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ABSTRAK

Luka bakar derajat IIB merupakan kondisi hilangnya jaringan akibat
paparan panas meliputi seluruh epidermis dan sebagian dermis. Obat gold
standart yang yang sering digunakan adalah Silver sulfadiazine yang relatif
mahal dan bersifat toksik dalam jangka waktu lama sehingga diperlukan
alternatif pengobatan dari bahan alami seperti kolagen hidrolisat
bersumber dari ikan. Kolagen hidrolisat ikan bekerja dengan menarik sel
imunitas yaitu makrofag yang akan memproduksi growth factor sehingga
mampu mempercepat kesembuhan luka. Penelitian ini menggunakan
rancangan RAL dengan sampel 24 ekor tikus putih jantan dengan berat
badan 150-200g umur 8-12 minggu yang dibagi 4 kelompok yaitu kontrol
positif, dan kelompok terapi kolagen hidrolisat ikan konsentrasi 5%, 7,5%,
10% yang diterapi dua kali sehari selama 10 hari. Hasil dari penelitian
menunjukkan bahwa konsentrasi salep kolagen hidrolisat ikan 10% adalah
konsentrasi terbaik dari semua kelompok terapi yaitu mampu
meningkatkan ekspresi FGF-2 (36.65+1.24) % serta mampu meningkatkan
jumlah fibroblas (40.06+1.24) sel dalam fase kesembuhan luka. Namun
kedua hasil yang diperoleh dari konsentrasi salep kolagen hidrolisat 10%
masih kurang efektif dibandingkan dengan obat Silver Sulvadiazine dalam
meningkatkan ekspresi FGF-2 (41.69+0.95) % dan meningkatkan jumlah
fibroblas (46.50+1.66) sel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa salep
kolagen hidrolisat ikan dapat digunakan namun masih kurang efektif
dikarenakan kedua obat terapi memiliki mekanisme kerja yang berbeda.
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ABSTRACT

Burns level 1IB are a condition of tissue loss due to exposure to heat covering
the entire epidermis and part of the dermis. The most commonly used gold
standard drug (Silver sulfadiazine) is expensive coast and toxic in the long
term that an alternative treatment of natural resources such as hydrolyzed
collagen sourced from fish. Hydrolyzed fish collagen act by attracting
immune cells such as macrophages that will produce growth factor to
accelerate wound healing. This experimental study by ANOVA with 24
samples of 8-12 weeks old male rats (Rattus norvegicus) weight 150-200g
divided into 4 groups as positive control, and therapy group based of
hydrolyzed fish collagen concentration fish 5%, 7,5%, 10% which were
treated twice a day for 10 days. The results of the study showed that the
concentration of 10% hydrolyzed fish collagen ointment was the best
concentration of all therapy groups that was able to increase the expression
of FGF-2 (36.65 + 1.24) % and was able to increase the number of fibroblasts
(40.06 £ 1.24) in the wound healing phase. However, both results obtained
from the 10% hydrolized fish collagen ointment concentration were less
effective than Silver Sulvadiazine ointment, showed by the increasing of the
FGEF-2 expression (41.69 £ 0.95) % and increasing of fibroblasts (46.50 = 1.66).
The results showed that collagen can be used but still less effective because
of the difference of mechanism of action between the two drugs.
Keywords: Healing burns level IIB , hydrolyzed fish collagen, FGF-2,
tibroblast

dengan kelenjar sebasea, dan
kelenjar keringat, serta folikel
rambut mudah lepas (Kamolz et al.,
2012).

Obat topikal yang menjadi gold

PENDAHULUAN

Luka bakar merupakan suatu
bentuk kerusakan atau kehilangan
jaringan yang disebabkan adanya

kontak langsung dengan sumber
panas, paparan listrik, zat kimia,
maupun radiasi (Rahayuningsih,
2012). Menurut Sarimin (2009), luka
bakar derajat kedua paling banyak
ditemukan dengan jumlah 36 kasus
atau 46,7 % dari seluruh kasus luka
bakar yang didapatkan. Luka bakar
derajat IIB mengalami kerusakan
pada seluruh lapisan epidermis
dan 1/2 sampai 7/8 lapisan dermis

standart pengobatan luka bakar
derajat IIB di pasaran yaitu Silver
sulfadiazine. Menurut Fuadi (2015)
Silver sulfadiazine bersifat
antibakteri serta mampu menarik
sel imunitas untuk menghasilkan
sitokin dan growth factor dalam
mempercepat proses kesembuhan
luka. Namun beberapa efek obat
tersebut telah dilaporkan selain
harga yang relatif mahal, tidak
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dapat diberikan dalam jangka
panjang karena dapat bersifat
toksik pada luka (Hosseinimehr et
al., 2010).

Alternatif pengobatan luka
bakar bahan alam yaitu kolagen
hidrolisat yang bersumber dari
ekosistem perairan (marine colagen)
yaitu  ikan(Mothumari, 2017).
Kolagen hidrolisat merupakan
hasil dari proses denaturasi
kolagen yang bersumber dari
tulang, kulit maupun jaringan pada
ikan, sapi, maupun babi (Sibilia et
al., 2015). Menurut Yamamoto et al.
(2014) kolagen ikan memiliki
biokompatibilitas yang baik, sifat
antigenik yang rendah, dan

biodegradability.
Menurut Isofrah dkk. (2012),
pengobatan luka bakar secara

topikal lebih efektif karena obat
akan mudah diserap kulit dan
fungsinya dalam melembabkan
bertahan lebih lama. Berdasarkan

uraian tersebut, maka perlu
dilakukan penelitian mengenai
pemanfaatan salep kolagen

hidrolisat ikan dalam kesembuhan
luka bakar dilihat dari adanya
ekspresi Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2) dan peningkatan jumlah
tibroblas pada hewan model tikus
putih (Rattus norvegicus)

BAHAN DAN METODE
Bahan dan alat

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain kolagen
hidrolisat ikan (PEPTIPLUS® XF),
Silver sulfadiazine, tikus putih
(Rattus norvegicus), pakan minum
tikus, normal saline (NS) 0,9%,
ketamin, xylazine, vaselin album,

buffer  formalin ~ 10%, aquadest
proinjection, aquades, alkohol 70%,
etanol 70%, 80%, 90%, 95%, PBS,
larutan xylol, antibodi primer FGF-
2, antibodi sekunder, Diamano
benzidine, pewarna hematoxilin-eosin,
asam asetat (CH3COOH) 9%.

Peralatan yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu kandang
tikus, underpad, pembatas kandang,
waterbath, objek gelas, pinset
anatomis, cawan petri, sentrifus,
penangas air, timbangan digital,
termometer raksa, plat besi ukuran
2x4 cm?, pensil, mikropipet,
mikrotube, oven, gloove, masker,
pot salep 60g, kassa, tisu, spatula,
plastik bening, gelas ukur, cawan
porselen, lumpang, spuit lcc dan
3cc, seperangkat alat bedah, papan
bedah, pot organ, cover glass,
blender, Mikroskop (BX51®).

Plat besi ditempelkan
menggunakan pinset anatomis
pada punggung tikus selama 15
detik tanpa ada tekanan, besi
diangkat dan dikompres dengan
kasa yang telah dicelupkan ke
dalam  larutan NS  untuk
menghentikan perluasan luka di
jaringan sekitar.

Metode
Pembuatan Luka Bakar Derajat
I1B

Metode induksi luka bakar
yang  digunakan = merupakan
modifikasi dari penelitian

Akhoondinasab et al. (2014) yaitu
plat besi ukuran 2x4 cm? dengan
ketebalan 2 mm dipanaskan dalam
air mendidih suhu 100°C selama 15
menit dan ditempelkan pada
bagian punggung tikus.
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Gambar 1.

Penempelan plat
besi pada punggung tikus tanpa
tekanan

Pembuatan Hidrolisat Kolagen
Ikan

Kolagen hidrolisat ikan
didapatkan dalam produk jadi
berbentuk serbuk dengan berat
500g setiap kemasan. Produk
tersebut memiliki merk dagang
PEPTIPLUS® XF yang telah
mendapat sertifikat uji kandungan.

Pembuatan Salep Kolagen
Hidrolisat Ikan
Proses  pembuatan  salep

diawali dengan menimbang semua
bahan yang diperlukan sesuai
formula perhitungan salep kolagen
hidrolisat ikan (Lampiran 5).
Vaselin album dimasukkan ke
dalam gelas ukur lalu dileburkan
diatas waterbath dengan suhu 50°C
selama kurang lebih 15 menit.
Setelah meleleh, hasil leburan
dimasukkan dalam cawan porselen
dan digerus hingga homogen dan
dingin. Serbuk kolagen hidrolisat
ikan ditambahkan sedikit demi
sedikit sambil digerus hingga
homogen dan menjadi sediaan
setengah padat. Sediaan ditimbang
seberat 60 g dan dimasukkan dalam
dalam pot salep.

— Tabell Formulasi Salep
No Nama bahan f/o 07/:)5 }/g
Kolagen
1 hidrolisat 3 45 6
ikan (g)
Vaselin zd add zd
album (g) 60 60 60

Salep hidrolisat kolagen ikan
dibuat dengan memformulasikan
serbuk hidrolisat kolagen ikan
(PEPTIPLUS® XF) dengan bahan

pembawa vaselin album
konsentrasi 5%, 7,5%, 10% yang
dibuat sebanyak 60 gram.

Terapi Salep Kolagen Hidrolisat
Ikan

Pemberian  salep  kolagen
hidrolisat ikan pada tikus dengan
luka bakar derajat I1IB sebanyak 0,5
g yang diberikan dua sekali sehari
(kelompok terapi) selama 10 hari.

Euthanasi dan Isolasi Kulit

Tikus putih jantan dieutanasi
pada hari ke-18 dengan cara
dislokasio cervicalis, kemudian
diletakkan di atas papan bedah dan
dalam posisi dorsal. Daerah kulit
yang akan diambil dibersihkan
dulu dari rambut yang mulai
tumbuh kembali dengan pencukur
dan sampel kulit diangkat
menggunakan scalpel blade dengan
luas + 2x4 cm? dan sedikit
mengikutkan jaringan normal di
sekitarnya. Sampel kulit dicuci
menggunakan NS  kemudian
dimasukkan dalam larutan buffer
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formalin 10% dan disimpan dalam
suhu ruang.

Prosedur Pembuatan Preparat dan
Pewarnaan Immunohistokimia

Persiapan reparat yang akan
digunakan dalam pewarnaan IHK.
Deparafinisasi dilakukan dengan
pemberian xylol I, II, dan III
masing-masing selama 5  menit.
Rehidrasi dengan memberikan
etanol absolut, etanol bertingkat
yaitu 95%, 90%, 80%, 70%, aquadest
masing-masing selama 5 menit.
Blocking  endogenous  peroxidase
dilakukan dengan memberikan
H202 dalam aquades selama 10
menit. Preparat dicuci dengan PBS
sebanyak 3x masing-masing 5
menit.  Pemberian  superblok
selama 10 menit. Proses pencucian
sebanyak 3x masing-masing 5
menit menggunakan PBS.

Antibodi primer FGF-2 1:1000
diinkubasi pada suhu kamar
selama  semalam. Pencucian
menggunakan PBS sebanyak 3x
masing-masing 5 menit. Antibodi
sekunder rabbit anti rat igG berlabel
biotin diinkubasi dengan selama
satu jam dengan suhu ruang.
Pencucian kembali dengan PBS pH
7,4 selama 5 menit 3kali. Inkubasi
dengan HRP dilakukan pada suhu
kamar selama 10 menit. Pencucian
kembali menggunakan PBS
sebanyak 3x masing-masing 5
menit. Penambahan
DAB+substrate dengan microtube
ditutupi alumunium foil pada suhu
kamar selama 10 menit dan hindari
paparan cahaya. Slide preparat
dimasukkan dalam aquades.

Prosedur Pembuatan Preparat dan
Pewarnaan Histopatologi

Proses  fiksasi  dilakukan
dengan pemberian formaldehyde
10%. Dehidrasi menggunakan
etanol bertingkat dari konsentrasi
rendah ke konsentrasi tinggi (70%,
80%, 90%, 95%). Clearing dilakukan
dengan penambahan xylol I, II, dan
I
Proses embedding menggunakan
parafin cair. Blocking dilakukan
dengan menggunakan cetakan
sesuai dengan ukuran jaringan.

Pemotongan jaringan
menggunakan mikrotom.
Deparafinisasi dengan

penambahan xylol dua kali selama
5 menit. Dehridasi dengan etanol
absolut sebanyak 3 kali dan etanol
bertingkat (95%,  90%, 80%, 70%)
masing-masing 5 menit. Slide
direndam di dalam aquades.
Pewarnaan slide
menggunakan eosin selama 5 menit
lalu direndam
dalam aquades. Slide dimasukkan
kedalam etanol betingkat (70%,
80%, 90%, 95%) masing-masing
selama 10 menit. Perendaman
kedalam etanol absolut selama 5
menit sebanyak 3 kali. Slide
dimasukkan dalam xylol selama 5
menit sebanyak 2 kali dan
dikeringkan.  Proses  mounting
menggunakan ettelan dan ditutup
cover glass. Pengamatan slide
dibawah mikroskop cahaya.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Gambaran makroskopik

Berdasarkan hasil gambaran
makroskopik kesembuhan luka
yang diambil pada hari ke-10 pasca
induksi luka bakar derajat IIB
menunjukkan bahwa kelompok K+
mengalami penyembuhan yang
paling baik dibandingkan dengan
kelompok perlakuan. Perlakuan K+
yang diterapi Silver sulfadiazine
menunjukkan luas perlukaan yang
semakin mengecil, mengering dan
keropeng terlepas, serta adanya
pertumbuhan rambut di area luka
yang menandakan adanya
perbaikan folikel rambut pada
lapisan dermis (Gambar 2).

Gambar2 Gambaran makroskopis
perkembangan kesembuhan jaringan
kulit tikus pada hari ke-10 pasca
induksi luka bakar derajat IIB pada
semua kelompok ( ™ area yang

masih mengalami luka),
( o pertumbuhan  rambut area
luka)

Berdasarkan hasil gambaran
makroskopik kesembuhan luka
yang diambil pada hari ke-10 pasca
induksi luka bakar derajat IIB
menunjukkan bahwa kelompok K+
mengalami penyembuhan yang
paling baik dibandingkan dengan
kelompok perlakuan. Pemberian
Silver  sulfadiazine berpengaruh
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lebih baik yang dapat membantu
mengurangi adanya infeksi dan
menginduksi  sel-sel  imunitas
sehingga mempercepat proses
penyembuhan luka. Berdasarkan
hasil tersebut diduga bahwa pada
luka bakar terjadi infeksi sekunder
dimana terapi salep kolagen
hidolisat ikan belum mampu
mengurangi resiko infeksi tersebut,
karena tidak memiliki kandungan
antibiotik didalamnya.

Kelompok P2 pasca induksi
luka bakar derajat IIB diterapi
menggunakan  salep  kolagen
hidrolisat ikan 7,5% menunjukkan
bahwa luas perlukaan pada kulit
sudah mulai mengecil vyaitu
setengah dari luka pasca induksi
pertama (Gambar 5.1 C). Kelompok
P2 menunjukkan kesembuhan luka
yang lebih baik dibandingkan
dengan P1 namun kurang baik
dibandingkan dengan K+.
Kelompok  P3  menunjukkan
kesembuhan luka yang lebih baik
dibandingkan dengan P1 dan P2
namun masih  kurang  baik
dibandingkan dengan K+. Pada
kelompok P3, keropeng pada area
luka sudah  terlepas dan
permukaan area luka sudah mulai
mengecil atau berkurang, hal ini
ditunjukkan  dengan  adanya
kondisi luka yang sudah menutup
sempurna dengan adanya
pertumbuhan rambut (Gambar 5.1
D). Hal ini sesuai dengan pendapat
Latifa (2017) bahwa konsentrasi 10%
adalah konsentrasi terbaik yang
mampu mempercepat penutupan
luka.
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5.1 Efek Pemberian Salep . .

. . Keterangan : Perbedaan notasi menunjukkan
Kolagen Hidrolisat Ikan pada adanya  perbedaan  signifikan
Tikus Pasca Luka Bakar Derajat (P<0.05) antar kelompok
IIB terhadap Ekspresi Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF-2) Pada hari kesepuluh

Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2) diproduksi oleh platelet
dan makrofag untuk menarik
leukosit pada fase inflamasi, dan
diproduksi oleh sel fibroblas pada
fase proliferatif dan berlanjut pada
sintesis kolagen

Gambar 3 Gambaran = mikroskopis
ekspresi FGF-2 pada jaringan dermis kulit
tikus metode immunohistokimia (400x)
(A) Kontrol positif (B) terapi salep kolagen
hidrolisat ikan5% (C) terapi salep kolagen
hidrolisat ikan 7,5% (D) terapi kolagen
hidrolisat kolagen ikan 10% (
menunjukkan ekspresi FGF-2)

Tabel 2 Ekspresi FGF-2

Kelompok Rata-rata
Ekspresi FGF-
21SD (%)

K+(Kontrol positif) 41.69£0.95¢
P1(Terapi salep 24.75+2.862
hidrolisat kolagen
ikan 5%)
P2(Terapi salep 28.37+1.782
hidrolisat kolagen
ikan 7,5%)
P3(Terapi salep 36.65+1.24
hidrolisat kolagen

termasuk dalam puncak proliferasi
fibroblas, dimana fibroblas akan
mengekspresikan FGF-2 sehingga
FGF-2  jumlahnya  meningkat.
Berdasarkan penelitian Fuadi dkk.
(2015) Silver sulfadiazine bersifat
sebagai antibakteri serta mampu
merangsang sel-sel seperti
makrofag untuk menghasilkan
growth factor dan sitokin seperti
TGF-B, EGF, IL1 dan lainnya
sehingga  mendukung  proses
penyembuhan luka.

Rata-rata ekspresi kelompok
P3  (36.65+1.24)% menunjukkan
persentasi yang lebih rendah secara
signifikan =~ (P<0.05)  terhadap
K+(41.69£0.95)%  (Tabel  5.1).
Perbedaan signifikan kelompok P3
dan K+ menunjukkan bahwa
penggunaan  salep  hidrolisat
kolagen 10% masih kurang efektif
dibandingkan dengan penggunaan
obat Silver sulfadiazine.

Pada penelitian Paddle et al.
(2008) efek toksis silver pada luka
bakar yaitu menggangu proses
sintesis pada fibroblas dan
keratinosit. Namun penggunaan
hingga mencapai toksik
membutuhkan waktu cukup lama
yang dibuktikan dengan
penelitian Bidgoli et al. (2013)
pemberian nanopartikel silver
pada terapi 21 hari pasca luka
bakar tidak menunjukkan gejala
abnormal pada luka serta hasil
pengujian beberapa organ ginjal,
liver, spleen, dan lainnya tidak

n 10%)
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Tabel.3 Jumlah Fibroblas

mengalami kelainan. Hal ini
menunjukkan untuk mencapai
konsentrasi toksik yaitu dengan
pemberian silver diatas terapi 21

hari pasca luka bakar.

Kelompok Jumlah
Fibroblas
Rata-
rataxSD(sel)
K+ (Kontrol 46.50£1.664

positif) Tabel.3 Jumlah Fibroblas

5.2 Efek Pemberian Salep "pi (Terapi salep 22.70+0.862

Hidrolisat Kolagen Ikan pada pjgrolisat kolagen

Tikus Pasca Luka Bakar Derajat ;i .n 5%)

IIB terhadap Jumlah Fibroblas P2 (Terapi salep 32 .56+0.28P
Hasil perhitungan fibroblas 1;4rolisat kolagen

dilakukan ~ dengan  metode jian 7 5%)

histopatologi pengecatan p3(Terapi salep 40.06+1.24¢

hematoxylin ~ eosin.  Fibroblas  1,;qrolisat kolagen

memiliki ~ karakteristik ukuran .0 10% )

ya.ng cukup besar, inti b?rbentUk Keterangan: Perbedaan notasi

ehps. _yang .terwarnal ungu, menunjukkan adanya perbedaan

memiliki sitoplasma yang  signifikan (P<0.05) antar kelompok

terwarnai merah, serta kedua ujung
sel berbentuk lancip (Gambar 5.3)

Gambar 5.3 Gambaran miskopis jumlah

sel fibroblas jaringan kulit tikus
dengan  pengecatan hematoxylin eosin
perbesaran (400x)
Keterangan: (A) Kontrol positif (B) terapi

salep hidrolisat kolagen ikan 5%
(C) terapi salep kolagen
hidrolisat ikan 7,5% (D) terapi
kolagen hidrolisat kolagen ikan
10% ( s« menunjukkan sel
fibroblas)

Berdasarkan Tabel 5.2 rata-rata
jumlah  fibroblas pada K+
(46.50+1.66) sel lebih tinggi dan
berbeda signifikan (P<0.05)
dibandingkan semua kelompok
terapi. Hal ini menunjukkan
proliferasi fibroblas serta migrasi
fibroblas ke area luka berjalan
dengan  baik dalam  proses
perbaikan jaringan. K+ merupakan
kelompok yang diberikan terapi
obat  Silver sulfadiazine yang
merupakan gold standart dalam
mengobatan luka bakar derajat II
maupun III.  Obat tersebut
mengandung agen antibakteri
yaitu golongan sulfonamid yang
dapat menekan adanya infeksi
bakteri pada luka. Menurut Fuadi
dkk (2015) Silver  sulfadiazine
merupakan  obat  antibakteri
golongan  sulfonamid dengan
mekanisme berkompetisi dengan
substrat PABA untuk sintesis
enzim  dihidropetroat  sehingga
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sintesis asam folat
bakteri. Perbedaan mekanisme
kedua bahan terapi tersebut
mengakibatkan proses
kesembuhan luka yang terjadi
antara kelompok kontrol dan terapi
berbeda. Luka bakar merupakan
tempat yang  ideal  untuk
pertumbuhan bakteri karena luka
tersebut  cenderung  memiliki
perlukaan yang luas dan kondisi
yang cenderung basah (Nugraha et
al., 2011). Selain hal tersebut
keberadaan bakteri dapat dipicu
dari kedalaman luka bakar seta
ketidakseimbangan flora normal
pada kulit akibat paparan luka
bakar. Menurut Khazaeli et al. (2014)
tikus  putih  memiliki  luas
permukaan kulit 377,2 cm? dengan
ketebalan kulit 1-1,6 mm untuk
luka bakar derajat IIB.

mencegah

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian
yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa
1. Salep kolagen hidrolisat ikan 10%
pada tikus putih  (Rattus
norvegicus) dengan luka bakar

derajat 1B merupakan
konsentrasi terbaik
dibandingkan konsentrasi 5%
dan 7,5% yang dapat

meningkatkan ekspresi FGF-2
(36.65+1.24) %

2. Terapi salep kolagen hidrolisat
ikan konsentrasi 10% pada tikus
putih (Rattus norvegicus) dengan
luka  bakar  derajat IIB
merupakan konsentrasi terbaik
dibandingkan konsentrasi 5%
dan 7,5% yang dapat

60

meningkatkan jumlah fibroblas

sebesar (40.06+1.24) sel

Saran untuk penelitian lanjutan
yaitu meningkatkan konsentrasi
salep di atas 10%  serta
menambahkan antibakteri dalam
salep kolagen hidrolisat ikan
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