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ABSTRAK

Latar Belakang Menurut RISKESDAS 2018, proporsi cedera luka insisi atau iris
di Indonesia adalah sebesar 20,1%. Salah satu tanaman herbal yaitu Morinda
citrifolia L. atau mengkudu yang banyak terdapat di Indonesia dan dapat
bermanfaat untuk menunjang penyembuhan luka insisi dan sintesis kolagen.
Tujuan Mengetahui adanya perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
beberapa dosis salep ekstrak buah mengkudu pada luka insisi pada tikus jantan galur
Wistar.

Metode Penelitian dengan Post Test Only Group Design pada 30 ekor tikus jantan
galur Wistar tertentu, dibagi secara acak menjadi 5 kelompok. Kelompok P1, P2
dan P3 diberika salep ekstrak buah mengkudu dosis 10%, 20% dan 30% secara
berurutan. Kelompok kontrol KO diberikan perlakuan basis salep dan kelompok
kontrol K1 diberikan perlakuan salep gentamisin.

Hasil Hasil uji dengan independent t-test pada kelompok KO dan P1 dengan
kelompok P2, P3 dan K1 didapatkan berbedaan yang bermakna (p=0,000). Hasil
pada kelompok P2 dengan kelompok P3 didapatkan berbedaan yang tidak
bermakna (p=0,644). Hasil pada kelompok K1 dengan kelompok P2 dan P3
didapatkan berbedaan yang tidak bermakna (p=0,471 dan p=0,153).

Kesimpulan Terdapat perbedaan jumlah kolagen yang bermakna sesudah
pemberian dosis salep ekstrak buah mengkudu 20% dan 30% pada luka insisi tikus
galur Wistar.

Kata Kunci Morinda citrifolia L., Ekstrak buah mengkudu, jumlah kolagen

Xi



ABSTRACT

Background According to the RISKESDAS 2018, the proportion of incision type
injuries in Indonesia is 20.1%. One option for herbal treatment is Morinda citrifolia
L. or often called noni which is known to grown well throughout the majority of
regions in Indonesia and it can be useful to support incision wound healing and
collagen synthesis.

Aim This research aims to find out the differences in the amount of collagen after

administration of several doses of Noni fruit extract ointment to incision wounds in
male Wistar strain rats.

Method This experimental research using Post Test Only Group Design. The
samples were 30 Wistar strain male rats with certain criteria, randomly divided
into 5 groups. Group P1, P2 and P3 was treated with 10%, 20% and 30% noni fruit
extract ointment respectively. Group KO was treated with cream base ointment and
group K1 was treated with gentamicin ointment.

Results Test results with independent t-test found significant difference between
group KO and P1 with groups P2, P3 and K1 (p = 0,000). The results in group P2
with group P3 found no significant difference (p = 0,644). The results in group K1
with groups P2 and P3 were found to be insignificant (p = 0,471 and p = 0,153).
Conclusion There is a significant difference in the amount of collagen after
administration of 20% and 30% doses of noni fruit extract ointment to the Wistar
strain rat incision wound.

Keywords: Morinda citrifolia L., Noni fruit extract, collagen amount

Xii



BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Luka adalah hilangnya atau rusaknya sebagian jaringan tubuh. Keadaan ini
dapat disebabkan oleh trauma benda tajam atau tumpul, perubahan suhu, zat kimia,
ledakan, sengatan listrik atau gigitan hewan. Bentuk luka terbagi menjadi
bermacam-macam bergantung penyebabnya, misalnya luka insisi atau vulnus
scissum disebabkan oleh benda tajam* Gaya mekanik dapat menimbulkan beragam
bentuk kerusakan jaringan. Tipe kerusakan bergantung dari bentuk benturan,
jumlah energi yang didapat ketika benturan dan jaringan atau organ yang menerima.
Semua jaringan ikat bereaksi secara sama terhadap gaya mekanik dan bentuk
cederanya dapat terbagi meliputi abrasi, kontusi, laserasi, luka insisi dan luka
tusukan. Luka insisi ditimbulkan oleh instrumen tajam dan dapat merusak
pembuluh darah secara parah.?

Luka merupakan keadaan yang sering dialami oleh setiap orang, baik
dengan tingkat keparahan ringan, sedang atau berat. Menurut Laporan Nasional
Riset Kesehatan Dasar tahun 2018 yang dilakukan oleh Balitbang Kemenkes R,
proporsi cedera jenis luka insisi atau iris di Indonesia adalah sebesar 20,1%,
terbanyak ketiga dari luka lecet/lebam/memar dan terkilir. Prevalensi tertinggi
berdasarkan karakteristik meliputi; pada usia 35-44 tahun sebesar 24,0%, pada jenis
kelamin laki-laki sebesar 23,1%, pada pendidikan tamat SD sebesar 22,3%, pada
status pekerjaan nelayan sebesar 30,7% dan pada penduduk perdesaan sebesar

21,8%.3



Penyembuhan luka meliputi variasi dari beberapa proses yaitu, peradangan
akut, proliferasi sel dan kontraksi dari kisi kolagen yang terbentuk. Beberapa tipe
dari sel dikerahkan menuju lokasi cedera untuk menjalankan proses penyembuhan.
Mengikuti netrofil dan monosit, fibroblas tertarik ke lokasi cedera untuk inisiasi
fase proliferatif. Fibroblas mensekresi kolagen dan glikosaminoglikan dari jaringan
granulasi baru, yang kemudian mempengaruhi remodeling jaringan granulasi
menjadi dermis matur.*

Penanganan luka insisi diawali dengan penghentian perdarahan, kemudian
setelah perdarahan berhenti, luka insisi dapat ditutup, namun perlu diperhatikan
apabila terdapat benda asing didalam luka, oleh karena itu perlu dilakukan
eksplorasi sebelum penutupan luka untuk menghindari infeksi ataupun gangguan
penyembuhan luka. Pada luka insisi yang terjadi secara tidak sengaja dan pada
area tindakan bedah yang telah terkolonisasi ataupun pada penelitian dengan
hewan, dapat diasumsikan bahwa bakteri telah terdapat pada luka tersebut.
Perawatan luka yang baik berperan penting untuk pencegahan infeksi mikroba.
Pada awal fase penyembuhan luka ketika proliferasi bakteri dimulai, pemberian
antibiotik secara parenteral diketahui dapat mengeliminasi bakteri. Penggunaan
antibiotik ini sekarang umum dilakukan pada banyak keadaan.® Pemberian
antibiotik gentamisin secara lokal diketahui menunjukan hasil yang efektif serta
dapat menunjang fase epitelisasi pada penyembuhan luka .57

Morinda citrifolia L. telah dikenali sebagai tanaman penting untuk
pengobatan berbagai gangguan fisiologis. Morinda citrifolia L. secara umum

dikenal dengan nama mulberi india, noni atau di Indonesia disebut mengkudu.



Mengkudu telah dilaporkan memiliki jangkauan luas dalam penggunaan terapi
penyakit seperti artritis, luka bakar, sakit kepala, luka dan infeksi kulit. Bagian-
bagian dari tumbuhan mengkudu dari akar, daun dan buahnya memiliki dominasi
kandungan-kandungan yang berbeda. Buah mengkudu diketahui dapat bekerja
sebagai antiinflamasi, imunostimulan, antioksidan hingga antimikroba.® Buah
mengkudu mengandung zat nutrisi dan zat aktif seperti B-karoten, flavonoid,
skopoletin serta glikosida iridoid dengan berbagai fungsi meliputi antioksidan,
antiinflamasi hingga menunjang sintesis kolagen dan perlindungan matriks
ekstraseluler. Pada penelitian sebelumnya diketahui penggunaan salep ekstrak
mengkudu untuk luka insisi cenderung bermanfaat untuk penyembuhan luka namun
secara statistik tidak bermakna, hal ini diantaranya diduga terjadi karena dosis
ekstrak mengkudu topikal yang kurang. %°

Sebagai hewan percobaan untuk penyakit pada manusia, tikus menawarkan
banyak keuntungan. Pada faktanya, tikus pernah menjadi organisme yang paling
banyak digunakan secara luas pada penelitian medis dan kesuksesan isolasi dari sel
embryo-derived stem (ES) pada tikus akan dengan cepat memperluas
penggunaannya. Lebih jauh lagi, pada banyak kasus, fisiologi tikus lebih sesuai
dengan kondisi manusia. Fisiologis tikus diketahui juga lebih mudah untuk
diperiksa dibanding mencit.* Tikus galur Wistar saat ini diketahui merupakan salah
satu biakan tikus yang populer dan digunakan pada berbagai laboratorium
penelitian. Biakan tikus ini telah dikembangkan sejak tahun 1906 oleh Institut
Wistar untuk penelitian biologi dan medis, dan tercatat sebagai biakan tikus

pertama yang dikembangkan untuk menjadi hewan percobaan.



Berdasarkan uraian diatas, meliputi kandungan-kandungan dalam buah
mengkudu dan sifat-sifat tikus yang mendukung untuk digunakan sebagai hewan
percobaan untuk penyakit manusia, maka penulis ingin mengetahui lebih lanjut
mengenai pengaruh salep ekstrak buah mengkudu dalam pembentukan kolagen
pada proses penyembuahan luka insisi.

1.2 Permasalahan penelitian
1.2.1 Permasalahan umum
Pada penelitian in sesuai dengan latar belakang yang telah diuraikan
diatas, maka rumusan masalah yang didapatkan, yaitu “Apakah terdapat
perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian beberapa dosis salep ekstrak
buah mengkudu pada luka insisi pada tikus?”.

1.2.2 Permasalahan khusus

1) Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 10%?

2) Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 20%?

3) Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 30%?

4) Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan 20%?

5) Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian

dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan 30%?



6)

7)

8)

9)

Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20% dan 30%?

Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan salep gentamisin?
Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20% dan salep gentamisin?
Apakah terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian

dosis salep ekstrak buah mengkudu 30% dan salep gentamisin?

1.3 Tujuan penelitian

1.3.1 Tujuan umum

Mengetahui adanya perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian

beberapa dosis salep ekstrak buah mengkudu pada luka insisi pada tikus.

1.3.2 Tujuan khusus

1)

2)

3)

4)

5)

Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 10%.
Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 20%.
Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
basis salep dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 30%.
Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan 20%.
Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian

dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan 30%.



6) Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20% dan 30%.
7) Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 10% dan salep gentamisin.
8) Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20% dan salep gentamisin.
9) Menganalisis perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian
dosis salep ekstrak buah mengkudu 30% dan salep gentamisin.
1.4 Manfaat penelitian
1.4.1 Manfaat bagi penelitian
1) Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi
ilmiah mengenai efek salep ekstrak buah mengkudu terhadap
penyembuhan luka insisi ditinjau dari jumlah kolagen pada
tikus.
2) Sebagai bahan rujukan untuk pengembangan lebih lanjut tentang
pemanfaatan buah mengkudu oleh peneliti selanjutnya,
1.4.2 Manfaat bagi masyarakat
e Memberikan informasi pada masyarakat terhadap pemanfaatan

buah mengkudu dalam penyembuhan luka insisi.



1.5 Keaslian penelitian

No. Peneliti Judul Metode Hasil
penelitian
1. Indah Puti Rahmayani  Peran Ekstrak Eksperimental Hasil
Sabirin, dkk. 2013. Etanol penelitian
MKB. 2013;45(4):226— Topikal Daun menunjukkan
33° Mengkudu penyembuhan
(Morinda luka dengan
citrifolia L.) ekstrak etanol
pada daun
Penyembuhan mengkudu
Luka Ditinjau pada
dari kelompok
Imunoekspresi perlakuan
CD34 dan cenderung
Kolagen pada lebih baik.
Tikus Galur
Wistar
2. Sulistiowati N.A. 2009. Pengaruh Sari Eksperimental Hasil penelitian
Karya tulis ilmiah.*® Buah menunjukkan
Mengkudu adanya
(Morinda perbedaan
citrifolia L.) bermakna
Terhadap antara  selisih
Kadar Gula nila  pretest-
Darah posttest  pada
Penderita kelompok
Diabetes eksperimen dan
Mellitus Tipe kontrol.
I
3. Febrianti F.Y.W. 2002. Daya Eksperimental ~ Air perasan
Karya tulis ilmiah.* Antiinflamasi buah

air  Perasan
Buah
Mengkudu
(Morinda
citrifolia L.)
pada Mencit
Jantan.

mengkudu
(Morinda
citrifolia L.)
mempunyai
daya
antiinflamasi




BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Luka insisi

Luka insisi dapat didapatkan oleh karena insisi ketika dilakukan tindakan
operasi atau secara tidak sengaja oleh benda tajam seperti pisau atau serpihan kaca.
Setelah perdarahan berhenti oleh proses hemostasis, luka ini dapat ditutup. Hal ini
diketahui sebagai penutupan primer, namun luka-luka superfisial harus juga
dilakukan eksplorasi luka dengan baik karena benda asing yang tidak dikeluarkan
dapat menyebabkan infeksi ataupun gangguan pada jaringan sekitarnya.®
2.2 Penyembuhan luka

Penyembuhan luka berperan untuk restorasi dari integritas jaringan yang
rusak. Penyembuhan luka kulit, yang umumnya digunakan untuk menggambarkan
prinsip menyeluruh dari penyembuhan luka, secara umum dibagi kedalam tiga fase
meliputi fase inflamasi, fase proliferatif dan fase remodeling. Masing-masing fase-
fase ini diperantarai oleh beberapa sel, sitokin dan growth factors.*>(Tabel 2.1)

Tabel 2.1. Fase-fase penyembuhan luka'®

Fase Karakteristik Komponen utama

Inflamasi Vasolidasi Netrofil
Ekstravasasi Monosit

Edema Makrofag

Proliferatif Penutupan luka Keratinosit
Revaskularisasi Fibroblas

Remodeling Maturasi luka Kolagen
Bekas luka Elastin

Fibroblas




2.2.1 Fase inflamasi

Kerusakan jaringan dan sel memicu kaskade proses penyembuhan luka.
Adanya perdarahan diikuti pembekuan darah lalu bekuan darah akan lisis. Kontak
darah dengan kolagen akan memicu agregasi trombosit dan koagulasi. Sumbatan
persilangan fibrin-fibronektin akan terbentuk untuk mencegah perdarahan.
Sumbatan ini akan membentuk matriks untuk deposisi kolagen dan migrasi seluler
dengan lisis bekuan darah dan penggantian dengan jaringan granulasi. Tromboksan
dan prostaglandin yang dikeluarkan oleh sel yang rusak menyebabkan
vasokonstriksi (5-15 menit) yang juga berperan dalam hemostasis.®

Netrofil akan bermigrasi ke lokasi luka dalam satu jam dan merupakan sel
predominan pada 48 jam pertama. Netrofil akan memfagosit debris dan bakteri.
Setelah 24 jam, netrofil akan diikuti makrofag, yang akan melanjutkan memfagosit
debris dan berperan penting dalam produksi growth factor dan sitokin untuk fase
proliferatif. Durasi dari fase inflamasi normalnnya adalah sekitar 3 hari. Faktor-
faktor yang mengintervensi proses respon ini dapat mengganggu atau
memperlampat penyembuhan.>*°
2.2.2 Fase proliferatif

Fase proliferatif terjadi sejak hari ketiga dari perlukaan. Proses utama
selama fase ini terfokus pada pembentukan jaringan baru untuk mengisi ruang luka.
Sel utama selama fase ini adalah fibroblas, sel jaringan ikat yang mensintesis dan
mensekresi kolagen, proteoglikan dan glikoprotein yang dibutuhkan untuk
penyembuhan luka. Fibroblas juga memproduksi famili growth factor yang

menginduksi angioenesis dan proliferasi serta migrasi sel endotelial. Kolagen,
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fibronektin, glikoprotein, glikosaminoglikan dan hialuronan terendapkan untuk
membentuk matriks ekstraseluler sementara. Kolagen pada awalnya terendap untuk
matriks ekstraseluler semetara namun secara perlahan akan terorientasi pada garis
dari tekanan yang memapar luka.?

Kolagen akan menunjang kekuatan dari luka dan sebagai kerangka untuk
penempelan seluler dan diferensiasi. Miofibroblas yang merupakan diferensiasi dari
fibroblas, akan menempel ke fibronektin lalu bermigrasi ke sudut luka dan akan
menempel ke matriks ekstraseluler disana. Kontraksi dari sel ini berperan unutk
proses kontraktur luka, yang terjadi pada hari ke 5 -15. Deposisi kolagen dari
fibroblas terus belanjut sejak hari ke-3 dan hari ke-5 hingga ke-7 fibril kolagen
menjadi lebih banyak dan mulai menyatukan luka insisi kemudian terus berlanjut
hingga bulan ke-6, bergantung pada luas luka. Komponen akhir dari fase proliferatif
adalah epitelisasi, yaitu selama sel epitel pada sudut luka berproliferasi untuk
membentuk lapisan permukaan baru yang sama dengan yang mengalami
kerusakan.>*®
2.2.3 Fase remodeling

Setelah deposisi kolagen selesai, vaskularisasi dari luka secara perlahan
berkurang dan permukaan bekas luka menjadi lebih pucat karena pembuluh darah
berkurang akibat proses apoptosis. Kolagen tipe Ill yang diendapkan selama fase
proliferatif, secara perlahan akan terdegradasi dan digantikan oleh kolagen tipe |
yang lebih kuat. Jumlah kolagen yang akhirnya terbentuk bergantung pada volume
awal dari jaringan granulasi. Pada luka terbuka dengan celah epitel, bekas luka

dapat menjadi besar. Pada beberapa kasus, keseimbangan antara sintesis kolagen
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dan degradasinya dapat terganggu, sehingga kolagen terus terproduksi dan
menghasilkan tampilan merah, kasar dan hipertropik. Sintesis kolagen yang meluas
ke jaringan sekitar disebut keloid.>*®
2.3 Kolagen

Kolagen terdiri dari famili fibrosa glikoprotein yang hanya ada pada
matriks ekstraseluler. Kolagen ditemukan pada manusia serta juga hewan, dan
tercatat karena tingginya kekuatan ketegangan, sehingga tahan terhadap gaya
tarikan. Kolagen dibentuk secara primer oleh fibroblas, sel yang ditemukan pada
berbagai jaringan ikat, namun juga sel otot halus dan sel epitelial. Diketahui
terdapat 30 tipe kolagen pada manusia.?!” Tipe utama dari kolagen adalah tipe I, 11
dan I1I; bersamaan ketiganya membentuk 80% kolagen tubuh. Tipe I dan Il
merupakan tipe kolagen yang penting dalam penyembuhan luka.'®

Setiap kolagen terestriksi pada lokasi tertentu dalam tubuh, namun dua atau
lebih sering ditemukan pada satu matriks ekstraseluler membetuk kelompok-
kelompok famili kolagen. Terdapat banyak perbedaan antar kelompok kolagen,
namun paling tidak memiliki dua persamaan dalam sifat struktural. Persamaan
pertama adalah semua molekul kolagen terdiri dari tiga rantai polipeptida, yaitu
rantai alfa. Persamaan kedua adalah pada sepanjang strukturnya, rantai polipeptida
dari molekul kolagen saling mengitari untuk membentuk trias heliks yang seperti
batang.'®

Kolagen berperan penting pada setiap fase penyembuhan luka karena fungsi
kemotaktiknya. Kolagen menarik sel-sel seperti fibroblas dan keratinosit ke lokasi

luka, sehingga mendukung proses debridemen, angiogenesis dan reepitelisasi.?°
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Fungsi utama kolagen adalah sebagai rangka pada jaringan ikat, kebanyakan dalam
bentuk tipe I, I dan I11. Kolagen tipe 111 pada awal penyembuhan luka akan menuju
dasar luka, kemudian proporsi kolagen tipe I meningkat sebagaimana pembentukan
jaringan parut berlanjut dan terjadi remodeling jaringan. Kolagen mulai terbentuk
pada hari ke- 3 sejak mulai terjadi penyembuhan luka kemudian jumlahnya akan
tampak nyata di hari ke-5 hingga hari ke-7 dan pada hari ke-14 jumlahnya mulai
stabil dan terorganisir, namun hal ini juga bergantung pada luas luka. Deposit dan
remodeling kolagen berperan untuk meningkatkan kekuatan ketegangan dari luka.
Struktur epitel dapat sembuh dengan proses regenerasi, namun jaringan ikat tidak
dapat dan bergantung pada proses perbaikan, kebanyakan oleh pembentukan
jaringan parut kolagenosa.%°

2.4 Morinda citrifolia L.

Morinda citrifolia L., diketahui secara komersial sebagai noni atau dengan
nama mengkudu di Indonesia. Nama saintifik yang digunakan adalah Morinda
citrifolia L. Nama botani untuk genusnya diturunkan dari dua kata Latin morus,
mulberi, dan indicus, India, dengan referensi dari kesamaan mengkudu dengan
mulberi (Morus alba). Nama spesies (citrifolia) mengindikasikan kemiripan daun
mengkudu dengan daun beberapa spesies citrus. Tumbuhan ini tumbuh secara luas
disepanjang Pasifik dan merupakan salah satu sumber yang signifikan untuk
pengobatan tradisional dalam masyarakat kepulauan Pasifik. Pohon hijau ini
merupakan tumbuhan natif dari bagian tenggara Asia yaitu Indonesia hingga
Australia. Mengkudu tercatat sebagai tumbuhan yang tahan terhadap kondisi

ekstrem. Mengkudu dapat tumbuh pada tanah infertil, asam hingga basa. Mengkudu
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tumbuh secara alami pada lokasi yang relatif kering hingga lembab atau daerah
rendah yang dekat dengan pantai. Toleransi lingkungan mengkudu juga meliputi
paparan dari angin, api, banjir dan kondisi salin. Mengkudu diketahui sangat tahan
dan sulit mati, dan salah satu tumbuhan yang pertama kali mengkolonisasi area
pembuangan dan bekas aliran lava. Seluruh bagian mengkudu memiliki kegunaan
secara tradisional ataupun modern, meliputi akar (pewarna, obat), batang (kayu

bakar, peralatan) dan daun serta buah (makanan, obat). &2

Gambar 2.1 Buah mengkudu matang dan belum matang.
Nelson S.C.%°
2.4.1 Pengaruh Kandungan Buah Mengkudu Terhadap Jumlah Kolagen
Bagian dari tanaman mengkudu, yaitu buah, diketahui mengandung
berbagai zat aktif yang dapat menunjang proses penyembuhan luka dan
meningkatkan sintesis kolagen. Beberapa kandungan buah mengkudu antara lain
mengandung zat nutrisi dan zat aktif seperti -karoten, flavonoid, skopoletin serta

glikosida iridoid. Kandungan ekstrak buah mengkudu meliputi zat nutrisi berupa
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mikronutrien dan zat aktif berupa p-karokten serta flavonoid dapat menunjang
proses penyembuhan luka insisi dengan fungsi antioksidan. &1°

Zat skopoletin diketahui berfungsi sebagai antiinflamasi, yaitu dengan
menurunkan ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2). Zat skopoletin juga dapat
menghambat fungsi kolagenase dan elastase, sebagai fungsi perlindungan protein
matriks ekstraseluler.  Glikosida iridoid pada buah mengkudu, yaitu asam
deasetilasperulosidik dan asam asperulosidik diketahui dapat meningkatkan sintesis
kolagen kulit dan juga dapat meningkatkan penggantian stratum korneum kulit.
Glikosida iridoid juga dapat menghambat kerja nuclear factor-kp (NF-kf). NF-kp
berfungsi untuk aktivasi kolagenase, seperti matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)
dan menurunkan sintesis kolagen tipe 1.81°

Selain kandungan buah mengkudu diatas, tanaman mengkudu diketahui
juga mengandung lebih dari 160 fitokimia dengan 120 komponennya yang telah
terbukti bersifat menguntungkan secara medis dan aktif secara biologik. Buah
mengkudu sendiri mengandung berbagai komponen meliputi alizarin,
deasetilasperulosidik, asam kaprilik, asam kaproik, asam heksaniok hingga etil
kaproat. Ekstrak buah mengkudu juga mengandung mikronutrien, komponen
volatil dan non-volatil, keton, lakton terpenoid dan prokseronin.®
2.5 Tikus Wistar

Tikus Wistar merupakan salah satu tikus paling populer penggunaanya pada
laboratorium penelitian. Tikus Wistar memiliki karakteristik meliputi kepala lebar,
telinga panjang dan panjang ekor yang selalu lebih pendek dari panjang tubuhnya.

Tikus Wistar merupakan biakan tikus albino dari spesies Rattus norvegicus. Biakan



15

ini dikembangkan oleh Institut Wistar pada tahun 1906 untuk penelitian biologis
dan medis. Lebih dari setengah dari seluruh biakan tikus penelitian merupakan
turunan dari koloni yang dibiakan oleh seorang ahli fisiologis bernama Henry
Donaldson, administrator saintifik bernama Milton J. Greenam dan peneliti genetik
bernama Helen Dean King. Penggunaan tikus Wistar mengijinkan para peneliti
untuk menginvestigasi etiologi, evolusi penyakit dan terapi yang tidak dapat diteliti
pada manusia karena prosedur yang dapat mencederai seorang manusia sehingga
melanggar etik.?

Tikus Wistar jantan merupakan hewan coba yang sering digunakan untuk
model manusia dalam penelitian bioseluler.?* Jenis tikus lain, tikus Sprague-
Dawley dan F344 seringkali digunakan untuk penelitian perilaku karena memiliki
kesamaan dengan perilaku manusia depresi. Tikus jenis Lewis lebih sering
digunakan untuk penelitian penyakit diabetes mellitus dan autoimun.??

2.6 Gentamisin

Salep gentamisin sulfat merupaka sediaan antibiotik spektrum luas untuk
penggunaan topikal. Gentamisin sulfat bekerja sangat efektif dalam perawatan
infeksi primer maupun sekunder pada kulit meliputi impetigo, folikulitis,
dermatitis, abses kulit hingga luka insisi. Hasil perawatan yang baik dari
penggunaan salep gentamisin telah diperoleh pada penghentian infeksi, ulkus kulit,
luba bakar superfisial terinfeksi, luka sengatan atau gigitan serangga terinfeksi, luka
laserasi atau abrasi terinfeksi dan luka insisi bedah minor.?3

Penggunaan gentamisin lokal secara topikal diketahui efektif untuk

menurunkan jumlah bakteri. Perawatan dengan gentamisin dapat menurunkan
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colony forming units (CFUs) dibandingkan penggunaan sefazolin.® Gentamisin
sulfat secara khusus baik untuk terapi infeksi Pseudomonas sp., namun formulasi
tertentu, termasuk gentamisin basis krim dan larutan dapat menunjang kontraksi

dan epitelisasi luka.’



3.1 Kerangka teori

BAB Il1

Ekstrak Buah
Mengkudu

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kadar
Glikosida
Iridoid

A 4
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Kadar Skopoletin

Kadar Flavonoid kadar p-karoten

Protein Matriks
Ekstraseluler

Kadar
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Gambar 3.1. Kerangka teori
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3.2 Kerangka konsep

Ekstrak Buah Jumlah
Mengkudu | Kolagen

4

Gambar 3.2. Kerangka konsep

3.3 Hipotesis
3.3.1 Hipotesis mayor
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian beberapa dosis

salep ekstrak buah mengkudu pada luka insisi pada tikus.

3.3.2 Hipotesis minor

1) Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep dan
dosis salep ekstrak buah mengkudu 10%.

2) Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep dan
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20%.

3) Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep dan
dosis salep ekstrak buah mengkudu 30%.

4) Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep

ekstrak buah mengkudu 10% dan 20%.
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7)
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Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep
ekstrak buah mengkudu 10% dan 30%.

Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep
ekstrak buah mengkudu 10% dan salep gentamisin.

Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep
ekstrak buah mengkudu 20% dan 30%.

Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep
ekstrak buah mengkudu 20% dan salep gentamisin.

Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep

ekstrak buah mengkudu 30% dan salep gentamisin.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Ruang lingkup penelitian
Ruang lingkup penelitian ini adalah ilmu farmakologi, ilmu herbal dan ilmu
bedah.
4.2 Tempat dan waktu penelitian
4.2.1 Tempat penelitian
1) Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Wahid Hasyim Semarang
2) Laboratorium Fakultas Kedokteran Universitas Wahid Hasyim Semarang
3) Laboratorium Patologi Anatomi RS Islam Agung Semarang
4.2.2 Waktu penelitian
Penelitian dilakukan selama bulan Juli-November 2019.
4.3 Jenis dan rancangan penelitian
Jenis penelitian ini adalah dengan menggunakan desain penelitian true
experimental, dengan rancangan penelitian yang digunakan adalah post test only
control goup design.
4.4 Populasi dan sampel
4.4.1 Populasi
Populasi penelitian yang digunakan adalah tikus jantan galur Wistar.
4.4.2 Sampel
Sampel penelitian menggunakan hewan coba sebanyak 30 ekor.
4.4.2.1 Kriteria inklusi

e Tikus jantan galur Wistar

20
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e Berat tubuh 150-250 gram
e Bergerak aktif
e Belum pernah digunakan untuk penelitian
4.4.2.2 Kriteria eksklusi
e Tampak sakit (tampak tidak aktif, feses cair, terdapat benjolan) selama masa
adaptasi 7 hari
e Terinfeksi selama masa perlakuan berlangsung
e Mati selama masa perlakuan berlangsung
4.4.3 Cara sampling
Cara sampling pada penelitian ini menggunakan metode randomisasi
sederhana (simple random sampling).
4.4.4 Besar sampel
Perhitungan besar sampel pada penelitian ini menggunakan rumus Federer,
yaitu :
(t-1) (n-1) =15
t adalah jumlah kelompok dan n adalah jumlah sampel. Pada
penelitian ini akan dibagi menjadi 5 kelompok, sehingga banyak
sampel yang dibutuhkan adalah sebagai berikut:
(t-1) (n-1) > 15
(5-1) (n-1) > 15
4(n-1)>15
4n-4>15

n>4.75
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n>5
Rumus besar sampel untuk antisipasi kemungkinan sampel terpilih

mengalami drop out :

n’ = (/1-)
= (5/1-0.1)
= (5/0.9)
=5.56=6
= 6-5 =1 ekor
Keterangan :

n’ = besar sampel koreksi
n = besar sampel awal
f = perkiraan proporsi drop out, kira-kira 10% (f=0,1)
Setelah dimasukan kedalam rumus replikasi federer,
dilanjutkan dengan rumus Resource Equation Method, sehingga
dibutuhkan 25 ekor tikus untuk penelitian ini dan ditambahkan dengan
jumlah sampel cadangan sebanyak 10% dari total sampel sehingga
setiap kelompok ditambahkan 1 ekor tikus dan didapatkan total
sampel tikus sejumlah 30 tikus.?*
4.5 Variabel penelitian
4.5.1 Variabel bebas
Ekstrak buah mengkudu 10%, 20% dan 30%.
4.5.2 Variabel terikat

Jumlah kolagen.



4.6 Definisi operasional

23

No

Variabel

1.

Ekstrak buah mengkudu

Buah mengkudu kering dibuat
ekstrak dengan pelarut etanol 96%
secara maserasi, lalu dibuat salep
basis hidrokarbon (vaselin albumin
dan adaplene) dengan konsentrasi
ekstrak buah mengkudu 10%, 20%
dan 30%. Salep ekstrak buah
mengkudu dioleskan sebanyak +
0,5 gram ke luka insisi hewan coba
2 kali/ 24 jam selama 7 hari
menggunakan sendok tanduk untuk
pengoleskan.

Jumlah kolagen

Jumlah kolagen dihitung melalui
pengamatan pada biopsi jaringan
kulit tikus dengan pewarnaan
Sirrius Red, sehingga serat kolagen
tampak berwarna merah muda.
Pengamatan menggunakan
mikroskop ~ Olympus  dengan
pembesaran 40x lalu dihitung
menggunakan software image-J.

Unit Skala
Gram Numerik
Persen Numerik

4.7 Cara pengumpulan data

4.7.1 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kertas cokelat,

kassa steril, masker, lap, kapas, plester, handscoon, alkohol 70%, alkohol swab,

lidocain ampul, aquabidest, sterofoam, kloroform, formalin 10% dan etanol

96%.

4.7.2 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tikus, sekam,

tempat minum tikus, tempat makan tikus, gunting rambut, bisturi no. 15, bisturi

no. 20, pinset cirurgis, gunting anatomis, sendok tanduk, mangkok aliminium,
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gunting plester, spuit 1 cc, jarum no. 27, toples kloroform, toples ekstraksi, pot
salep, jangkar ukur, pensil dan kotak plastik.
4.7.3 Jenis data
Jenis data pada penelitian ini adalah data primer yaitu data diperoleh
langsung oleh peneliti secara langsung dari sumber datanya.
4.7.4 Cara kerja
1. Persiapan
Persiapan bahan buah mengkudu dan adaptasi hewan coba tikus
jantan galur Wistar selama 7 hari.
2. Pembuatan ekstrak
Buah mengkudu dengan Kkarakteristik kulit berwarna putih
kekuningan dan dagingnya keras dipilih sebanyak 500 g, lalu dibersihkan,
dipotong-potong dan dikeringkan pada suhu 50°C selama 8 jam atau lebih
hingga kandungan airnya 2%, kemudian dihaluskan dengan blender.?®
Maserasi ekstrak dilakukan dengan 5000 ml pelarut etanol 96%, kemudian
didiamkan selama 3 hari, dan diaduk selama 10 menit setiap hari. Lakukan
penyaringan, kemudian lakukan pengentalan ekstrak dengan waterbath
pada suhu kurang dari 60°C dan dan diaduk hingga mengental dan
didapatkan ekstrak buah mengkudu.
3. Pembuatan salep
Formula standard dasar basis salep sebagai berikut:
R/ Adeps lanae 15 g

Vaselin albimin 85 g
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M fsalep 100 g
Campurkan dengan cara diaduk hingga homogen antara basisi krim dengan
ekstrak mengkudu dan dibuat sediaan 50 gram. Komposisi krim dapat
dilihat sebagai berikut:

Tabel 4.1. Derajat komposisi ekstrak buah mengkudu dengan basisnya

Komposisi Berat ekstrak Berat vaselin Berat adaplene
ekstrak buah  buah mengkudu  albumin (gram) (gram)
mengkudu (gram)
10% 5 38,25 6,75
20% 10 34 6
30% 15 29,75 5,75

. Pembuatan luka insisi

Luka insisi berlokasi pada punggung tikus. Persiapan sebelum
perlukaan meliputi mencukur rambut pada punggung tikus dengan gunting
cukur atau bisturi, kemudian dibersihkan dengan alkohol 70%. Sebelum
perlakuan luka insisi dilakukan anastesi infiltrasi lidocain sebanyak 0,2 cc
pada daerah yang akan dilakukan perlukaan insisi. Desinfektan dengan
alkohol swab kemudian lakukan insisi pada area yang sudah ditentukan
dengan scalpel dengan bisturi. Luka insisi diukur menggunakan jangkar
mistar dengan panjang 3 cm dan dengan kedalaman £ 0,5 cm atau hingga
subcutis. Apabila terdapat perdarahan bisa dibersihkan dengan aquabidest.
. Pengelompokkan tikus dan perlakuan pengobatan

Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok dengan masing-masing
kelompok terdiri dari 6 ekor tikus jantan galur Wistar dengan luka insisi

yang sama :
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KO. Kontrol negatif (diberikan salep basis krim)
P1. Pemberian salep ekstrak buah mengkudu 10%
P2. Pemberian salep ekstrak buah mengkudu 20%
P3. Pemberian salep ekstrak buah mengkudu 30%
K1. Kontrol positif (diberikan salep gentamisin)

Pemberian salep pada luka sebanyak 2 kali sehari setiap pagi dan
sore menggunakan sendok tanduk yang langsung dioleskan pada area luka
insisi. Kemudian luka ditutup dengan kassa dan diplester. Penempatan tikus
didalam setiap kandang berjumlah 1 ekor tikus jantan galur Wistar.

. Pengamatan penelitian

Seluruh kelompok hewan coba akan diterminasi pada hari ke-7.
Penelitian kemudian dilakukan di laboratorium patologi anatomi di RS
Islam Sultan Agung, Semarang.

I.  Pembuatan preparat histologi

Pembuatan sediaan histologi dibagi menjadi empat tahapan
yaitu tahap fiksasi, dehidrasi, clearing dan embeding. Tahap fiksasi
dilakukan untuk mencegah kerusakan pada jaringan, menghentikan
proses metabolisme, mengawetkan komponen sitologi dan histologi,
mengeraskan materi yang lunak agar jaringan dapat diwarnai. Kulit
hasil biopsi direndam dalam formalin 10% selama 24 jam kemudian
dilakukan trimming pada jaringan yang diambil. Tahap dehidrasi
dilakukan dengan cara merendam jaringan yang menggunakan

larutan etanol secara bertingkat 30%, 70%, 90%, 96% dan 100%
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masing-masing 2 kali selama 2 jam. Proses dehidrasi berjalan dalam
kondisi teragitasi pada suhu 4°C. Tahap penjernihan (clearing) ini
dengan memasukan jaringan ke dalam clearing agent yaitu xylol 1
selama 20 menit dan xylol 1l selama 30 menit. Tahap embiding
diawali dengan proses infiltrasi sebanyak 2 kali yaitu dengan parafin
murni (histoplast) cair dimasukkan dalam inkubator bersuhu 58-
60°C dan jaringan ditanam ke dalam parafin cair sampai
memadat.waktu yang dibutuhkan selama satu hari. Setelah selesai
proses diatas, jaringan di insisi dengan mikrotom pada ketebalan
+5um. Sediaan disimpan dalam inkubator pada 38-40°C selama 24
jam.2®
Pewarnaan kolagen dengan Sirius red

Sebelum dilakukan pengecatan, pada preparat dilakukan
deparafinisasi dan rehidrasi meliputi perendaman dengan larutan
xylene 2 kali selama 5 menit, etanol 100% selama 2 menit, etanol
96% selama 2 kali 2 menit, etanol 70% selama 2 menit, dan aquadest
selama 2 menit. Selanjutnya dilakukan pewarnaan inti sel dengan
hemaktosili gill selama 10 menit dan dicuci dengan air mengalir
selama 10 menit. Dilakukan pewarnaan dengan picro Sirius red
selama 1 jam yang bertujuan memberikan pewarnaan mendekati
seimbang. Tahap selanjutnya dilakukan pencucian dengan air asam
sebanyak 2 kali. Air yang berlebihan selanjutnya dihilangkan secara

fisik dengan digoyangkan perlahan. Dehidrasi dalam etanol 70%
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selama 10 detik, etanol 96% selama 2 kali 10 detik, etanol 100%
selama 10 detik dan xylene 2 kali 2 menit, keringkan selama 2 jam
dalam suhu ruang, lalu mounting pada medium berbasis xylene.
Pengamatan hasil jumlah kolagen dilakukan dengan metode analisis
digital dengan perbesaran 40x. Perhitungan jumlah ekspresi kolagen
menggunakan piranti lunak Adobe Photoshop CS3 dan Image J.
Jaringan kolagen yang tampak berwarna merah terang dan jaringan
selain warna merah disingkirkan lalu dihapus. Ekspresi kolagen
dihitung sebagai persentase area piksel kolagen yang berwarna
merah dibandingkan dengan piksel seluruh jaringan.?’
7. Lama perlakuan

Lama perlakuan terhadap hewan coba selama 14 hari, terdiri atas 7

hari pertama untuk waktu adaptasi hewan coba didalam kandang dan 7 hari

kedua adalah waktu pelaksanaan perlakuan terhadap hewan coba.



4.8 Alur Penelitian

30 ekor tikus jantan galur Wistar

A 4

Adaptasi 7 hari

\ 4

29

Luka insisi
\ 4 \4 \ 4 \ 4 \ 4
Kelompok
Kelompok Kelompok P1 Kelompok P2 Kelompok P3 po.
. kontrol positif
kontrol negatif @6 ekor @6 ekor @6 ekor K1 @6 ekor
KO @6 ekor Pemberian salep Pemberian salep Pemberian salep Permberi
Pemberian ekstrak buah ekstrak buah ekstrak buah emberian
basis salep mengkudu 10% || mengkudu 20% || mengkudu 30% salep
gentamisin

A4

Hari ke-7

Tiap kelompok
diambil @6 ekor

Terminasi tikus

Eksisi biopsi

Jumlah kolagen

Gambar 4.1. Alur penelitian
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4.9 Analisis data

Analisis data pada penelitian ini menggunakan piranti lunak SPSS for
windows dan kemudian dinyatakan dalam rerata + simpang baku (mean + SD).
Kemudian diuji normalitasnya dengan Shapiro-Wilk dan homogenitasnya
dengan Levene. Hasil yang didapatkan pada uji normalitas yaitu didapatkan
hasil bermakna p>0,05 dan uji homogenitas didapatkan hasil homogen p>0,05
maka dilanjutkan dengan uji independent t-test untuk masing-masing data.

4.10 Etika penelitian

Ethical clearance penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan (KEPK) Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang
dengan nomor O01/EC/H/FK-UNDIP/1/2020. Perlakuan terhadap tikus
menggunakan prinsip etis terhadap hewan meliputi replacement, reduction dan
refinement. Penelitian dilakukan pada tikus dibanding pemberian luka insisi
kepada manusia sebagai implementasi prinsip etik yaitu replacement.
Reduction, yaitu dengan menggunakan hewan coba dengan jumlah yang
minimal, menggunakan rumus federer didapatkan tiap kelompok berjumlah >
5 sampel dan digunakan 5 sampel, lalu untuk antisipasi drop out menggunakan
rumus research equation method didapatkan jumlah kelompok koreksi adalah
6 sampel, dengan tambahan 1 sampel tiap kelompok. Refinement, yaitu
mengurangi penderitaan hewan coba dengan memberi makan 2 kali sehari,
membersihkan kandang secara berkala, menyediakan minum pada kandang

serta memberikan anestesi lokal dengan injeksi lidocain 2cc sebelum perlakuan
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luka insisi dan terminasi dengan agen anestetik berupa kloroform sebelum

pengambilan jaringan.



HALAMAN INI TIDAK TERSEDIA

BAB V & VI
DAPAT DIAKSES MELALUI
UPT PERPUSTAKAAN UNWAHAS



BAB VII

SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan kesimpulan sebagai berikut:
Tidak terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep
dan dosis salep ekstrak buah mengkudu 10%.
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep dan
dosis salep ekstrak buah mengkudu 20%.
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian basis salep dan
dosis salep ekstrak buah mengkudu 30%.
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep ekstrak
buah mengkudu 10% dan 20%.
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep ekstrak
buah mengkudu 10% dan 30%.
Terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep ekstrak
buah mengkudu 10% dan salep gentamisin.
Tidak terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep
ekstrak buah mengkudu 20% dan 30%.
Tidak terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep

ekstrak buah mengkudu 20% dan salep gentamisin.
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Tidak terdapat perbedaan jumlah kolagen sesudah pemberian dosis salep

ekstrak buah mengkudu 30% dan salep gentamisin.

6.2 Saran
Saran untuk penelitian ini dan penelitian selanjutnya :

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui jumlah kolagen
setelah perlakuan ekstrak buah mengkudu pada hari ke-14 ketika maturasi
luka lebih sempurna untuk mengetahui peningkatan jumlah kolagen
dibanding hari ke-7.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui kemampuan masing-
masing zat aktif yang terkandung dalam ekstrak buah mengkudu yang lebih
spesifik berpengaruh terhadap penyembuhan luka insisi dan meningkatkan

jumlah kolagen.
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