berfungsi ereksi rambut, sekresi dari kelenjar eksokrin

kulit serta mengontrol kaliber pembuluh dara (Sherwood, 2014).

Dermis terdiri dari dua lapisan, dibagian luar terdapat lapisan
papilar yang terdiri atas jaringan ikat longgar, fibroblas, sel mast dan
makrofag yang berfungsi sebagai salah satu sistem pertahanan imun
pada kulit. Dibagian dalam terdapat lapisan retikular, lapisan ini
lebih tebal dibanding lapisan papilar terdiri atas jaringan ikat padat

iregular, banyak serat, dan sel yang sedikit (Mescher,2012).

Pada dermis terdapat kelenjar eksokrin kulit seperti kelenjar keringat
dan kelenjar sebasea. Kelenjar keringat mempunyai peran penting
dalam pengaturan suhu tubuh, kelenjar keringat terletak di hampir
semua tubuh, jumlah keringat yang diproduksi tergantung pada suhu,
aktivitas fisik, dan emosional. Kelenjar sebasea menghasilkan sebum
atau minyak. Minyak yang diproduksi untuk meminyaki rambut dan

lapisan kulit berkeratin (Sherwood, 2014).
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2.1.3 Subkutis

Subkutis merupakan kelanjutan dari dermis, lapisan ini berisi lemak
dengan sel yang bulat, besar,dan inti yang terdesak ke pinggir,
terdapat pembuluh darah untuk pengiriman nutrisi kekulit. Lapisan
sel-sel lemak disebut juga panikulus adiposa yang memiliki fungsi
sebagai cadangan makanan agar kulit selalu mendapat asupan nutrisi

yang cukup (Mescher, 2012; Sherwood, 2014).

2.2 Luka Bakar

2.2.1 Definisi Luka Bakar

Luka bakar merupakan cedera pada jaringan yang disebabkan oleh
kontak dengan panas berlebihan, bahan kimia seperti bahan-bahan
korosif, listrik serta radiasi. Luka bakar merupakan merupakan jenis

trauma dengan mortalitas dan morbiditas tinggi (Moenadjat, 2009)

2.2.2 Klasifikasi Luka Bakar

2.2.2.1 Berdasarkan Penyebab

Berdasarkan penyebabnya luka bakar dapat terjadi karena
(Moenadjat, 2009):

a. api atau benda panas

b. minyak panas

C. air panas



2.2.2.2.

12

d. bahan kimia
e. listrik
f. radiasi

g. Trauma akibat suhu sangat rendah

Berdasarkan Dalamnya Kerusakan Jaringan

Berdasarkan dalamnya kerusakan jaringan luka bakar

dibedakan menjadi:

a. Luka bakar derajat |
Luka bakar derajat | kerap diberi simbol 1°, kerusakan
jaringan luka bakar derajat | terbatas pada kulit bagian
superfisial yaitu edipermis, perlekatan antara epidermis
dengan dermis masih baik. Luka bakar derajat |
biasanya disebabkan akibat sengatan matahari biasanya
kulit nampak eritema dan nyeri karena saraf sensorik
teriritasi, penyembuhanya dapet terjadi secara spontan
dalam waktu 5-7 hari (Tiwari, 2012)

b. Luka bakar derajat Il
Luka bakar derajat 11 diberi simbol 2°, kerusakan yang
terjadi meliputi seluruh epidermis dan sebagian dermis
superfisial, terasa nyeri dan timbul respon inflamasi
berupa reaksi inflamasi akut disertai proses eksudasi

(Moenadjat, 2009)



13

c. Luka bakar derajat IlI
Kerusakan yang terjadi pada luka bakar derajat Il
meliputi epidermis, dermis, dan subkutis.kulit yang
terbakar tampak berwarna pucat, tidak dijumpai rasa
nyeri karena ujung-ujung saraf sensorik mengalami
kerusakan, penyembuhan berlangsung lama, proses
epitelisasi spontan tidak dimungkinkan karena rusaknya
membrana basalis, folikel rambut, kelenjar keringat,
dan kelenjar sebasea yang memiliki potensi epitelisasi
mengalami kerusakan, luka bakar derajat 1l kerap

diberi simbol 3° (Moenadjat, 2009; Tiwari, 2012)

2.2.3 Patofisiologi Luka Bakar

Saat terjadi kontak antara panas dengan kulit tubuh akan merespon
untuk mempertahankan homeostasis dengan adanya proses,
kontraksi, retraksi, dan koagulasi pembuluh darah. Respon inflamasi
lokal menyebabkan terbentuknya 3 zona pada kulit yaitu
(Hettiaratchy & Dziewulski, 2004):
a. Zona Koagulasi
Zona koagulasi terdiri atas jaringan yang mengalami nekrosis
terbentuk karena koagulasi dari protein, berlokasi ditengah pada
tempat yang langsung mengalami kontak dengan panas dan

mengalami kerusakan
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b. Zona Statis
Zona statis berada diluar sekitar zona koagulasi, terjadi kerusakan
endotel pembuluh darah beserta trombosit dan leukosit, sehingga
terjadi gangguan perfusi, serta terjadi perubahan permeabilitas
dan respon inflamasi yang beresiko iskemia jaringan.

c. Zona hiperemis
Zona hiperemis merupakan zona yang mengalami cedara sel yang
ringan, zona ini dapat sembuh dengan spontan atau dapat berubah

menjadi zona statis.

2.2.4 Proses Penyembuhan Luka Bakar

2.2.4.1 Fase Inflamasi

Fase inflamasi terjadi disemua luka trauma, segera setelah
cedera terjadi tubuh mengeluarkan respon inflamasi.
Respon inflamasi terdiri atas respon vaskular dan seluler.
Pada respon vaskular terjadi vasodilatasi dan peningkatan
permeabilitas kapiler sehingga mengakibatkan terjadinya
ekstravasasi plasma yang sering membuat syok
hipovolemik. Respon seluler ditandai dengan migrasi
neutrofil dan monosit ke tempat peradangan. Migrasi terjadi
karena adanya faktor kemotaktik yang dilepaskan pada saat
proses koagulasi serta sel mast seperti TNF (tumor necrosis

factors), histamin, protease, leukotrein, dan sitokin. Respon
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seluler membantu dalam fagositosis jaringan mati yang
terbakar. Fase inflamasi umumnya terjadi sampai hari ke-

5(Li et al., 2007; Guo & DiPietro, 2010).

Fase Proliferasi

Fase proliferasi umumnya berlangsung mulai hari ke-4,
reepitelisasi pada luka bakar dimulai dalam bentuk migrasi
dari keratinosit bagian dermis kulit yang masih sehat
beberapa jam setelah kulit terbakar. fibroblas dan
miofibroblas yang ada pada sekeliling jaringan distimulasi
untuk berproliferasi kemudian bermigrasi ke daerah luka
ditarik oleh faktor seperti TGF-B, PDGF yang dilepaskan
oleh sel inflamasi dan platelet. Fibroblas memproduksi
kolagen tipe Il yang penting pada penyembuhan luka,
kolagen memberikan integritas dan kekuatan jaringan.
Kolagen bekerja sebagai dasar pembentukan matriks
ekstraseluler di dalam luka (Velnar, Bailey and Smrkolj,
2009). Faktor preangiogenik yang diproduksi makrofag
seperti vaskular endothelial growth factor (VEGF),
fibroblas growth factor (FGF)-2, angiopoietin-1 dan
thrombospodin akan menstimulasi sel endotel membentuk

neovaskular melalui proses angiogenesis (Li et al., 2007).
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2.2.4.3 Fase Remodeling

Fase remodeling berlangsung mulai hari ke-21 hingga
bertahun-tahun. Fase ini merupakan fase terakhir, kolagen
tipe 111 yang terbentuk saat fase proliferasi digantikan oleh
kolagen tipe | dengan bantuan matrix metalloproteinase
(MMP) yang disekresi oleh fibroblas, makrofag,dan sel
endotel. Remodeling luka dikontrol melalui mekanisme
pengaturan dengan tujuan memelihara keseimbangan antara
sintesis dan degradasi menuju penyembuhan luka normal

(Li et al., 2007).

2.3 Silver Sulvadiazine

Terapi antibiotik yang tepat harus segera diberikan untuk mencegah
kerusakan jaringan lebih lanjut. Silver sulfadiazine (SSD) merupakan
antibiotik topikal yang menjadi baku emas dalam pengobatan luka bakar.
Mekanisme kerja dari SSD vyaitu ion silver akan teroksidasi dan akan
berikatan dengan bakteri, kemudian molekul sulfadiazine akan aktif. Terjadi
perubahan struktur dan perlemahan dinding sel bakteri, yang mengakibatkan
distorsi dan pembesaran dari sel bakteri ketika bakteri terpapar oleh SSD
(Venkataraman & Nagarsenker, 2013). Luka bakar rentan terinfeksi oleh
mikroorganisme, infeksi akan memperlambat dan  menghambat
penyembuhan luka bakar yang dapat menyebabkan peningkatan mortalitas

(Saeidinia et al., 2017).
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Silver sulvadiazine diaplikasikan secara topikal pada luka bakar dengan
sebelumnya membersihkan area luka terlebih dahulu kemudian krim
dioleskan menggunakan sarung tangan steril pada permukaan kulit 1-2 kali
sehari. SSD merupakan antibiotik golongan sulfonamid yang sering
digunakan dalam pengobatan penyakit dermatologis (MIMS, 2017).
Walaupun jarang terjadi, efek samping bisa muncul seperti rasa terbakar,
gatal, dan erupsi kulit, SSD merupakan obat pilihan pertama dalam

pencegahan infeksi luka bakar (Setiabudy & Mariana, 2007)

Sel Punca

Sel punca adalah sel yang belum memiliki kemampuan untuk membentuk
jaringan tubuh (Jusuf, 2008). Beberapa tahun terakhir penelitian mengenai
sel punca (Stem cell) sedang banyak di lakukan. Sel Punca mempunyai 2
sifat yang khas yaitu Differentiate yaitu kemampuan untuk berdifferensiasi
menjadi sel lain dan Self regenérate yaitu kemampuan untuk
memperbaharui atau meregenerasi dirinya sendiri. Stem cells mampu
membuat salinan sel yang persis sama dengan dirinya melalui pembelahan

sel (Jusuf, 2008).
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2.4.1 Klasifikasi Sel Punca

2.4.1.1 Berdasarkan Asalnya

Berdasarkan tempat asalnya sel punca dikelompokan ke

dalam beberapa kelompok yaitu:

a. Sel punca ekstraembrional
Sel punca ekstraembrional dapat diambil dari placenta,
sumsum tulang, dan jaringan lemak. Sel punca
ekstraembrional dapat menjadi sel punca hematopoetik
dan sel punca mesenkimal yang dapat berproliferasi
dengan  baik.  Untuk transplantasinya  tidak
membutuhkan HLA (human leukocytes antigen) karna
imunogenitasnya yang rendah. (Djauhari, 2010)
Yuliana & Suryani,2012)

b. Sel punca fetal
Sel punca ini merupakan sel punca yang premitif,dapat
ditemukan pada organ janin. Otak dapat menghasilkan
sel neural, jaringan pankreas menghasilkan sel beta,
serta darah, placenta, dan talu pusat kaya akan sel punca
hematopoietik (Djauhari, 2010)

c. Sel punca embrionik
Sel punca embrionik diambil dari embrio pada fase
blastosit, sel-sel di isolasi dan di kultur secara in vitro.

Sel punca embrional dapat menjadi semua sel yang
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terdapat pada orang dewasa seperti sel darah, sel otot,

sel hati, sel ginjal serta sel lainya (Djauhari, 2010).

2.4.1.2 Berdasarkan Karakteristiknya

Berdasarkan karakteristiknya stem cells dibagi menjadi :

a.

Totipoten

Sel punca totipoten merupakan sel punca yang dapat
berdiferensiasi menjadi semua jenis sel termasuk
menjadi placenta dan tali pusat. sel punca kelompok
ini mempunyai kemampuan untuk membentuk satu
individu yang utuh. zigot dan morula termasuk dalam
jenis sel punca totipoten (Jusuf, 2008; Morus et al.,
2014)

Pluripoten

sel punca pluripoten dapat berdifferensiasi menjadi 3
lapisan  germinal  (ektoderm, mesoderm, dan
endoderm). Yang termasuk sel punca pluripoten
adalah sel punca embrionik (embryonic stem cells)
(Jusuf, 2008; Morus et al., 2014).

Multipoten

Sel punca multipoten merupakan sel punca yang dapat
berdifferensiasi menjadi berbagai jenis sel seperti sel

punca hemopoetik dan sel punca mesenkimal yang
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bisa di dapat dari sumsum tulang dan tali pusat. (Jusuf,
2008; Morus et al., 2014).

d. Unipoten
Sel punca unipotent adalah sel punca yang hanya dapat
berdifferensiasi menjadi 1 jenis sel. Contohnya
erythroid  progenitor  cells hanya  mampu
berdifferensiasi menjadi sel darah merah (Jusuf, 2008;
Morus et al., 2014).

e. Oligopoten
Sel punca oligopoten memiliki  kemampuan
diferensiasi menjadi beberapa jenis sel, seperti sel
punca mieloid atau sel punca limfoid (Kalra & Tomar,

2014)

2.5 Sel Punca Mesenkimal Tali Pusat Manusia

Tali pusat atau dalam istilah kedokteran disebut Umbilical cord merupakan
organ yang berfungsi menghubungkan antara placenta dengan tubuh janin
sehingga janin mendapatkan asupan makanan, oksigen, serta antibodi dari
ibu. Tali pusat terdiri dari satu buah vena umbilikal, mengalirkan darah yang
kaya akan nutrien serta oksigen dan dua buah arteri umbilikal yang berisi
darah kotor. Tali pusat terus bertambah penjang selama hamil dan panjang
akhirnya bisa mencapai sekitar 30-90 cm. Didalam tali pusat terdapat masa
mukopolisakarida yang biasanya disebut jeli Wharton yang di tutupi oleh

epitel amnion (Kim et al., 2013; Prawirohardjo, 2014)
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Sel punca mesenkimal tali pusat manusia merupakan sel punca yang
memiliki kemampuan multipoten, sel punca jenis ini relatif mudah
didapatkan dan bisa digunakan tanpa masalah etik, karena prosedur
pengambilannya tidak invasif dan tali pusat merupakan jaringan yang

dibuang setelah melahirkan (Kim et al., 2013)

Sel punca mesenkimal memiliki kemampuan yang sangat baik dengan

bekerja melalui 5 jalur utama yaitu (Lee et al., 2016):

a. kemampuan imunomodulator dengan menekan migrasi sel infamasi,
menekan produksi IL-1, TNF-0, ICAMI1 dan meningkatkan produksi
SOD, GPx, IL-10

b. Meningkatkan remodeling ekstra seluler matriks melalui peningkatan
kolagen, serat elastis, fibroflas dan menurunkan produksi MMP-1

c. Meningkatkan regenerasi kulit dengan meningkatkan ketebalan
epidermis yang diregenerasi dan melengkapi struktur kulit yang hilang

d. Meningkatkan proses angiogenesis dengan meningkatkan produksi
VEGF, HGF serta meningkatkan kepadatan dari pembuluh darah

e. Pada luka sel punca mesenkimal bekerja dengan meningkatkan migrasi

dari fibroblas dan keratinosit sehingga mempercepat penutupan luka
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2.6 Gambaran Umum Hewan Coba

2.6.1 Taksonomi

Berikut adalah taksonominya (Sharp & Villano, 2012).

Kingdom : Animalia

Filum : Cordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

2.6.2 Biologi Tikus

Tikus putih (Rattus norvegicus) adalah hewan pengerat yang sering
digunakan sebagai hewan percobaan atau sebagai subjek penelitian.
Dalam konteks penelitian, tikus putih memiliki berbagai sifat
menguntungkan, seperti: cepat berkembang biak, mudah dipelihara
dalam jumlah banyak, lebih tenang, dan ukurannya lebih besar
daripada mencit. Secara fisik, tikus putih memiliki ciri—ciri albino,
kepala kecil dan ekor yang lebih panjang dibandingkan badannya.
Tikus putih memiliki pertumbuhan yang cepat, tahan terhadap

perlakuan dan kemampuan laktasi yang tinggi (Isroi, 2010).
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Tikus galur Sprague Dawley merupakan jenis outbred tikus albino
yang dikembangkan dari tikus galur Wistar. Keuntungan utama dari
tikus ini adalah ketenangan dan kemudahan penanganannya. Berat
badan tikus galur Sprague dawley dewasa adalah 250-300 g bagi

betina, dan 450-520 g untuk jantan. (Isroi, 2010).

Siklus hidup tikus laboratorium dipengaruhi oleh galur, diet, jenis
kelamin, kondisi lingkungan dan variabel lain. Maksimum siklus
hidup dari tikus laboratorium adalah 2 sampai 3.5 tahun, sedangkan
Sprague dawley memiliki siklus hidup yang lebih singkat, yaitu
hanya berkisar sampai 2 tahun. Tikus dapat mengalami dehidrasi dan
kehilangan berat badannya, oleh karena itu diperlukan waktu
ekulibrium (periode pemulihan) setelah tikus diterima dari peternak
komersial selama minimal 1 minggu, sebanding dengan lama waktu
yang dihabiskan untuk transit. Mobilisasi tikus harus diperhatikan,
pergerakan tikus dengan jarak jauh sebaiknya dihindari karena
member dampak stress yang berkepanjangan sehingga berpengaruh
pada fisiologi dan perilaku tikus. Pemeliharaan tikus harus sesuai,
mulai dari fasilitas tempat tinggal, makanan dan kebutuhan tikus
lainnya untuk menghindari kerusakan fisiologis yang dapat
mempengaruhi hasil penelitian.. Temperatur yang baik untuk
lingkungan hidup tikus laboratorium adalah 20-25°c dengan tingkat

kebisingan kurang dari 85dB. Kebutuhan pangan tikus laboratorium
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rata-rata adalah 12-30 gram perhari da membutuhkan cairan sekitar

140 ml/kgBB perhari (Sharp & Villano, 2012).

Tikus sering digunakan menjadi hewan coba dalam terapi
penyembuhan luka, selain karna mudah didapatkan tikus relatif
murah dan penanganannya mudah. Fase penyembuhan pada model
luka eksisi pada tikus berlangsung lebih cepat dibandingkan dengan
manusia karena tikus memiliki lapisan otot subkutan yang ekstensif
yaitu pannuculus carnosus, yang memudahkan penutupan luka pada

kulit tikus (Galiano et al., 2004)

Pada pecobaan yang dilakukan oleh (Pereira et al., 2012) mengenai
luka bakar derjat 11 pada tikus, tikus mengalami penutupan luka pada
hari ke-28. Pada hari ke-28 tidak didapatkan adannya edema, dan
hiperemis secara makroskopis. Secara mikroskopis pada hari ke-7
didapatkan destruksi komplit lapisan epidermis dan dermis banyak
terdapat sel radang. Pada hari ke-14 didapatkan epitel tipis, banyak
jaringan granulasi, dan kolagen. Pada hari ke-28 tidak didapatkan
adanya sel inflamasi, jaringan granulasi tidak ada dan terdapat

adanya fibrosis.



2.6 Kerangka Teori
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Gambar 1. Kerangka Teori
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2.7 Kerangka Konsep
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Gambar 2. Kerangka Konsep

2.8 Hipotesis

Berdasarkan tinjauan pustaka di atas maka hipotesis dari penelitian ini

adalah:

Ha: Terdapat perbedaan pembentukan epitel dan kolagen pada luka bakar

derajat 1l antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia

dengan krim Silver sulvadiazine pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

galur Sprague dawley pada hari ke4, 14, dan 28

Ho:Tidak terdapat perbedaan pembentukan epitel dan kolagen pada luka

bakar derjat Il antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat

manusia dengan krim Silver sulvadiazine pada tikus putih jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley pada hari ke-4, 14 dan 28.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
rancangan penelitian post test only control group design yang bertujuan
untuk mengetahui perbedaan penyembuhan luka bakar derajat 1l secara
mikroskopis antara pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali
pusat manusia dengan krim silver sulvadiazine pada tikus putih jantan

(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2017 sampai dengan

Desember 2017 dan dilakukan dibeberapa tempat, antara lain:

a. Animal house Fakultas Kedokteran Universitas Lampung

b. Laboratorium Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung

c. Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung
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3.3 Populasi dan Sampel

3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley berumur 2-3 bulan dengan berat

sekitar 250-300 gram

3.3.2 Sampel Penelitian

Menurut Notoadmodjo (2010), sampel adalah sebagian yang diambil
dari seluruh objek yang diteliti dan dianggap memiliki seluruh
populasi. Adapun untuk uji eksperimental, penentuanjumlah sampel
ditentukan menurut rumus frederer, yaitu
(n-1) (t-1) > 15
t = banyaknya kelompok perlakuan
n = jumlah sampel tiap kelompok
(n-1) (t-1)>15
(n-1) (9-1)> 15
(n-1)8>15
(n-1)>15/8
n>2,875
Berdasarkan rumus tersebut, jumlah sampel yang digunakan untuk
masing-masing kelompok perlakuan adalah 3 ekor tikus dan jumlah

minimal sampel untuk 9 kelompok perlakuan adalah 27 ekor tikus.
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Pembagian sampel ke dalam 9 kelompok perlakuan dilakukan

dengan pemilihan secara acak.

3.3.3 Teknik Sampling

Sampling merupakan sebuah cara yang digunakan untuk memilih
elemen dari populasi untuk diteliti. Pada Penelitian ini pengambilan

sampel dilakukan dengan cara simple random sampling.

3.3.4 Kelompok Perlakuan

Kelompok perlakuan dalam penelitian ini disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1.Kelompok Perlakuan

Kelompok Perlakuan

Kelompok 1 (K4) Kelompok tikus yang hanya diberi makan tanpa
adanya perlakuan apapun diterminasi pada hari
ke-4

Kelompok2 (SC4) Kelompok tikus yang diberikan sel punca
mesenkimal diterminasi pada hari ke-4
Kelompok 3 (SSD4)  Kelompom tikus yang diberi krim Silver
sulvadiazine diterminasi pada hari ke-4
Kelompok 4 (K14) Kelompok tikus yang hanya diberi makan tanpa
perlakuan apapun diterminasi pada hari ke-14
Kelompok5 (SC14) Kelompok tikus yang diberikan sel punca
mesenkimal diterminasi pada hari ke-14
Kelompok6 (SSD14)  Kelompok tikus yang diberikan  Silver
sulvadiazine diterminasi pada hari ke-14
Kelompok 7 (K28) Kelompok tikus yang hanya diberi makan tanpa
adanya perlakuan apapun diterminasi pada hari
ke-28
Kelompok 8 (SC28) Kelompok tikus yang diberikan sel punca
mesenkimal diterminasi pasa hari ke-28
Kelompok9 (SSD28)  Kelompok tikus yang diberikan  Silver
sulvadiazine diterminasi pada hari ke-28




30

3.3.5 Kiriteria Inklusi

a. Sehat (tidak nampak sakit, rambut tidak rontok dan nampak
kusam, aktivitas aktif)

b. Jantan

c. Berat badan 250-300 gram

d. Usia 2-3 bulan

3.3.6 Kriteria Eksklusi

a. Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah masa

adaptasi

b. Mati selama masa pemberian perlakuan

3.4 Ildentifikasi Variabel Penelitian

3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas penelitian ini adalah sediaan topikal ekstrak sel punca

mesenkimal tali pusat manusia dengan krim silver sulfadiazin.

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat penelitian ini adalah mikroskopis luka bakar pada
tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang

meliputi pembentukan epitel dan kolagen



3.5 Definisi Operasional

Definisi operasional penelitian disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 2. Definisi Operasional
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N Variabel Definisi Operasional Alat Ukur Hasil Ukur Skala Ukur
0
Variabel Bebas
1 Ekstrak Sel Ekstrak DNA sel punca Lembar Diberi/ Tidak diberi Nominal
Punca mesenkimal yang Observasi
Mesenkim  diisolasi dari tali pusat
al manusia dan diekstraksi
wharton’s  di Laboratorium Biologi
jelly Tali Molekuler FK UNILA
Pusat dioleskan topikal 1 kali
Manusia sehari.
2 Silver Silver sulfadiazine Lembar Diberi/ Tidak diberi Nominal
Sulfadiazin  diambil dari sediaan krim  Observasi
e burnazin, tiap gram krim
burnazin  mengandung
silver sulfadiazine 10
mg. Pemakaian dengan
cara dioleskan 1 Kkali
sehari.
Variabel terikat
4 Epitel dan Jaringan yang terbentuk Mikroskop Ketebalan epitel: Numerik
Kolagen setelah terjadinya luka cahaya 0 : Tidak terdapat adanya
bakar pada kulit. Dilihat epitel
dengan melakukan 1 : epitel sangat tipis <30%

pengamatan preparat
menggunakan mikroskop
cahaya dengan
perbesaran 40x pada
seluruh lapang pandang

berdasarkan kriteria
pembentukan epitel dan
kolagen

dari epitel kulit normal

2: epitel tipis >30% dari
epitel kulit normal

3: Ketebalan epitel sedang
>60% dari epitel kulit
normal

4: ketebalan epitel baik
80% dari epitel Kkulit
normal

Jumlah Kolagen

0 : Tidak terdapat
pembentukan kolagen

1 : Sangat sedikit

2: Sedikit

3: Sedang

4: Banyak
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3.6 Alat dan Bahan

3.6.1 Alat Penelitian

o

Kandang hewan coba

b.  Pisau ukur

c. Timbanan

d. Bar besi (berbentuk lingkaran atau koin)
e.  Gelas beker

f.  Mikropipet beserta tipnya

g.  Quick DNA Miniprep kit ( tabung zymo-spin 11C-XL Column)
h.  Inkubator

I.  Kassa steril

J.  Tabung mikrosentrifugasi

k.  Alat mikrosentrifugasi

I.  Spuit 1lcc dan jarum

m. Panci rebusan

n.  Capitan besi

0. Pisau scapel steril

p. Penggaris ukur

g. Vortexer
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3.6.2 Bahan Penelitian

a.  Alkohol 70%

b. NaCL fisiologis

c. Pakan dan minum tikus

d. Larutan buffer garam fosfat

e.  Tali pusat manusia

f.  Quick DNA Miniprep plus kit (Solid Tissue Buffer, Proteinase
K, Genomic Binding Buffer, DNA-pre wash Buffer, g-DNA
Wash Buffer, dan DNA Elution Buffer)

g. Ketamin HCL dan xylazin

h.  Akuades

i Krim Burnazin

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Aklimatisasi Hewan Uji

Aklimatisasi adalah penyesuaian (diri) dengan lingkungan, iklim,
kondisi atau suasana baru. Sebelum dilakukan perlakuan, terlebih
dahulu dilakukan pengadaptasian semua tikus di Animal House
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung selama minimal satu
minggu. Tikus diadaptasikan dengan tempat tinggal baru, lingkungan
baru serta makanan dan minumannya. Pemberian makan tikus

dilakukan dengan standar sesuai dengan kebutuhannya
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3.7.2 Pembuatan Ekstrak Sel Punca Mesenkimal

Penelitian dilakukan setelah mendapat persetujuan ethical clearance
dari Komisi etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung. Tali pusat didapatkan dari donor sukarela
yang menandatangani lembar informed consent. Donor sukarela
adalah ibu yang tidak memiliki riwayat hepatitis B, hepatitis C, HIV,
infeksi Cytomegalo virus, infeksi Treponema pallidum, serta riwayat
infeksi lain yang ditularkan melalui darah, sawar plasenta, dan
genital. Setelah bayi lahir, tali pusat dipotong sekitar 5-7 cm
menggunakan pisau steril dan disimp5an dalam wadah berisi larutan
salin normal 0.9% kemudian disimpan pada suhu 4°C sampai proses
pengolahan dilakukan. Tali pusat ditangani secara aseptik dan
diproses dalam biological safety cabinet. Permukaan tali pusat
dibilas dengan larutan buffer garam fosfat untuk membersihkaannya

dari darah yang menempel di permukaan.

Ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dibuat
menggunakan Quick-DNA Miniprep Plus Kit, produksi Zymo
Research. Sampel disiapkan dengan memotong jaringan tali pusat,
memisahkan bagian pembuluh darah dan lapisan yang
menyelimutinya. Sampel diambil dari membran gelatinosa yang
menyelimuti pembuluh darah pada tali pusat. Sampel yang telah
ditimbang sebesar 25 mg menggunakan timbangan digital

dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifugasi kemudian di tambah



35

dengan 95uL air, 95 pL Solid Tissue Buffer, dan 10 uL Proteinase K
lalu putar menggunakan vortexer selama 10-15 detik. Setelah itu,

tabung di inkubasi selama 1-3 jam pada suhu 55°C (Zymo, 2017).

Setelah  inkubasi  selesai, masukkan tabung ke dalam
mikrosentrifugasi, lalu putar dengan kecepatan 1200 xg selama satu
menit, lalu ambil supernatant dan pindahkan ke dalam tabung
mikrosentrifugasi baru. Supernatant yang telah dipisahkan kemudian
ditambahkan dengan Genomic Binding Buffer sebanyak dua kali
volume supernatant tersebut (contoh: tambahkan 400 puL. Genomic
Binding Buffer untuk 200 pL supernatant), vortex selama 10-15
detik. Pindahkan campuran tersebut ke tabung Zymo-Spin I1C-XL
dalam tabung pengumpul lalu sentrifugasi dengan kecepatan 1200 xg
selama 1 menit, kemudian kosongkan tabung pengumpul dan ganti

dengan tabung pengumpul baru (Zymo, 2017).

Pada tabung Zymo-Spin I1IC-XL dalam tabung pengumpul baru
tambahkan 400 uL. DNA Pre-Wash Buffer lalu sentrifugasi dengan
kecepatan 1200 xg, kosongkan tabung pengumpul. Kemudian
tambahkan 700 pL g-DNA Wash Buffer pada tabung Zymo-Spin I1C-
XL dalam tabung pengumpul yang telah dikosongkan lalu
sentrifugasi kembali dengan kecepatan 12.000 xg selama 1 menit,
lalu kosongkan tabung pengumpul. Setelah itu, tambahkan kembali

200 uL g-DNA Wash Buffer pada tabung Zymo-Spin I1C-XL dalam
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tabung pengumpul yang telah dikosongkan lalu sentrifugasi dengan
kecepatan dan waktu yang sama dengan proses sebelumnya, lalu
kosongkan tabung pengumpul. Terakhir, pindahkan tabung Zymo-
Spin yang telah ditambahkan 50 pL DNA elution ke dalam tabung
mikrosentrifugasi baru, lalu inkubasi pada suhu ruang selama 5
menit, kemudian di sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 xg selama
1 menit. Terbentuklah 50 pL ekstrak sel punca mesenkimal
wharton’s jelly tali pusat manusia. Simpan pada suhu -20°C sampai

ekstrak akan digunakan (Zymo, 2017).

3.7.3 Pembuatan Luka Bakar

Sebelum pembuatan luka bakar dilakukan, bulu di sekitar area
perlukaan dicukur terlebih dahulu. Sebelum pencukuran, tikus
dianastesi menggunakan ketamin 50mg/kg dan xylazin 5mg/kg
intramuskuler. Luka bakar ini didapatkan dari uang logam dengan
berat 5.34 gram, tebal 1.83 mm, dan diameter 24 mm. Logam
tersebut dibalut dengan kassa dan direndam pada air mendidih
dengan suhu 98°C selama 3 menit selanjutnya bahan tersebut
ditempelkan pada kulit tikus Sprague dawley yang telah dicukur

selama 10 detik (Paula et al., 2011).
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3.7.4 Pemberian Terapi

Setelah luka bakar di buat, penanganan diberikan berdasarkan
protokol perawatan luka bakar (Word Health organization, 2003).
Setelah luka bakar terbentuk, jika terdapat jaringan nekrosis kita
lakukan debridement lalu bilas luka dengan menggunakan akuades
dan dilanjutkan sesuai dengan kelompok perlakuan yang sudah
ditentukan. Luka bakar pada kelompok kontrol negative (K) K4,
K14, dan K28 tidak diberi perlakuan. Pada kelompok perlakuan
SC4, SC14, SC28 luka diolesi dengan ekstrak sel punca mesenkimal
tali pusat manusia 0.02 mL sampai menutupi seluruh permukaan
luka (Nur, 2017), begitupun dengan kelompok perlakuan SSD4,
SSD14, SSD28 diolesi dengan krim Burnazin sampai menutupi
seluruh permukaan luka. Setelah itu tutup luka dengan kasa untuk
mencegah rembesan ke daerah luar luka. Perwatan luka bakar

tersebut dilakukan sebanyak satu kali sehari selama 28 hari.

3.7.5 Prosedur Operasional Pembuatan Slide

Pembuatan preparat histopatologi dilakukan dengan menggunakan
metode sebagai berikut (Mahesya, 2013)
a. Fixation
1. Organ yang telah dipotong secara representatif kemudian
segera difiksasi dengan formalin 20% selama 3 jam

2. Dicuci dengan air mengalir sebanyak 3-5 kali
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Dehidrasi

Dehidrasi dengan:

Alkohol 70% selama 0,5 jam
Alkohol 96% selama 0,5 jam
Alkohol 96% selama 0,5 jam
Alkohol 96% selama 0,5 jam
Alkohol absolut selama 1 jam
Alkohol absolut selama 1 jam
Alkohol absolut selama 1 jam

Alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam

Clearing dengan menggunakan:

Untuk membersihkan sisa alkohol, dilakukan clearing dengan

xylol I dan I, masing-masing selama 1 jam.

Impregnansi

Impregnasi dilakukan menggunakan parafin selama 1 jam

dalam oven suhu 65°C

Embedding

1.

3.

Sisa parafin yang ada pada pan dibersihkan dengan
memanaskan beberapa saat di atas api dan diusap dengan
kapas.

Parafin cair disiapkan dengan memasukkan parafin ke dalam
cangkir logam dan dimasukkan dalam oven dengan suhu
diatas 58°C.

Parafin cair dituangkan ke dalam pan.
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Dipindahkan satu persatu dari tissue cassette ke dasar pan
dengan mengatur jarak yang satu dengan yang lainnya.

Pan dimasukkan ke dalam air.

Parafin yang berisi potongan ginjal dilepaskan dari pan
dengan dimasukkan ke dalam suhu 4—6°C beberapa saat.
Parafin dipotong sesuai dengan letak jaringan yang ada
dengan menggunakan skalpel/pisau hangat.

Lalu diletakkan pada balok kayu, diratakan pinggirnya dan

dibuat ujungnya sedikit meruncing.

9. Memblok parafin, siap dipotong dengan mikrotom

f. Cutting

1.

2.

Pemotongan dilakukan pada ruangan dingin.

Sebelum dimotong blok didinginkan terlebih dahulu di lemari
es.

Dilakukan pemotongan kasar, lalu dilanjutkan dengan
pemotongan halus dengan ketebalan 4—5 mikron.
Pemotongan dilakukan menggunakan rotary microtome
dengan disposable knife.

Dipilih lembaran potongan yang paling baik, diapungkan
pada air, dan dihilangkan kerutannya dengan cara menekan
salah satu sisi lembaran jaringan tersebut dengan ujung jarum
dan sisi yan lain ditarik menggunakan kuas runcing.
Lembaran jaringan dipindahkan ke dalam water bath suhu

60°C selama beberapa detik sampai mengembang sempurna.
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6. Dengan gerakan menyendok, lembaran jaringan tersebut
diambil dengan slide bersih dan ditempatkan di tengah atau
pada sepertiga atas atau bawah.

7. Slide yang berisi jaringan ditempatkan pada inkubator (suhu
37°C) selama 24 jam sampai jaringan melekat sempurna.

g. Staining (pewarnaan) dengan Prosedur pulasan Hematoksilin-

Eosin

Setelah jaringan melekat sempurna pada slide, dipilih

slide yang terbaik selanjutnya secara berurutan memasukkan

ke dalam zat kimia di bawah ini dengan waktu sebagai berikut.

1. Dilakukan deparafinisasi dalam:

e Larutan xylol I selama 5 menit
e Larutan xylol 11 selama 5 menit
e Ethanol absolut selama 1 jam
2. Hidrasi dalam:
o Alkohol 96% selama 2 menit
o Alkohol 70% selama 2 menit
e Air selama 10 menit
3. Pulasan inti dibuat dengan menggunakan:
o Haris hematoksilin selama 15 menit
e Air mengalir
e Eosin selama maksimal 1 menit
4. Lanjutkan dehidrasi dengan menggunakan:

e Alkohol 70% selama 2 menit
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e Alkohol 96% selama 2 menit
o Alkohol absolut 2 menit
5. Penjernihan:
e Xylol I selama 2 menit
e Xylol Il selama 2 menit
g. Mounting dengan entelan lalu tutup dengan deck glass
h. Setelah pewarnaan selesai, slide ditempatkan di atas kertas tisu
pada tempat datar, ditetesi dengan bahan mounting yaitu entelan
dan ditutup dengan deck glass, cegah jangan sampai terbentuk
gelembung udara

i. slide dibaca dengan mikroskop dengan perbesaran 40x

3.7.6 Penilaian Mikroskopis Luka Bakar

Indikator untuk melihat kesembuhan secara mikroskopis adalah
dengan melihat gambaran histopatologi, penilaian ini dilakukan
dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x
pada lapang pandang acak setiap spesimen yang diambil dari biopsi
insisi luka. Penilaian dinilai menilai tingkat pembentukan epitel dan
kolagen dengan kriteria penilaian sebagai berikut:

Penilaian ketebalan epitel (Hazrati et al., 2010):

0 : Tidak terdapat adanya epitel
1 . epitel sangat tipis <30% dari epitel kulit normal
2 . epitel tipis >30% dari epitel kulit normal

3 : Ketebalan epitel sedang >60% dari epitel kulit normal



4 : Ketebalan epitel baik 80% dari epitel kulit normal

Penilaian Kolagen (Simonetti et al., 2012):

0 : tidak terdapat adanya kolagen

1 : terdapat kolagen yang sangat sedikit

2 : terdapat kolagen dalam jumlah sedikit
3 : terdapat kolagen dalam jumlah sedang

4 : terdapat kolagen dalam jumlah banyak

42
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Alur Penelitian

Aklimatisasi hewan uji

v

Penimbangan berat badan tikus

A 4

K4 SC4
K14 SC14
K28 SC28
v \ 4

Pemberian anastesi dengan ketamin 50mg/kg dan xylazin
5mg/kg intramuskular
\ 4
Pencukuran area yang akan dibuat perlukaan

v

Pembuatan luka bakar dengan menggunakan uang logam dibalut
kassa direndam di air dengan suhu 98°C selama 3 menit, lalu
ditempelkan di area pembuatan luka bakar selama 10 detik,
dilanjutkan dengan pembersihan dan pembilasan luka bakar.

v v v

Pemberian Pemberian topikal Pemberian krim
Akuades pada ekstrak sel punca burnazin 1x
luka 1x sehari mesenkimal tali pusat sehari

manusia 1x sehari

!

Eutanasia tikus pada hari ke 4, 24 dan 28
v

Biopsi pada daerah luka bakar
v

Pembuatan slide di Laboratorium Patologi Anatomi

v
Penaolahan data hasil penogamatan
v

Pembuatan lanoran hasil penelitian

Gambar 3. Alur Penelitian



44

3.9 Analisis Data

3.10

Analisis data penelitian diproses dengan aplikasi pengolahan data, dengan
tingkat signifikansi p=0,05. Hasil penelitian pertama dideskripsikan secara
univariat, kemudian data hasil penelitian dilakukan uji normalitas data
menggunakan uji Shapiro Wilk untuk mengetahui data berdistribusi normal
atau tidak normal, dan uji homogenitas data menggunakan uji Levene untuk
mengetahui data homogen atau tidak homogen. Adapun uji Shapiro Wilk
dipilih karena jumlah sampel <50. Hasil uji normalitas dan homogenitas ini
menentukan analisis berikutnya, yaitu analisis parametrik bila data
berdistribusi normal serta homogen dan non parametrik bila data tidak
berdistribusi normal serta tidak homogen. Jika data berdistribusi normal
serta homogen, maka digunakan uji statistik One Way ANNOVA. Jika data
tidak berdistribusi normal, maka uji Kruskal Wallis sebagai alternatif. Jika
pada uji One Way ANNOVA menghasilkan nilai p<0,05 maka dilanjutkan

dengan melakukan analisis Post Hoc (Dahlan, 2009).
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BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. Terdapat perbedaan rerata ketebalan epitel pada luka bakar derajat 1l
antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia
dengan silver sulfadiazine pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
galur Sprague dawley pada hari ke-28

2. Terdapat perbedaan rerata jumlah kolagen pada luka bakar derajat 1l
antara pemberian ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia
dengan silver sulfadiazine pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

galur Sprague dawley pada hari ke-14 dan 28

5.2 Saran

1. Diharapkan bagi peniliti selanjutnya tidak hanya menilai mikroskopis
ketebalan epitel dan jumlah kolagen saja, namun mikroskopis yang
lainnya juga.

2. Diharapkan bagi peneliti yang ingin meneliti hal serupa menggunakan

jenis hewan coba yang tingkatannya lebih tinggi.
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