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ABSTRACT

THE DIFFERENCE BETWEEN MACROSCOPIC POST HECTING
WOUND HEALING TIME BETWEEN TOPICAL ADMINISTRATION
OF HUMAN MESENCHYMAL STEM CELL EXTRACTS WITH
CENTELLA ASIATICA IN Sprague dawley WHITE MALE RATS
(Rattus norvegicus)

By
NADIA GUSTRIA DINI

Background: Wound healing is important because the skin has specific functions
for the body. When there are injuries to the skin, then these functions can not run
as they should. Centella asiatica could stimulates fibroblasts to proliferate and
stimulate collagen synthesis. There are also gene therapy methods therapies that
currently being used like stem cells. Stem cells are cells that start from the growth
of other cells that can be the whole body of an organism.

Method: This research is a laboratory experimental study that aims to determine
the differences in macroscopic post hecting wound healing between topical
administration of human umbilical mesenchymal stem cell extracts with Centella
asiatica which includes wound healing time, local infection, and allergic reactions.
This study used 3 treatment groups consisting of: (1) negative control group (K)
Povidine iodine, (2) treatment group 1 (P1) mesenchymal stem cell, and (3)
treatment group 2 (P2) Centella asiatica extract where each group consisted of 6
samples.

Result: In this study dedicate the sigma value of 0.049 (<0.05) which can be
concluded that there are differences in the mean in the control group and the
treatment group. Furthermore, the analysis was continued using the post hoc LSD
test to find out the comparison between treatment groups and the results of the
mean difference (sigma <0.05) were found in the control group against treatment
group 1 and treatment group 2, but there were no mean differences in treatment
group 1 against treatment group 2.

Conclusion: There is a time difference, local infection, and no allergic reaction in
post hecting wound healing between topical administration of human umbilical
mesenchymal stem cell extract and Centella asiatica in white male rats (Rattus
norvegicus) Sprague dawley strain.

Keywords: Wound healing, Mesenchymal stem cell, Centella asiatica, Nagaoka
score



ABSTRAK

PERBEDAAN WAKTU PENYEMBUHAN LUKA POST HECTING
SECARA MAKROSKOPIS ANTARA PEMBERIAN TOPIKAL EKSTRAK
SEL PUNCA MESENKIMAL TALI PUSAT MANUSIA DENGAN
CENTELLA ASIATICA PADA TIKUS PUTIH JANTAN
(RATTUS NORVEGICUS) GALUR SPRAGUE DAWLEY

Oleh
NADIA GUSTRIA DINI

Latar Belakang: Penyembuhan luka adalah hal yang penting karena kulit memiliki
fungsi spesifik bagi tubuh. Ketika terjadi luka, maka fungsi tersebut tidak dapat
berjalan dengan baik. Centella asiatica dapat merangsang fibroblas agar
berproliferasi dan menstimulasi sintesis kolagen. Terdapat juga terapi gen yang
sedang dimanfaatkan saat ini yaitu sel punca. Sel punca adalah sel yang menjadi
awal mula dari pertumbuhan sel lain yang menyusun keseluruhan tubuh organisme.
Metode: Penelitian ini merupakan penilitian eksperimental laboratorik yang
bertujuan untuk mengetahui perbedaan penyembuhan luka antara pemberian
topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan Centella asiatica
yang meliputi waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi alergi. Penelitian
ini menggunakan 3 kelompok perlakuan yang terdiri dari: (1) kelompok kontrol
negatif (K) Povidine iodine, (2) kelompok perlakuan 1 (P1) ekstrak sel punca
mesenkimal, dan (3) kelompok perlakuan 2 (P2) ekstrak Centella asiatica dimana
masing-masing kelompok terdiri dari 6 sampel.

Hasil: Pada penelitian ini didapatkan nilai sigma sebesar 0,049 (<0,05) yang dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan rerata pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. Selanjutnya analisis dilanjutkan menggunakan uji post hoc
LSD untuk mengetahui perbandingan antar kelompok perlakuan dan didapatkan
hasil perbedaan rerata (sigma <0,05) ditemukan pada kelompok kontrol terhadap
kelompok perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 2, namun tidak didapatkan adanya
perbedaan rerata pada kelompok perlakuan 1 terhadap kelompok perlakuan 2.
Simpulan: Terdapat perbedaan waktu, infeksi lokal, dan tidak terdapat reaksi
alergi pada penyembuhan luka post hecting antara pemberian topikal ekstrak sel
punca mesenkimal tali pusat manusia maupun Centella asiatica pada tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley.

Kata Kunci: Penyembuhan luka, Sel punca mesenkimal, Centella asiatica, Skor
nagaoka
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kulit berperan sangat penting dalam kehidupan manusia, antara lain mengatur
keseimbangan air dan elektrolit, termoregulasi, serta berfungsi sebagai barier
terhadap lingkungan luar termasuk mikroorganisme (Mescher, 2012). Saat
barier ini rusak karena berbagai penyebab seperti ulkus, luka bakar, trauma,
atau neoplasma maka kulit tidak dapat melaksanakan fungsinya secara adekuat

(Atik, 2009).

Hampir semua makhluk hidup pernah mengalami luka, seperti saat kita
terjatuh, teriris pisau, mengalami luka bakar, hingga kecelakaan. Luka adalah
terputusnya kontinuitas suatu jaringan karena adanya cedera atau pembedahan

(Agustina, 2009).

Berdasarkan penyebabnya, terdapat beberapa jenis luka, antara lain luka robek
(vulnus laceratum), luka lecet (vulnus excoriasi), luka tusuk (vulnus punctum),
luka memar (vulnus contussum), luka sayat (vulnus insivum), luka tembak
(vulnus schlopetorum), luka gigitan (vulnus morsum) dan luka bakar (vulnus

combustion) (Ismail, 2008).

Penyembuhan luka menjadi hal yang penting karena kulit memiliki fungsi

spesifik bagi tubuh, yaitu protektif, sensorik, termoregulatorik, dan metabolik.



Ketika terjadi luka pada kulit, maka fungsi-fungsi tersebut tidak dapat berjalan

sebagaimana seharusnya (Mescher, 2012).

Pada umumnya, luka kecil dan superfisial yang tidak terkontaminasi dapat
sembuh sendiri, tetapi pada luka yang ukurannya besar dan lebih dalam
membutuhkan tindakan seperti penjahitan luka, wound dressing, atau dengan

pemberian obat (Ismail, 2008).

Centella Asiatica adalah salah satu obat yang sering digunakan dalam
penyembuhan luka yang memiliki kandungan zat aktif golongan terpenoid
yaitu asiaticoside, asiatic acid, madecassic acid, dan madecassoside yang
berperan untuk menstimulasi fibroblas agar berproliferasi dan menstimulasi
sintesis kolagen serta asam mucopolysacharida yang bermanfaat untuk
mempercepat penyembuhan luka pada kulit agar tidak timbul jaringan parut

atau keloid (Lu L dkk, 2004).

Saat ini juga telah banyak pengobatan alternatif yang telah diteliti dan
dikembangkan untuk membantu proses penyembuhan luka, salah satunya
dengan metode terapi gen yang telah berkembang pesat setelah pertama kali
dikenalkan pada tahun 1990. Terapi gen merupakan teknik untuk mengoreksi
gen-gen cacat yang bertanggung jawab terhadap suatu penyakit. Salah satu
pendekatan terapi gen yang berkembang adalah dengan menambahkan

gen-gen normal ke dalam sel yang mengalami ketidaknormalan (Malik, 2005).

Salah satu terapi gen yang sedang dimanfaatkan saat ini adalah sel punca. Sel

punca adalah sel yang menjadi awal mula dari pertumbuhan sel lain yang



menyusun keseluruhan tubuh organisme, termasuk manusia. Seperti batang
pohon yang menjadi tumpuan bagi pertumbuhan ranting dan daunnya, sel
punca juga merupakan awal dari pembentukan berbagai jenis sel penyusun

tubuh (Halim dkk, 2010).

Sel punca merupakan sel dari embrio, fetus, atau sel dewasa yang
berkemampuan untuk memperbanyak diri sendiri dalam jangka waktu yang
lama, belum memiliki fungsi spesifik, dan mampu berdiferensasi menjadi tipe
sel tertentu yang membangun sistem jaringan dan organ dalam tubuh (Rantam

dkk, 2009).

Perkembangan sel punca dimulai dari penelitian pada tahun 1961. Terapi
pengobatan menggunakan sel punca pertama kali berhasil dilakukan pada
transplantasi sumsum tulang di tahun 1968. Pada awal tahun 1980 berhasil
dibuat sel punca embrio dari tikus di laboratorium, tahun 1988 pertama kali
berhasil diisolasi sel punca embrio dari hamster, tahun 1998 berhasil diisolasi
sel dari massa sel embrio dini dan dikembangkan sel punca embrio serta
berhasil diisolasi sel germinal yang berasal dari sel dalam jaringan gonad janin,
dan pada tahun 2005 ditemukan sumber sel punca pluripoten dan penelitian sel
punca terus dikembangkan untuk berbagai jenis terapi penyakit khususnya
penyakit degeneratif, hingga kini banyak negara di dunia telah menggunakan
terapi sel punca sebagai pilihan pengobatan bagi penyakit kelainan hematologi

maupun penyakit degeneratif (Rosenstrauch et al., 2005).

Beberapa rumah sakit di Indonesia juga terus mengembangkan penelitian serta

mulai menerapkan terapi sel punca. Jenis-jenis sel punca yaitu terdiri dari sel



embrionik dan sel punca dewasa yang banyak terdapat dalam sumsum tulang,
namun pada penelitian lebih lanjut ditemukan juga bahwa ternyata sel punca
dapat pula diisolasi dari darah tali pusat, darah perifer, hepar, kulit, maupun
dari pulpa gigi, dan bahkan dari jaringan lemak yang pada umumnya

merupakan limbah buangan sisa operasi liposucction (Hester, 2000).

Sel punca memiliki karakteristik yang unik karena dapat berdiferensiasi
menjadi berbagai macam jenis sel dan jaringan. Jenis sel punca mesenkimal
(MSCs) dan sel punca adiposa (ASCs) memiliki kontribusi yang besar dalam
perbaikan jaringan kulit saat terjadi luka, seperti pada MSCs mampu
menghambat formasi scar pada area luka dan mempercepat perbaikan kulit,
sedangkan pada ACSs membantu angiogenesis dan mempercepat proliferasi
fibroblast yang berguna dalam penutupan luka. Serta terdapat juga dari human

embryonic stem cell (hESC) (Aleckovicand & Simon, 2008).

Berdasarkan penjelasan di atas, penelitian lebih lanjut untuk mempelajari
potensi tali pusat sebagai terapi sel punca adalah suatu hal yang menarik dan
dapat memberi manfaat. Penelitian untuk mempelajari perbedaan antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dan
Centella asiatica akan dilaksanakan melalui penilaian secara makroskopis luka
yang meliputi waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi alergi dengan
model hewan coba tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah pada penelitian ini

adalah:

a. Apakah terdapat perbedaan waktu penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley?

b. Apakah terdapat infeksi lokal pada penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley?

c. Apakah terdapat reaksi alergi pada penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui perbedaan waktu penyembuhan luka post hecting secara
makroskopis antara pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali
pusat manusia dengan Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley.



1.3.2 Tujuan Khusus

Adapun tujuan khusus dari penelitian ini adalah:

a. Mengetahui apakah terdapat infeksi lokal pada penyembuhan luka
post hecting antara pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal
tali pusat manusia dengan Centella asiatica pada tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley.

b. Mengetahui apakah terdapat reaksi alergi pada penyembuhan luka
post hecting antara pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal
tali pusat manusia dengan Centella asiatica pada tikus putih jantan

(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat bagi Penulis
Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi ilmiah terhadap
perkembangan ilmu pengetahuan, khususnya tentang perbedaan
penyembuhan luka post hecting secara makroskopis antara pemberian
topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan Centella
asiatica yang meliputi waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan

reaksi alergi.

1.4.2 Manfaat 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 Manfaat bagi Instansi Lain
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah serta

masukan pengembangan terapi untuk penyembuhan luka post hecting.

1.4.4 Manfaat bagi Masyarakat
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai acuan bagi
masyarakat luas mengenai pengobatan luka post hecting menggunakan

ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Anatomi dan Histologi Kulit
Kulit adalah organ tunggal yang terberat di tubuh, yang biasanya membentuk
15-20% berat badan total dan pada orang dewasa, memiliki luas permukaan
sebesar 1,5-2 m? yang terpapar dengan dunia luar. Kulit dikenal sebagai lapisan
kutaneus atau integumen, yang terdiri atas epidermis, yaitu lapisan epitel yang
berasal dari ektoderm, dan dermis, suatu lapisan jaringan ikat yang berasal dari
mesoderm. Taut dermis dan epidermis tidak teratur, dan tonjolan dermis yang
disebut papilla saling mengunci dengan evaginasi yang disebut epidermal

ridges (rigi epidermis) (Mescher, 2011).

Turunan epidermis meliputi rambut, kuku, kelenjar sebasea dan kelenjar
keringat. Di bawah dermis terdapat hipodermis atau jaringan subkutan, yaitu
jaringan ikat longgar yang dapat mengandung bantalan adiposit. Jaringan
subkutan mengikat kulit secara longgar pada jaringan di bawahnya dan sesuai

dengan fasia superfisial pada anatomi makro (Mescher, 2011).



2.1.1 Epidermis
Lapisan epidermis adalah lapisan kulit dinamis, yang senantiasa
beregenerasi dan berfungsi sebagai respons terhadap rangsangan dari
luar maupun dalam tubuh manusia (Rihatmadja, 2016). Terdapat
perbedaan utama antara kulit tebal yang terdapat pada telapak tangan dan
kaki, dengan kulit tipis yang terdapat pada bagian tubuh lainnya.
Ketebalan lapisan epidermis bervariasi antara 75 sampai 150 um untuk
kulit tipis dan 400 sampai 1400 um (1,4 mm) untuk kulit tebal. Ketebalan
total kulit epidermis dan dermis juga bervariasi menurut tempatnya

(Mescher, 2011).

Epidermis terdiri atas epitel berlapis gepeng berkeratin yang disebut
keratinosit. Tiga jenis sel epidermis yang jumlahnya lebih sedikit juga
ditemukan, antara lain melanosit, sel Langerhans, dan sel Merkel atau sel

taktil epitelial (Mescher, 2011).

Keratinosit tersusun dalam beberapa lapisan. Lapisan paling bawah
disebut stratum basalis, di atasnya berturut-turut adalah stratum
spinosum dan stratum granulosum. Ketiga lapisan epidermis ini dikenal
sebagai stratum Malpighi. Lapisan teratas adalah stratum korneum yang
tersusun oleh keratinosit yang telah mati atau korneosit (Rihatmadja,
2016). Susunan epidermis yang berlapis-lapis ini menggambarkan proses
diferensiasi (keratinisasi) yang dinamis, yang berfungsi menyediakan
sawar kulit pelindung tubuh dari ancaman di permukaan (Rihatmadja,

2016).
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2.1.2 Dermis
Dermis adalah jaringan ikat yang menunjang epidermis dan mengikatnya
pada jaringan subkutan atau hipodermis (Mescher, 2011). Dermis
merupakan jaringan di bawah epidermis yang juga memberi ketahanan
pada kulit, termoregulasi, perlindungan imunologik, dan ekskresi.
Fungsi-fungsi tersebut dapat dilaksanakan dengan baik karena berbagai
elemen yang berada pada dermis, yaitu struktur fibrosa dan filamentosa,
ground substance, dan selular yang terdiri atas endotel, fibroblast, sel

radang, kelenjar, folikel rambut dan saraf (Rihatmadja, 2016).

Serabut kolagen (collagen bundles) membentuk sebagian besar dermis,
bersama-sama serabut elastik memberikan kulit kekuatan dan
elastisitasnya. Keduanya tertanam dalam matriks yang disebut ground
substance yang terbentuk dari  proteoglikans (PG) dan
glikosaminoglikans (GAG). Proteoglikans dan glikosaminoglikans dapat
menyerap dan mempertahankan air dalam jumlah besar sehingga
berperan dalam pengaturan cairan dalam kulit dan mempertahankan

growth factors dalam jumlah besar (Rihatmadja, 2016).

Ketebalan dermis bervariasi, tergantung pada daerah tubuh, dan
mencapai tebal maksimum 4 mm di daerah punggung. Permukaan
dermis sangat iregular dan memiliki banyak tonjolan (papilla dermis)
yang sering mengunci dengan juluran-juluran epidermis (rabung
epidermis). Papilla dermis ini lebih banyak terdapat di kulit yang sering

mengalami  tekanan, tempat papilla ini menguatkan taut
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dermis-epidermis. Selama perkembangan embrional, mesenkim dermis

menentukan nasib epidermis di atasnya (Mescher, 2011).

Fibroblas, makrofag dan sel mast rutin ditemukan pada dermis. Fibroblas
adalah sel yang memproduksi protein matriks jaringan ikat dan serabut
kolagen serta elastik di dermis. Makrofag merupakan salah satu elemen
pertahanan imunologik pada kulit yang mampu bertindak sebagai
fagosit, sel penyaji antigen, maupun mikrobisidal dan tumorisidal

(Rihatmadja, 2016).

2.1.3 Subkutis
Lapisan subkutan terdiri atas jaringan ikat longgar yang mengikat kulit
secara longgar pada organ-organ di bawahnya, yang memungkinkan
kulit bergeser di atasnya. Lapisan tersebut, yang juga disebut hipodermis
atau fascia superficialis, sering mengandung sel-sel lemak yang
jumlahnya bervariasi sesuai daerah tubuh dan ukuran yang bervariasi

sesuai dengan status gizi (Mescher, 2011).

Subkutis yang terdiri atas jaringan lemak mampu mempertahankan suhu
tubuh, dan merupakan cadangan energi, juga menyediakan bantalan yang
meredam trauma melalui permukaan kulit. Sel-sel lemak terbagi-bagi
dalam lobus, dan satu sama lain dipisahkan oleh septa (Rihatmadja,
2016). Suplai vaskular yang luas di lapisan subkutan meningkatkan
ambilan insulin dan obat yang disuntikkan ke dalam jaringan ini secara

cepat (Mescher, 2011).
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Gambar 1. Struktur Kulit
Sumber: https://www.boundless.com/physiology/textbooks/

2.2 Luka
2.2.1 Definisi Luka
Luka adalah rusaknya struktur dan fungsi anatomis normal akibat proses
patologis yang berasal dari internal maupun eksternal dan mengenai
organ tertentu (Perry, 2006). Definisi lain luka adalah hilang atau
rusaknya sebagian jaringan atau tubuh yang dapat disebabkan oleh
trauma benda tajam atau tumpul, perubahan suhu, zat kimia, ledakan,
sengatan listrik, gigitan hewan, dan lainnya (Sjamsuhidayat & Wim,
2004). Luka adalah kerusakan kontinuitas kulit, mukosa membran dan
tulang atau organ tubuh yang lain. Ketika luka timbul, beberapa efek
akan muncul seperti hilangnya seluruh atau sebagian fungsi organ,
respon stress simpatis, perdarahan dan pembekuan darah, kontaminasi

bakteri, dan kematian sel (Kozier, 2005).
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2.2.2 Klasifikasi Luka

1. Luka Terbuka

Luka terbuka adalah luka yang terpapar oleh udara karena adanya

kerusakan pada kulit tanpa atau disertai kerusakan jaringan di

bawahnya. Luka terbuka merupakan jenis luka yang banyak dijumpai.

Jenis-jenis luka terbuka antara lain: (Ismail, 2008)

a.

Luka Lecet (Vulnus Excoriasi)

Yaitu luka yang mengenai lapisan kulit paling atas (epidermis)
yang disebabkan oleh gesekan kulit dengan permukaan yang kasar.
Luka Insisi (Vulnus Insivum)

Yaitu luka yang terjadi karena teriris oleh benda yang tajam dan
rata seperti silet atau pisau. Tepi luka tampak teratur. Misalnya
luka operasi.

Luka Robek (Vulnus Laceratum)

Yaitu luka yang disebabkan oleh benturan keras dengan benda

tumpul. Tepi luka biasanya tidak teratur.

. Luka Tusuk (Vulnus Punctum)

Yaitu luka yang disebabkan oleh benda runcing yang menusuk
kulit, misalnya jarum atau paku.

Luka Gigitan (Vulnus Morsum)

Yaitu luka yang terjadi akibat gigitan hewan atau manusia. Bentuk
luka tergantung dari bentuk dan susunan gigi yang menggigit.
Luka Tembak (Vulnus Schlopetorum)

Yaitu luka karena peluru dari tembakan senjata api.
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g. Luka Bakar (Vulnus Combustion)
Yaitu luka yang terjadi karena kontak dengan api atau benda panas

lainnya, zat kimia, terkena radiasi, aliran listrik atau petir.

2. Luka Tertutup

Luka tertutup adalah cedera pada jaringan dimana kulit masih utuh

atau tidak mengalami luka. Jenis-jenis luka tertutup antara lain:

(Ismail, 2008)

a. Luka Memar (Vulnus Contussum)
Yaitu cedera pada jaringan dan menyebabkan kerusakan kapiler
sehingga darah merembes ke jaringan sekitarnya. Biasanya
disebabkan oleh benturan dengan benda tumpul.

b. Hematoma
Merupakan pengumpulan darah setempat yang biasanya
menggumpal di dalam organ atau jaringan akibat pecahnya dinding

pembuluh darah.

2.2.3 Proses Penyembuhan Luka
1. Fase Inflamasi
Fase inflamasi berlangsung dari hari pertama sampai hari ke 3 setelah
terjadi luka. Pada proses penyembuhan ini terjadi respon jaringan
yang rusak dimana jaringan yang rusak dan sel mast melepaskan
plasma dan polimorf nuklear ke sekitar jaringan. Neutrofil
memfagositosis mikroorganisme dan berperan sebagai pertahanan

awal terhadap infeksi. Jaringan yang rusak juga akan menyebabkan
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vasodilatasi dari pembuluh darah sekeliling yang masih utuh serta
meningkatkan penyediaan darah ke daerah tersebut, sehingga menjadi
merah dan hangat. Permeabilitas kapiler-kapiler darah meningkat dan
cairan yang kaya akan protein mengalir ke dalam spasium intertisial,
menyebabkan edema lokal dan hilangnya fungsi di atas sendi tersebut.
Makrofag mengadakan migrasi ke luar dari kapiler dan masuk ke
dalam darah yang rusak sebagai reaksi terhadap agen kemotaktik yang
dipacu oleh adanya cedera. Makrofag memfagosit bakteri dan juga
mensekresi faktor pertumbuhan seperti faktor pertumbuhan fibrobalas
(FGF), faktor pertumbuhan epidermal (EGF), faktor pertumbuhan

beta trasformasi (tgf) dan interleukin-1 (IL-1) (Hedrick, 2004).

Segera setelah cedera, membran sel melepaskan vasokonstriktor kuat,
seperti prostaglandin 2o dan thromboxane A2. Kolagen pada luka
akan mengawali proses pembekuan melalui jalur intrinsik dan
ekstrinsik. Gumpalan fibrin yang terbentuk mengandung kolagen,
trombin, dan fibronektin. Proses ini dilanjutkan dengan pelepasan
sitokin inflamatori dan faktor pertumbuhan. Neutrofil mengalami
kemotaksis ke dalam luka, dengan adanya interleukin-1, tumor
necrosis factor (TNF)-o, transforming growth factor (TGF)-G,
platelet factor-4, dan produk bakterial. Sel-sel ini membuang bakteri

dan jaringan mati yang ada di luka (Hedrick, 2004).

. Fase Destruktif
Pada fase destruksi terjadi pembersihan terhadap jaringan mati atau

yang mengalami devitalisasi serta bakteri oleh polimorf dan
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makrofag. Polimorf menelan dan menghancurkan bakteri. Fase ini
berlangsung dari hari ke 1 sampai hari ke 6 setelah terjadi luka.
Tingkat aktivitas polimorf yang tinggi hidupnya singkat, tetapi proses
penyembuhan dapat terus berjalan tanpa keberadaan sel tersebut

(Morison & Moya, 2003).

Sel-sel tersebut tidak hanya mampu menghancurkan bakteri dan
mengeluarkan jaringan yang mengalami devitalisasi serta fibrin yang
berlebihan, tetapi mampu merangsang pembentukan fibroblas yang
melakukan sintesa struktur protein kolagen dan menghasilkan sebuah
faktor yang dapat merangsang angiogenesis (Morison & Moya,

2003).

. Fase Proliferasi

Fase proliferasi berlangsung di hari ke 3 sampai hari ke 14 setelah
terjadi luka. Fibroblas meletakkan subtansi dasar dan serabut-serabut
kolagen, serta pembuluh darah baru mulai menginfiltrasi luka. Begitu
kolagen diletakkan, maka akan terjadi peningkatan yang cepat pada
kekuatan regangan luka. Kapiler-kapiler dibentuk oleh tunas
endothelial, yaitu suatu proses yang disebut angiogenesis. Bekuan
fibrin yang dihasilkan pada fase | dikeluarkan begitu kapiler baru
menyediakan enzim yang diperlukan. Tanda-tanda inflamasi mulai
berkurang dan terdapat jaringan yang dibentuk dari gelung kapiler
baru yang menopang kolagen dan substansi dasar, yang disebut
jaringan granulasi karena penampakannya yang granuler dan

warnanya merah terang (Hedrick, 2004).
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Luka akan masuk dalam fase proliferasi dengan adanya makrofag
aktif. Kolagenase yang disekresikan oleh makrofag aktif akan
membersihkan luka. Interleukin dan TNF merangsang fibroblas dan
TGF merangsang keratinosit. Epitelisasi, angiogenesis, serta deposisi
jaringan granulasi dan kolagen adalah tiga hal utama yang terjadi pada
fase ini. Pada fase proliferasi, gumpalan fibrin digantikan oleh fibrosit
yang menempatkan kolagen. Proliferasi sel endotel berujung pada
neovaskulerisasi dan formasi kapiler pada dasar luka. Hal ini
didukung oleh TNF-a dan sangat penting dalam penyembuhan luka

(Hedrick, 2004).

Fase proliferasi diakhiri dengan pembentukan jaringan granulasi.
Platelet-derived growth factor (PDGF) dan epidermal growth factor
(EGF) masing-masing disekresikan oleh platelet dan makrofag, dan
menyebabkan aktivasi fibroblas. Sebagai respons terhadap TGF-R 1
yang disekresikan oleh makrofag, fibroblas dalam luka akan
bertransformasi menjadi miofibroblas. Miofibroblas ini memiliki
kemampuan proliferasi yang lebih rendah, namun bertanggung jawab
atas kontraksi luka. Fibroblas yang dirangsang oleh PDGF akan
menghasilkan matriks yang terdiri dari kolagen tipe Il
glikosaminoglikan, dan fibronektin. Jaringan granulasi yang sehat
membutuhkan suplai nutrisi yang adekuat melalui kapiler (Hedrick,

2004).
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4. Fase Maturasi atau Remodelling
Fase maturasi berlangsung setelah fase proliferasi berakhir, sekitar
hari ke 14 hingga satu tahun pasca kulit mengalami trauma. Deposisi
matriks kolagen yang terorganisasi adalah tanda utama fase maturasi
atau remodelling. Pada awal fase ini, banyak terjadi deposisi kolagen
dan indurasi jaringan. Jaringan akan menjadi lunak saat kolagen
diresorpsi dan disusun. Regresi pembuluh darah menyebabkan
jaringan parut menjadi lebih pucat. Jika deposisi matriks bermasalah,
kekuatan jaringan akan terganggu, karena terlalu banyak kolagen
akan menimbulkan jaringan parut hipertrofik atau keloid. Kolagen
jaringan granulas memiliki karakter yang berbeda dari kolagen dermis
normal, kolagen ini memiliki serabut yang lebih tipis, mungkin akibat
hidroksilasi dan glikosilasi yang lebih besar pada residu lysine.
Kekuatan luka mencapai maksimum sebesar 80% seperti awal sekitar

3 bulan setelah cedera (Ko et al., 2008; Leaper DJ, 2008).

2.3 Centella Asiatica
Pegangan (Centella asiatica) merupakan salah satu tanaman yang banyak
digunakan dalam industri obat alami, baik sebagai penyusun ramuan maupun
sebagai bahan baku ekstrak (Dalimartha, 2000). Penggunaan ekstrak Centella
asiatica dalam industri obat alami yang telah didasari pengujian klinik adalah
untuk pengobatan luka, luka bakar, ulkus pada kulit, dan pencegahan keloid
serta hipertrofi. Secara oral, ekstrak Centella asiatica digunakan untuk
pengobatan ulkus lambung dan usus serta untuk memperlancar peredaran
darah ke otak sehingga dapat meluruhkan sumbatan aterosklerosis pada

mikrosirkulasi pembuluh darah otak (Duke, 2003). Di dalam Centella asiatica,
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selain asiatikosida terkandung glikosida triterpen yang lain yaitu madekosida,

serta aglikon asam asiatat dan asam madekasat (Bonte, 2004).

Tabel 1. Kandungan Gizi per 100 gram daun Centella Asiatica

Kandungan Gizi (% b/b) (% b/K) Literatur (%b/k)
Air 79,63 89,3 (%b/b)
Protein 4,58 22,5 14,95
Lemak 1,29 6,3 5,61
Abu 2,45 12,0 14,95
Karbohidrat 12,05 59,2 64,49
Asam asiatic 0,66 3,2
Vitamin C (mg) 79,14 388,5
[-karoten (ppm) 88,76 435,7
Fe (mg) 43,26 212,4
Ca (mg) 1994,28 9.790,3
Se (mcg) 4,55 22,3

Sumber: Arsyaf (2012)

Kandungan bahan aktif yang ditemukan dalam Centella asiatica antara lain
triterpenoid saponin, triterpenoid genin, minyak esensial, flavonoid, fitosterol,
dan bahan aktif lainnya (Gupta & Kumar, 2003). Centella asiatica
mengandung senyawa triterpenoid yang merupakan senyawa aktif dimana
kandungannya dapat merevitalisasi pembuluh darah sehingga peredaran darah
ke otak menjadi lancar, memberikan efek menenangkan dan meningkatkan

fungsi mental menjadi lebih baik (Prabowo, 2002).

Kandungan triterpenoid saponin dalam Centella asiatica berkisar antara 1-8%.
Unsur utama dalam triterpenoid saponin adalah asiatikosida dan
madekassosida (Gupta & Kumar, 2003). Madekassosida memiliki peran
penting karena mampu memperbaiki 10 kerusakan sel dengan merangsang
sintesis kolagen. Kolagen sangat penting sebagai bahan dasar pembentuk serat

fibroblas (Bonte et al., 2004).
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Triterpenoid saponin selain mengandung asiatikosida dan madekassosida juga
mengandung beberapa unsur lain, yaitu centellosida, brahmosida,
brahminosida serta B, C, dan D centellasaonin yang saling bekerjasama dalam
proses sintesa kolagen. Triterpenoid genin terdiri atas beberapa unsur asam.
Unsur yang paling dominan adalah asam asiatik. Asam asiatik berperan
penting dalam proses apoptosis sel kanker (Hsu et al.,, 2005). Selain
mengandung golongan senyawa triterpenoid, Centella asiatica juga
mengandung minyak esensial sebesar 0,1% dari seluruh kandungan bahan aktif
di dalamnya. Flavonoid merupakan salah satu kandungan gizi yang terdapat
dalam pegagan. Flavonoid termasuk senyawa fenolik alam yang potensial
sebagai antioksidan. Pegagan bersifat mendinginkan, berfungsi membersihkan
darah, melancarkan peredaran darah, penurun panas, menghentikan
pendarahan, meningkatkan saraf memori, antibakteri, tonik, antiplasma, anti
inflamasi, hipotensif, insektisida, antialergi, dan simultan (Lasmadiwati,
2004). Penggunaan pegagan dapat meningkatkan fungsi kognitif. Khasiat
pegagan diantaranya efek anti—neoplastik, efek pelindung tukak lambung,
menurunkan tekanan dinding pembuluh, mempercepat penyembuhan luka,
penambah nafsu makan, demam, gigitan ular, menyegarkan badan,
menurunkan panas, batuk kering, mimisan, peningkatan kecerdasan, dan anti

trombosis (Rao et al., 2005).

2.3.1 Peran Centella Asiatica dalam Proses Penyembuhan Luka
1. Fase Inflamasi
Pada fase inflamasi atau fase penyembuhan luka pertama di hari ke 1

sampai hari ke 3 setelah terjadinya luka, terjadi respon pertahanan
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melawan patogen yang dilakukan oleh PMN (Polimononuklear) atau
leukosit dan makrofag ke daerah luka. Polimononuklear akan
melindungi luka dari invasi bakteri ketika makrofag membersihkan
debris pada luka (Carville, 2007; Rainey, 2002). Fase ini sangat
penting pada penyembuhan luka untuk menentukan tidak adanya
infeksi yang memperburuk kondisi luka. Pada fase ini, essential oil
yang terkandung pada daun Centella asiatica memiliki efek anti
bakterial pada bakteri gram positif dan negatif untuk menghambat

pertumbuhan bakteri tersebut (Zheng dan Qin, 2007).

. Fase Proliferasi

Pada fase kedua penyembuhan luka atau fase proliferasi dimulai dari
hari ke 3 sampai hari ke 14 setelah terjadi perlukaan. Fase ini dibagi
menjadi fase destruktif dan fase proliferasi atau fibroblastik fase. Fase
ini terjadi suatu metode pembersihan dan penggantian jaringan
sementara, proses pembunuhan bakteri patogen dan makrofag
memfagosit bakteri yang mati dan debris dalam usaha membersihkan
luka. Selain itu, terjadi perangsangan fibroblastik sel untuk membuat
kolagen. Angiogenesis akan terjadi untuk membangun jaringan
pembuluh darah baru sehingga akan tampak adanya jaringan granulasi
dan epitelisasi pada luka (Carville, 2007; Rainey, 2002). Kandungan
daun pegagan yang diperkirakan berperan pada fase proliferatif
adalah triterpenoid dan asiatic acid. Triterpenoid akan merangsang
pembentukan matriks ekstraseluler, meningkatkan prosentase kolagen

dalam lapisan sel fibronektin (Vohra dkk, 2011; Jamil dkk, 2007). Hal
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ini juga didukung oleh Krishnaiah (2009) menyatakan terpenoid
bersifat menguatkan kulit, meningkatkan kosentrasi antioksidan pada
luka dan memperbaiki jaringan inflamasi sehingga cocok untuk luka
bakar. Kandungan triterpenoid akan membantu mempercepatan
proses penutupan dan perbaikan sel-sel jaringan yang rusak sehingga
luka cepat menutup. Selain itu, asiatic acid berperan dalam sintesis

kolagen (Medicine herbs, 2010; Jamil dkk, 2007).

3. Fase Maturasi
Fase maturasi atau fase remodeling merupakan fase terakhir
penyembuhan luka, dimana fungsi utamanya adalah meningkatkan
kekuatan regangan pada luka. Kolagen asli akan diproduksi selama
fase rekonstruksi yang diorganisir dengan kekuatan regangan yang
minimal (Carville, 2007; Rainey, 2002). Asiaticoside yang terkadung
dalam daun Centella asiatica diperkirakan akan bekerja pada fase ini
dimana Asiaticoside akan memfasilitasi proses penyembuhan luka
dengan meningkatkan komponen peptic hydroxyproline, tensile
strength, sintesis kolagen, angiogenesis, dan epitelisasi (Vohra dkk,

2011; Jamil dkk, 2007; Gohil dkk, 2010).

2.4 Sel Punca
Istilah stem cell atau sel punca diperkenalkan pertama kali oleh ahli histologi
asal Rusia, Alex Ander Maksimov (1874-1928), pada kongres hematologi
tahun 1908 di Berlin. Alex Ander Maksimov mengatakan bahwa di dalam

tubuh ada sel induk yang membentuk sel-sel darah. Pada tahun 1978 teori Alex
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Ander Maksimov terbukti dengan ditemukannya sel punca di sumsum tulang
belakang manusia yang mempunyai kemampuan untuk membentuk seluruh

jenis sel darah yang ada dalam tubuh manusia (Nurcahyo, 2009).

Pada tahun 1981, sel punca yang berasal dari embrio pertama kali diisolasi oleh
Gail, University of California, San Fransisco dan Mastin Evans, University of
Cambridge. Pada tanggal 5 November 1998, penelitian di University of
Wisconsin dan John Hopkins University melaporkan sel punca yang diisolasi
dari embrio manusia memiliki potensi untuk tumbuh menjadi berbagai tipe sel
dan dapat dipergunakan untuk menggantikan sel-sel tubuh yang rusak

(Djauhari, 2013).

Pada awal kehidupan, manusia terbentuk dari 2 sel yaitu, sel spermatozoa dan
sel ovum. Pada fertilisasi spermatozoa dan sel ovum melebur menjadi satu sel
dan kemudian membelah menjadi 2 sel, 4 sel, 8 sel, 16 sel, dan seterusnya.
Selanjutnya, sel-sel tersebut berdiferensiasi, terspesifikasi dan berkembang
menjadi organ tubuh manusia. Sel yang belum berdiferensiasi dan mempunyai
kemampuan untuk berkembang menjadi sel lain yang berbeda, dinamakan sel

punca (Hartono, 2016).

Arti dari kata stem cell adalah stem berarti batang; cell berarti sel, sel punca
adalah sel yang menjadi awal mula dari pertumbuhan sel lain yang menyusun
keseluruhan tubuh organisme, termasuk manusia. Seperti batang pada pohon
yang menjadi tumpuan bagi pertumbuhan ranting dan daunnya, sel punca juga
merupakan awal dari pembentukan berbagai sel penyusun tubuh (Halim dkk,

2010). Sel punca merupakan sel dari embrio, fetus, atau sel dewasa yang
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mempunyai kemampuan untuk memperbanyak diri sendiri dalam jangka
waktu yang lama, belum memiliki fungsi yang spesifik, dan mampu
berdiferensiasi menjadi tipe sel tertentu yang membangun sistem jaringan dan

organ dalam tubuh (Rantam dkk, 2009).

2.4.1 Karakteristik Sel Punca

1. Mempunyai kemampuan untuk berdiferensiasi. Sel punca mempunyai
karakteristik yang berbeda dengan sel tubuh yang sudah matang, sel
punca merupakan sel yang berada pada stadium awal perkembangan
sel, belum mempunyai bentuk dan fungsi yang khusus. Sel punca
mampu berkembang atau berdiferensiasi menjadi sel yang lainnya
(Alwi, 2012).

2. Kemampuan untuk memperbaharui atau meregenerasi dirinya sendiri
(self-regenerate/self-renew). Dalam hal ini, sel punca mempunyai
kemampuan untuk dapat membuat salinan sel yang persis sama

dengan dirinya melalui pembelahan sel (Alwi, 2012).

2.4.2 Klasifikasi Sel Punca
1. Berdasarkan Potensinya
Berdasarkan pada kemampuannya untuk berdiferensiasi, sel punca
dapat dikelompokkan menjadi: (Saputra, 2006; Wobus, 2005)
a. Totipotent. Sel punca yang mempunyai kemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi semua jenis sel. Sel punca ini merupakan
sel embrionik awal yang masih mempunyai kemampuan untuk

membentuk berbagai jenis sel. Sel punca jenis ini mempunyai
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kemampuan untuk membentuk satu individu yang utuh. Adapun
yang termasuk dalam sel punca dengan kemampuan totipotent
adalah zigot dan morula (Saputra, 2006; Wobus, 2005).

. Pluripotent. Sel punca yang mempunyai kemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi 3 lapisan embrional; ektoderm, mesoderm,
dan endoderm, tetapi tidak dapat menjadi jaringan ekstra
embrionik seperti plasenta dan tali pusat. Adapun yang termasuk
sel punca pluripotent adalah sel pada inner cell mass pada stadium
Blastocyst. Embryonic sel punca yang didapat dari inner cell mass,
mempunyai kapasitas untuk berdiferensiasi secara in vitro menjadi
semua sel somatik (Saputra, 2006; Wobus, 2005).

. Multipotent. Sel punca yang dapat berdiferensiasi menjadi
berbagai jenis sel. Sebagai contoh, hemopoetic stem cell yang
terdapat pada sumsum tulang mempunyai kemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel darah seperti eritrosit,
leukosit, dan trombosit. Pada jaringan dewasa, sel punca
multipotent terdapat pada jaringan dan organ untuk menggantikan
sel yang hilang atau terluka (Saputra, 2006; Wobus, 2005).

. Unipotent. Sel punca yang hanya dapat menghasilkan satu jenis
sel. Tetapi berbeda dengan non-sel punca, sel punca unipotent
mempunyai sifat dapat memperbaharui atau meregenerasi diri

(self-regenerate/self-renew) (Saputra, 2006; Wobus, 2005).
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2. Berdasarkan Sumbernya

Berdasarkan sumbernya, sel punca dibagi menjadi dua jenis, yaitu

embryonic stem cell dan adult stem cell yang masing-masing

mempunyai fungsi dan karakter yang berbeda (Saputra, 2006;

Widowati, 2013).

a. Zygote. Yaitu pada tahap sesaat setelah sperma bertemu dengan sel
telur (Saputra, 2006; Widowati, 2013).

b. Embryonic Stem Cell. Sel punca ini berasal dari inner cell mass
pada blastocyst (stadium embrio yang terdiri dari 50-150 sel,
Kira-kira hari ke 5 pasca pembuahan). Embryonic sel punca
biasanya didapatkan dari sisa embrio yang tidak terpakai pada IVF
(in vitro fertilization) (Saputra, 2006; Widowati, 2013).

c. Stem cell darah tali pusat. Diambil dari darah plasenta dan tali
pusat segera setelah bayi lahir. Stem cell dari darah tali pusat
merupakan jenis hematopoietic stem cell, dan ada yang
menggolongkan jenis stem cell ini ke dalam adult stem cell
(Saputra, 2006; Widowati, 2013).

d. Adult Stem Cell. Diambil dari jaringan dewasa, antara lain:

1) Sumsum tulang. Ada 2 jenis sel punca dari sumsum tulang,
yaitu:

a) Hematopoietic stem cell. Selain dari darah tali pusat dan

dari sumsum tulang, hematopoietic stem cell juga dapat

diperoleh dari darah tepi (Saputra, 2006; Widowati, 2013).

b) Stromal stem cell atau disebut juga stem cell (Saputra,
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2006; Widowati, 2013).

2) Jaringan lain pada dewasa seperti pada susunan saraf pusat,
adiposit (jaringan lemak), otot rangka, pankreas (Saputra,
2006; Widowati, 2013).

Adult stem cell mempunyai sifat plastis, artinya selain

berdiferensiasi menjadi sel yang sesuai dengan jaringan asalnya,

adult stem cell juga dapat berdiferensiasi menjadi sel jaringan lain.

Misalnya, neural stem cell dapat berubah menjadi sel darah, atau

stromal stem cell dari sumsum tulang dapat berubah menjadi sel

otot jantung, dan sebagainya (Saputra, 2006; Widowati, 2013).

2.4.3 Peran Sel Punca dalam Proses Penyembuhan Luka
1. Fase Inflamasi
Pada fase inflamasi, sel punca berperan dalam mengatur sel-sel
inflamasi dan menghambat sitokin inflamasi seperti TNF dan IFN-Y,
dan secara bersamaan meningkatkan produksi sitokin anti-inflamasi
interleukin-10 (IL10) dan IL-4. Dalam penanganan luka, peran anti
inflamasi ini yang sangat diperlukan. Karena tingkat inflamasi tinggi
mempengaruhi penyembuhan luka, maka proses penyembuhan
diulang kembali dengan mempercepat fase inflamasi untuk segera

masuk ke fase proliferasi (Lee DE, dkk, 2016).

Sel punca juga diketahui memiliki peranan lain yaitu sebagai anti
mikroba yang penting untuk penanganan infeksi. Terdapat dua

mekanisme peran anti-mikroba ini, yaitu secara langsung melalui
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sekresi faktor anti-mikroba seperti LL-37, dan secara tidak langsung
melalui sekresi faktor-faktor imunomodulasi agar sel-sel imun

meningkatkan proses fagositosis (Lee DE, dkk, 2016).

2. Fase Proliferasi
Pada fase proliferasi, sel punca berperan dalam sekresi berbagai
mediator untuk perbaikan jaringan seperti faktor-faktor pertumbuhan,
sitokin, kemokin, khususnya VEGF, PDGF, bFGF, EGF, keratinocyte
growth factor (KGF), hepatocyte growth factor (HGF), dan TGF-p.
Sel punca juga merangsang dermal fibroblasts untuk merangsang
granulasi dan epitelisasi pada jaringan luka, sehingga mempercepat
penutupan luka. Sel punca juga mensekresi mitogen yang dapat
merangsang proliferasi dari keratinosit, dermal fibroblasts, dan sel

endotel pada percobaan in vitro (Lee DE, dkk, 2016).

3. Fase Maturasi
Pada fase maturasi, sel punca berperan dalam menekan enzim matrix
metalloproteinase (MMP)-1 atau enzim degradasi matriks kolagen,
regenerasi fibroblas yang berfungsi untuk membentuk kolagen, dan
elastin yang berguna untuk membuat matriks ekstraseluler yang baru

(Lee DE, dkk, 2016).

2.5 Tali Pusat
Tali pusat merupakan jaringan ikat yang menghubungkan antara plasenta dan
janin yang memiliki peranan penting dalam interaksi antara ibu dan janin

selama masa kehamilan. Jaringan ini berfungsi menjaga viabilitas dan



29

memfasilitasi pertumbuhan embrio serta janin. Tali pusat sangat penting bagi
perkembangan, kesejahteraan, dan kelangsungan hidup fetus karena berfungsi
sebagai sumber oksigen, nutrien dan pembuangan zat-zat sisa. Proses ini
diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangan janin. Tali pusat (umbilical
cord) adalah saluran kehidupan bagi janin selama dalam kandungan dengan
plasenta. Saluran ini biasanya terdiri dari tiga pembuluh darah yaitu satu

pembuluh darah vena dan dua pembuluh darah arteri (Cunningham, 2005).

Pembentukan tali pusat dimulai dari mesoderm connecting stalk yang memiliki
kemampuan angiogenik, kemudian akan berkembang menjadi pembuluh darah
dan connecting stalk tersebut akan menjadi tali pusat. Pada tahap awal
perkembangan rongga perut masih terlalu kecil untuk usus yang berkembang,
sehingga sebagian usus terdesak kedalam rongga selon ekstraembrional pada
tali pusat. Pada sekitar akhir bulan ketiga, penonjolan lengkung usus
(intestional loop) ini masuk kembali ke dalam rongga abdomen janin yang
telah membesar. Kandung kuning telur (yolk-sac) dan tangkai kandung kuning
telur (ductus vitellinus) yang terletak dalam rongga korion, yang juga tercakup
dalam connecting stalk, juga tertutup bersamaan dengan proses semakin
bersatunya amnion dengan korion. Setelah struktur lengkung usus, kandung
kuning telur dan duktus vitellinus menghilang, tali pusat akhirnya hanya
mengandung pembuluh darah umbilikal (2 arteri umbilikalis dan 1 vena
umbilikalis) yang menghubungkan sirkulasi janin dengan plasenta. Pembuluh
darah umbilikal ini diliputi oleh mukopolisakarida yang disebut wharton’s jelly

(Cunningham, 2005).
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Tali pusat berfungsi sebagai saluran yang menghubungkan antara plasenta dan
bagian tubuh janin sehingga janin mendapat asupan oksigen, makanan dan
antibodi dari ibu yang sebelumnya diterima terlebih dahulu oleh plasenta
melalui vena umbilikalis. Selain itu tali pusat juga berfungsi sebagai saluran
pertukaran bahan-bahan kumuh seperti urea dan gas karbon dioksida yang

akan meresap keluar melalui arteri umbilikalis (Cunningham, 2005).

Lapisan terluar tali pusat terdiri dari epitel amnion dan di dalamnya terdapat
massa internal mesodermal yang disebut wharton’s jelly. Di dalam lapisan
wharton’s jelly terdapat dua saluran endodermal (duktus allantois dan duktus
vitellini) dan pembuluh darah umbilikalis. Struktur tali pusat normal terdiri dari
dua arteri umbilikalis, dan satu vena umbilikalis yang dikelilingi oleh
wharton’s jelly, dan lapisan tunggal selaput amnion. Arteri umbilikalis yang
berasal dari aorta embrio selanjutnya akan menjadi cabang-cabang arteri iliaka

interna pada janin (Karsono, 2010).

Wharton's jelly berasal dari lapisan mesenkim yang tersusun dari jaringan
kolagen, asam hialuronat, beberapa serat otot, dan air. Struktur ini berfungsi
untuk memberikan dukungan mekanis dan perlindungan struktural pada tali
pusat. Jaringan ini juga memiliki peran angiogenik dan metabolik untuk
sirkulasi tali pusat. Wharton’s jelly juga memiliki fungsi salah satunya

membantu mencegah penekukan tali pusat (Karsono, 2010).
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Gambar 2. Kerangka Teori
Pengaruh Pemberian Ekstrak Sel Punca Mesenkimal Tali Pusat Manusia dan Centella
Asiatica Pada Proses Penyembuhan Luka.
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Gambar 3. Kerangka Konsep

Reaksi Alergi

Pemberian Ekstrak Sel Punca Mesenkimal Tali Pusat Manusia dan Centella
Asiatica Terhadap Makroskopis Kulit yang Mengalami Luka Post Hecting.

2.7 Hipotesis

Berdasarkan tinjauan pustaka di atas, maka hipotesis dari penelitian ini adalah:

a. Terdapat perbedaan waktu penyembuhan

luka post hecting antara

pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan

Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley.

b. Tidak terdapat infeksi lokal pada penyembuhan luka post hecting dengan

pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia maupun

Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley.

c. Tidak terdapat reaksi alergi pada penyembuhan luka post hecting dengan

pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia maupun

Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley.



3.1

3.2

3.3

BAB Il
METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian

Berdasarkan metode penelitiannya, penelitian ini merupakan penilitian
eksperimental laboratorik yang bertujuan untuk mengetahui perbedaan
penyembuhan luka post hecting secara makroskopis antara pemberian topikal
ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan Centella asiatica pada
tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang meliputi

waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi alergi.

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler dan Animal House
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Pembuatan sediaan topikal ekstrak
sel punca mesenkimal tali pusat manusia dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler selama 1 hari, dan perlakuan serta pengamatan secara makroskopis
dilakukan di Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Lampung selama

14 hari.

Subjek Penelitian

3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley. Sampel yang digunakan adalah tikus

yang memenuhi Kriteria inklusi dan eksklusi sebagai berikut:
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1. Kriteria Inklusi
Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang
memiliki berat badan normal (1500-2500 gram), berusia 3-6 bulan
sebelum dilakukan adaptasi, tampak sehat dan bergerak aktif, serta

pada pengamatan visual tidak terdapat kelainan anatomis.

2. Kriteria Eksklusi
Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang
memiliki kelainan pada kulit, terdapat penurunan berat badan secara
drastis lebih dari 10% setelah masa adaptasi di laboratorium, dan mati

selama masa perlakuan.

3.3.2 Sampel Penelitian
Pada penelitian ini, sampel dibagi ke dalam tiga kelompok perlakuan,
dimana satu kelompok adalah control groups dan dua kelompok lainnya

adalah experimental groups.

1. Besar Sampel
Besar sampel penelitian dihitung dengan menggunakan rumus
Federer untuk data homogen, yaitu t(n-1) > 15, dimana t = banyaknya
kelompok perlakuan dan n = jumlah sampel tiap kelompok

(Sastroasmoro & Sofyan, 2014).

Penelitian ini menggunakan 3 kelompok perlakuan yang terdiri dari:
(1) kelompok kontrol negatif (K) yang diberi Povidine iodine 1x

sehari, (2) kelompok perlakuan 1 (P1) yang diberi topikal ekstrak sel
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punca mesenkimal tali pusat manusia 1x sehari, dan (3) kelompok
perlakuan 2 (P2) yang diberi ekstrak Centella asiatica dalam bentuk
salep 1x sehari, sehingga jumlah sampel yang dibutuhkan adalah:
t(n-1) > 15
3(n-1)>15
3n-3>15
3n>15+3=18

n>18/3=6

Berdasarkan rumus tersebut, jumlah minimal sampel yang dibutuhkan
untuk masing-masing kelompok perlakuan adalah 6 ekor tikus dan
jumlah minimal sampel untuk 3 kelompok perlakuan adalah 18 ekor
tikus. Jumlah minimal sampel ditambahkan 10% untuk
mengantisipasi drop out sehingga total keseluruhan sampel yang
dibutuhkan dalam penelitian ini adalah 21 ekor tikus. Pembagian
sampel ke dalam tiga kelompok perlakuan dilakukan dengan

pemilihan secara acak.

2. Teknik Sampling
Pada penilitian ini pengambilan sampel dilakukan dengan cara simple

random sampling.

3.4 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
rancangan penelitian randomize only control group design dengan mengamati

perbedaan penyembuhan luka post hecting secara makroskopis antara
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pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley yang meliputi waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi
alergi. Sampel dibagi ke dalam tiga kelompok perlakuan dengan menggunakan

teknik simple random sampling.

3.5 Identifikasi Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas penelitian ini adalah sediaan topikal ekstrak sel punca

mesenkimal tali pusat manusia dan salep ekstrak Centella asiatica.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat penelitian ini adalah makroskopis luka post hecting tikus
putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang meliputi

waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi alergi.

3.6 Definisi Operasional Variabel Penelitian

Tabel 2. Definisi Operasional Variabel Penelitian

No Variabel DEf”?'S' Alat Ukur ~ Cara Ukur  Hasil Ukur Skala
Operasional Ukur
Variabel
Bebas
1  EkstraSel  Wharton’s Jelly  Lembar Hasil Makroskop Katego
Punca Mesenchymal Observasi  pengamata  is luka rik
Mesenkim  Stem Cells n dicatat di  subjek
al Tali (WJIMSCs) yang dalam penelitian
Pusat diisolasi dari tali lembar
Manusia pusat manusia observasi
dan dibuat di
Laboratorium
Biologi

Molekuler FK
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No Variabel Def|n.|5| Alat Ukur  Cara Ukur  Hasil Ukur Skala
Operasional Ukur
Unila.
Dioleskan
topikal 1 kali
sehari.

2 Ekstrak Salep ekstrak Lembar Hasil Makroskop  Katego
Centella Centella Observasi  pengamata s luka rik
Asiatica Asiatica bekerja ndicatatdi  subjek

menghambat dalam penelitian
biosintesa lembar

collagen yang observasi

berguna untuk

mempercepat

penyembuhan

luka. Dioleskan

topikal 1 kali

sehari.

3 Povidine Antiseptik yang  Lembar Hasil Makroskop Katego

lodine digunakan Observasi  pengamata s luka rik
sebagai ndicatat di  subjek
disinfektan pada dalam penelitian
kulit. Diberikan lembar
pada kelompok observasi
control negative
1 kali sehari.

Variabel Terikat

Makroskopis Luka Sayat, meliputi:

4 Waktu Waktu yang Skor Hasil Lama Numeri
Penyembu  dibutuhkan Nagaoka pengamata  waktu k
han Luka untuk ndicatatdi  penyembu

melakukan dalam han luka
perbaikan lembar (hari);
jaringan; observasi 1.> 14 hari
ditandai dengan (lambat)
permukaan yang 2. 7-14 hari
bersih, sedikit (sedang)
granulasi, dan 3. <7 hari
tidak ada (cepat)
jaringan yang

hilang.

5 Infeksi Kerusakan Skor Hasil 1. Infeksi Ordinal

Lokal spesifik dan Nagaoka pengamata  lokal
terbatas dari n dicatat di ~ disertai pus
jaringan luka dalam 2. Infeksi
akibat invasi lembar lokal tanpa
mikroba; observasi pus
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No  Variabel DEfm.ISI Alat Ukur  Cara Ukur  Hasil Ukur Skala
Operasional Ukur
ditandai dengan 3. Tidak
adanya ada infeksi
tanda-tanda lokal

inflamasi kalor,
rubor, tumor,
dolor, function

laesi.
6  Reaksi Reaksi lokal Skor Hasil 1. Ada Nomin
Alergi diakibatkan oleh  Nagaoka pengamata  reaksi al
hipersensitivitas ndicatatdi alergi
yang ditandai dalam 2. Tidak
dengan adanya lembar ada reaksi
bintik merah di observasi alergi
sekitar luka.

3.7 Alat dan Bahan

3.7.1 Alat Penelitian
a. Kandang hewan coba
b. Timbangan digital
c. Pisau cukur
d. Pisau skalpel steril
e. Spuit 1 cc dan jarum
f. Gelas beker
0. Mikropipet beserta tipnya
h. Inkubator
I. Quick-DNA Universal Kit (tabung Zymo-Spin I1C-XL)
J.  Tabung mikrosentrifugasi
k. Benang hecting silk
I.  Jarum hecting

m. Kassa steril



n.

0.
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Plester

Biological safety cabinet

3.7.2 Bahan Penelitian

a.

b.

Pakan dan minum tikus

Alkohol 70%

NaCl fisiologis

Tali pusat manusia

Larutan buffer garam fosfat

Quick-DNA Universal Kit (Solid Tissue Buffer, Proteinase K,
Genomic Binding Buffer, DNA-Pre Wash Buffer, g-DNA Wash
Buffer, dan DNA Elution Buffer)

Lidocain 0.2%

Povidine lodine

Salep ekstrak Centella Asiatica

3.8 Cara Kerja

3.8.1 Tahap Persiapan

1.

Aklimatisasi Hewan Uji

Sebelum tikus diberi perlakuan dan dilakukan percobaan di
laboratorium, terlebih dahulu tikus diadaptasikan selama seminggu di
Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Tikus
diadaptasikan dengan makanan, minuman, tempat tinggal, dan
lingkungan barunya. Pemberian makan tikus dilakukan dengan

standar sesuai dengan kebutuhannya.
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2. Pembuatan Ekstrak Sel Punca Mesenkimal Tali Pusat
Penelitian dilakukan setelah mendapat persetujuan ethical clearance
dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung. Tali pusat didapat dari donor sukarela yang
telah menandatangani lembar informed consent. Donor sukarela
merupakan 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 (Chen, et al., 2013).

Setelah bayi lahir, tali pusat dipotong sekitar 5-7 cm menggunakan
pisau steril dan disimpan 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 membersihkannya dari darah yang

menempel di permukaan (Puranik, et al., 2012).

Ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dibuat
menggunakan Quick DNA Universal Kit, produksi Zymo Research.
Sampel tali pusat dipotong dengan ukuran sangat kecil. Sampel
seberat 25 mg yang telah di timbang menggunakan timbangan digital
dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifugasi lalu ditambahkan
dengan 95 pL air, 95 pL Solid Tissue Buffer, dan 10 pL Proteinase K
kemudian putar menggunakan vortex selama 10-15 detik. Setelah itu,

tabung tersebut diinkubasi pada suhu 55°C selama 1-3 jam.
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Setelah inkubasi selesai, sentrifugasi tabung dengan kecepatan 12.000
Xxg selama 1 menit lalu ambil supernatan dan masukkan ke dalam
tabung mikrosentrifugasi baru. Kemudian tambahkan Genomic
Binding Buffer sebanyak 2 kali volume ke dalam supernatan yang
telah dipisahkan tersebut (contoh: tambahkan 400 pL Genomic
Binding Buffer untuk 200 pL supernatan), vortex selama 10-15 detik.
Pindahkan campuran tersebut ke tabung Zymo-Spin IIC-XL dalam
tabung pengumpul lalu sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 xg
selama 1 menit, kemudian buang supernatan hasil sentrifugasi.
Setelah itu, tambahkan 400 pL DNA Pre-Wash Buffer lalu
sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 xg selama 1 menit, dan

kosongkan tabung pengumpul.

Kemudian, tambahkan 700 pL g-DNA Wash Buffer 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 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 pengumpul baru, lalu inkubasi pada
suhu ruang selama 5 menit, kemudian sentrifugasi dengan kecepatan
12.000 xg selama 1 menit. Terbentuklah 50 pL ekstrak sel punca
mesenkimal tali pusat manusia. Simpan pada suhu -20°C sampai

ekstrak akan digunakan.
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3.8.2 Tahap Pengujian
1. Pembuatan Luka Post Hecting
Sebelum tikus diberikan perlakuan, terlebih dahulu bulu di sekitar
area perlukaan tikus yang akan disayat dicukur sesuai dengan luas
area yang diinginkan. Setelah itu, dilakukan prosedur anastesi
menggunakan lidocaine 0,2 ml/kgBB secara subcutan untuk tindakan
bedah superfisial. Hal ini bertujuan agar tikus tidak merasakan sakit
dan mencegah tikus dari pergerakan yang berlebihan saat diberikan
perlakuan sehingga mempermudah peneliti untuk melakukan
prosedur selanjutnya. Perlukaan dibuat di area punggung tikus
sepanjang 2 cm dengan menggunakan skalpel atau pisau bedah yang
steril dan kedalaman hingga mencapai lapisan dermis yang ditandai
dengan keluarnya darah, setelah itu luka dijahit menggunakan benang

hecting jenis silk.

2. Pemberian Terapi
Setelah luka sayat dibuat, dilakukan hecting pada seluruh kelompok
penelitian, lalu seluruh kelompok penelitian diolesi dengan povidine
iodine sampai menutupi seluruh permukaan luka pada hari ke 1-4.
Kemudian, hecting dibuka pada hari ke-4 dan perlakuan dilanjutkan
sesuai dengan masing-masing kelompok yang sudah ditentukan. Luka
post hecting pada kelompok kontrol negatif (K) hanya dioleskan
povidine iodine sampai menutupi seluruh permukaan luka. Pada
kelompok perlakuan 1 (P1), luka diolesi dengan ekstrak sel punca

mesenkimal tali pusat manusia (WJMSCs) 0.02 mL sampai menutupi
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seluruh permukaan luka, begitupun dengan kelompok perlakuan 2
(P2) diolesi dengan salep ekstrak Centella asiatica 0.02 mL sampai
menutupi seluruh permukaan luka. Perawatan pada luka post hecting
tersebut dilakukan sebanyak satu kali sehari selama 14 hari sesuai
dengan lama proses penyembuhan luka normal mencapai fase

proliferasi.

. Penilaian Makroskopis

Penilaian makroskopis terhadap gambaran klinis penyembuhan luka
sayat pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley setelah diberikan perlakuan dilakukan setiap hari selama 14
hari. Penilaian makroskopis ini menggunakan skor Nagaoka yang
meliputi waktu penyembuhan luka, infeksi lokal, dan reaksi alergi

yang dapat dilihat dalam tabel berikut:

Tabel 3. Skor Penilaian Makroskopis

Parameter dan Deskripsi Skor

Waktu Penyembuhan Luka

» Dibawah 7 hari 3

* Antara 7-13 hari 2

* 14 hari ke atas 1
Infeksi Lokal

» Tidak ada infeksi lokal 3

» Infeksi lokal tanpa disertai pus 2

» Infeksi lokal disertai pus 1
Reaksi Alergi

» Tidak ada reaksi alergi 3

» Reaksi alergi berupa warna bintik 1

merah di sekitar luka
Sumber: Nagaoka, et al., 2000.




3.9 Alur Penelitian

Penimbangan berat badan tikus

Pemberian anastesi dengan Lidocain 0,2-0,4 ml/kgBB secara s.c

A\ 4

dengan benang silk

Pembuatan luka sayat sepanjang 2 cm dengan kedalaman sampai lapisan dermis
lalu luka di-hecting

Pemberian Povidone iodine hari 1-4 pada seluruh kelompok penelitian

\ 4

Pelepasan hecting pada seluruh kelompok penelitian di hari ke-4

Pemberian
Povidine iodine
1x sehari

Pemberian topikal
ekstrak sel punca
mesenkimal tali
pusat manusia 1x
sehari

Pemberian salep
ekstrak Centella
asiatica 1x sehari

A 4

Pengamatan makroskopis luka post hecting meliputi waktu penyembuhan,
infeksi lokal, dan reaksi alergi selama 14 hari

A 4

Pengolahan data hasil pengamatan

A

Pembuatan laporan hasil penelitian

Gambar 4. Alur Penelitian
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3.10 Pengolahan dan Analisis Data
Sebelum melakukan uji hipotesis, terdapat beberapa langkah yang harus
dilakukan dengan tepat. Langkah-langkah dalam melakukan uji hipotesis
tersebut adalah sebagai berikut (Dahlan, 2009):
a. Menentukan variabel yang dihubungkan
b. Menentukan jenis hipotesis
c. Menetukan berpasangan/tidak berpasangan

d. Menentukan jumlah kelompok atau jenis tabel

Penelitian ini merupakan penelitian yang variabel bebasnya merupakan data
dengan skala kategorik dan variabel terikatnya berupa data dengan skala
pengukuran numerik lebih dari dua kelompok tidak berpasangan. Jenis
hipotesis yang digunakan untuk mencari hubungan antar variabelnya adalah

hipotesis komparatif numerik tidak berpasangan.

Berdasarkan pemaparan di atas, hasil pengamatan tentang perbedaan
penyembuhan luka post hecting secara makroskopis antara pemberian topikal
ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan Centella asiatica
pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley dari segi
waktu penyembuhan luka dianalisis menggunakan analisis univariat untuk
proporsi dan analisis bivariat untuk uji hipotesis komparatif skala pengukuran
numerik lebih dari dua kelompok tidak berpasangan untuk mengetahui

hubungan antarvariabel kategorik dan numerik.
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Data dianalisis menggunakan software statistik. Jenis statistik yang

digunakan adalah uji One Way ANOVA dengan beberapa catatan sebagai

berikut (Dahlan & Sopiyudin, 2009):

a. Bila sebaran normal dan varian sama, gunakan uji One Way ANOVA
dengan post hoc Bonferroni atau LSD.

b. Bila sebaran normal dan varian berbeda, gunakan uji One Way ANOVA
dengan post hoc Tamhane'’s.

c. Bila sebaran tidak normal, lakukan transformasi. Analisis yang dilakukan
bergantung pada sebaran dan varian hasil transformasi.

d. Bila sebaran tidak normal, gunakan uji Kruskal-Wallis dengan post hoc

Mann-Whitney.

Sedangkan hasil pengamatan tentang perbedaan penyembuhan luka post
hecting secara makroskopis antara pemberian topikal ekstrak sel punca
mesenkimal tali pusat manusia dengan Centella asiatica pada tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) dari segi infeksi lokal dan reaksi alergi dianalisis

menggunakan statistik deskriptif kategorik.

Kaji Etik

Penelitian ini dilakukan setelah mendapatkan ethical clearance dari Komisi
Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung yang
bernomor 1857/UN26.18/PP.05.02.00/2019 dengan menerapkan prinsip 3R

yaitu replacement, reduction, dan refinement.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Terdapat perbedaan waktu penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia dengan
Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley.

2. Terdapat infeksi lokal pada penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia
maupun Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley.

3. Tidak terdapat reaksi alergi pada penyembuhan luka post hecting antara
pemberian topikal ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia
maupun Centella asiatica pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley.

4. Ditemukan perbedaan efektivitas pada kelompok kontrol (Povidine iodine)
terhadap kelompok perlakuan 1 (WJMSCs) dan 2 (Centella asiatica),
namun tidak didapatkan adanya perbedaan rerata pada perlakuan 1

terhadap perlakuan 2.
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5.2 Saran

1. Pada penelitian selanjutnya dilakukan perbandingan dosis pada pemberian
ekstrak sel punca mesenkimal tali pusat manusia untuk menentukan dosis
efektif pada penelitian mengenai sel punca mesenkimal.

2. Pada penelitian selanjutnya untuk pengamatan makroskopis dilakukan
pengambilan gambar dengan kamera dan pencahayaan yang baik agar
hasil gambar terlihat lebih jelas dan konsisten.

3. Pada penelitian selanjutnya dilakukan pengamatan dan penilaian secara
mikroskopis pada penyembuhan luka post hecting sehingga hasil yang

didapat lebih teliti dan spesifik.
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