BAB I11

METODE PENELITIAN

A. Desain Pendlitian
Penelitian ini merupakan penelitian yang dilakuleksperimental
laboratorisin vivo pada tikus putih wistaiRatus Norvegicus)jantan dengan

rancangarpost test only control group design.

B. Populas dan Sampe
1. Populasi
Populasi yang digunakan pada penelitian ini adélars putih
wistar Ratus Norvegicus).
2. Sampel
Perhitungan sampel pada penelitian ini menggunakenus
Federer yang di dapatkan hasil jumlah tikus mengadkor tikus yang
dibagi dalam 3 kelompok yaitu 3 tikus kontrol pisi8 tikus kontrol
negatif, dan 3 tikus kelompok perlakuan. Penelitemmenggunakan 36
ekor tikus sebagai populasi yang dibagi dalam 4 kahgambilan
sampel.
C. Kriterialnklus dan Eksklus
1. Kiriteria Inklusi
a. Karakteristik umum dari keadaan tikus yang sehatadkdif.

b. Tikus wistar jantan berumur 2-3bulan.
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c. Berat badan tikus putih 200-250 gram dan berat rbddiak boleh

terpaut jauh.

2. Kiriteria Eksklusi

a. Berat badan tikus yang mempunyai perbedaan tgdatu

D. Lokas dan Waktu Pendlitian

a. Tempat

b.

Pada hewan uji ini dilakukan di laboratorium farmlaigi dan
laboratorium hewan uji di FKIK UMY.
seeds) dilakukan di laboratoriumLPPT Unit 1 UGM.
Waktu
Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2Gk6mi bulan

Januari 2017

E. Variabd Penditian

1.

Variabel pengaruh

Variabel terpengaruh

Jumlah sel fibroblas pada perlukaan gingiva tikietav.
Variabel terkendali

a. Galur tikus : Tikus wistar

b. Umur tikus : 2-3 bulan
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c. Jenis kelamin : jantan
d. Berat badan tikus : 200-250 gram
e. Makanan tikus . pellet tipe broiler-11 dan air el

f. Diameter luka pada tikus : 5 mm
g. Volume, waktu, dan lama aplikasi bahan
4. Variabel tak terkendali
a. Kondisi sistemik individual tikus
b. Kondisi rongga mulut individual tikus ( pH saliveplume saliva,
mikroorganisme dalam rongga muut)

c. Kontaminasi bakteri rongga mulut tikus

F. Definisi Operasional

diberi perlukaan.

2. Fibroblas adalah sel yang menghasilkan komponertrasies dari
jaringan ikat yang berkembang.

3. Luka adalah terputusnya integritas dari jaringaik Is#cara anatomis
maupun fisiologis yang diikuti oleh kematian jammgseluler. Perlukaan
pada tikus akan dibuat dengan menggunakalpel diameter 5 mm.

4. Penyembuhan luka adalah proses untuk menutup laka ylibantu

dengan faktor lain untuk mengganti jaringan yahaghteusak.



G. Alat dan Bahan Pendlitian

1. Bahan Penelitian

a.

Tikus wistar jantan

Aloclair sebagai kontrol positif.

CMC-Na

Etanol 70% untuk pelarut ekstrak

Kapas steril

Natrium CMC (CMC-Na) sebagai gelling agent
Hematoksilin Eosin (HE)

Eter

Mikrotom

Hot plate

Buffer formalin 10%

2. Alat Penelitian

Alat penyaring ekstrak
Pembuatan ekstrak jintan hitam
Pembuatan sediaan histologis
Timbangan

Scal pel

Mikroskop cahaya

Objekglass dan declglass
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Pot wadah untuk menyimpan gel
Kandang tikus diberi kode nomer
Pinset

Gunting bedah

H. Jalannya Penelitian

1.

Laboratorium Kedokteran UMY. Pembuatan ekstrakkdikan dengan
metode maserasi dengan bahan pelarut etanol 7QR4in&in hitam 2
dan disaring setelah itu di ambil serbuknya. Sereugebut direndam
didalam etanol 70% selama 24 jam dan disaring dala hingga
didapatkan ekstrak kental 100%. Larutan yang dipbraipanaskan
hingga mendidih + 70°C dan menyisakan ekstrak kemi@u pekat

seperti jus buah yang disaring.

1 UGM. Gel yang dibuat terdiri dari ekstrak danliggl agent.
Gelling agent menggunakan bahdatrium CMC 3 gram (5%) dan

aguades 60 ml (10%) steril.



1)

2)

3)

4)

5)

6)
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Proses pembuatan gel adalah sebagai berikut :
Menyiapkan gelling agent yaitu serbuk CMC-Na.
CMC-Na ditimbang seberat 3 gram, dimasukkan kedaam
gelas ukur, masing-masing berisi 1 gram.
Bahan dasar dilarutkan dengan aquades sebanyak Watuk
gel konsentrasi 10%, lalu diaduk sedikit demi sidikngga
rata.
mendapatkan gel berkonsentrasi 10%.
Memasukkan ekstrak kedalam gelas beker dan meraraiyk
dengan serbuk CMC-Na, kemudian diaduk hingga metaken
massa gel.
menjadi padat didapatkan, kemudian disimpan diddéamari

es bersuhu 4-6.

3. Perlakuan pada tikus

a.

Tahap persiapan

Sebelum dilakukan perlakuan, hewan uji diadaptasika

atau diaklimatisasi selama satu minggu. Hewananigyberjumlah

36 ekor dibagi dalam 3 kelompok perlakuan, yaituek@r masuk

dalam kelompok | (kontrol positif, diaplikasikarioglair), 12 ekor
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kelompok Il (kontrol negatif, diaplikasikan CMC-Na)l2 ekor
Masing-masing kelompok ditempatkan pada kandang parbeda
dengan lingkungan yang sama.
Sterilisasi alat

Sebelum dilakukan perlakuan pada hewan coba, satatia
yang akan digunakan disterilkan terlebih dahulugdenalkohol.
Tujuan dari sterilisasi ini adalah untuk menghindadanya
kontaminasi patogen yang tidak diinginkan pada lteeini.
Membuat perlukaan dan aplikasi bahan

Hari ke nol (0), perlukaan dengan menggunalseapel
dengan diameter 5 mmdilakukan pada gingiva 36 dkars,
kemudian diaplikasikan bahan sesuai dengan kelorppdikuan.
Tiga ekor tikus dari masing-masing kelompok dikoen pada
hari pertama, ketiga, kelima, dan ketujuh untulekapitulasi dan
dibuat preparat. Pengorbanan hewan uji dilakukada phari
pertama untuk mengetahui jumlah sel fibroblas yarengalami
kemotaksis pada jaringan, hari ketiga dan kelimaulumelihat
jumlah sel fibroblas pada fase inflamasi dan peaalimenuju fase
proliferasi, dan pada hari kedelapan untuk mengetaimlah sel

fibroblas pada fase proliferasi.

Pembuatan sediaan histopatologi
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Jaringan gingiva diambil pada daerah perlukaan kieany
dibersihkan dengan cairarsiologis. Jaringan yang diambil dilakuk
pemeriksaan mikroskopis dengan cara fiksasi merajgumbuffer
formalin 10% maksimum selama 24 jam. Skapel diganakintuk
memotong jaringan setelah fiksasi selesai dan dikkas kedalan
automatic tissue processor, kemudian dehidrasi dengan alkohol9
secara bertahap untuk membersihkan-sisa fiksatif. Alkohol yan(
tersisa dibersinkan dengaclearing xylol selanjutnya dilakuka
prosedur penanaman. Prosedur tersebut dilakukagademfiltrasi
parafin cair padauhu 57-58 C kedalam kotak parafin untuk menc
rongga dalam jaringan yang ditempati oleh air sgianterbentuk blo
parafin.

Blok parafin dimasukkan kedalafrezzer untuk didinginkar

agar tidak terlalu lunak, kemudian dari setiap bpakafin dilakukn

pengirisan jaringan seteba-4 #™ menggunakarmmikrotom. Irisan
jaringan dimasukkan kedalawater bath pada suhu sekitar ° C,
setelah itu diinkubasikan pahot plate suhu 40-58C selama 15 men
untuk menguapkan air pada jarin¢

Irisan jaringan didearafinisasi dengan xylol diikuti deng.
rehidrasi menggunakan alkohol secara bertingkatkumtenghilangkau
xylol. Sisesisa alkohol dibersinkan dengan membasuh pre
dibawah air mengalir lalu mengaplikasikan cat HEhgyanember

warna biru pada inti s, membilas dibawah air mengalir unt



32

menghilangkan sisa cat, kemudian eosin sebagainbaiuater stain
memberikan warna merah sebagai kontras. Prepasabté dicelupkan
kedalam air untuk menghilangkan sisa eosin dan hdidasi
menggunakan alkohol bertingkat untuk menghilanglken Tahap
selanjutnya melakakasiearing xylol untuk memberikan warna bening
pada jaringan darmounting agar preparat awet serta menambah
kejernihan.

Tahap selanjutnya untuk melihat ada atau tidakeydilsoblas
pada perlukaan gingiva maka dilakukan pewarnaanaltasilin Eosin
(HE). Prosedur pewarnaan HE adalah deparafinisashgah
menggunakan larutan xylol dan alkohol. Tahap setagpa proses
dehidrasi dengan alkohol kemudian dicuci dengannangalir dan
bilas dengan menggunakan aquades dan dilap. Sétieldaca benda
dimasukkan kedalam Hematoksilin meyer's dan dicdengan air
mengalir serta dibilas aquades. Selanjutnya, propewarnaan
dilanjutkan dengan memasukkan kaca benda kedalasin exerta
dibilas menggunakan aquades. Pewarnaan dinilawditbanikroskop
cahaya. Pewarnaan yang dianggap baik dilanjutkagkéh berikutnya
yaitu proses dehidrasi dengan alkohol secara &etrkemudian dilap.
Langkah selanjutnya dimasukkan kedalam larutan|xyém terakhir
objek glass ditutup dengandeck glass dan dilakukan pengamatan
mikroskop cahaya (Lab.Fakultas Farmasi UGM).

Interpretasi hasil
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Pengamatan proses penyembuhan luka pada gingiva
menggunakan pengamatan histologi dengan metode ukeran
diferensial counting, yaitu mengitung jumlah sel fibroblas pada 3x

lapang pandang dengan perbesaran 40x10.
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. Alur Penditian

Tikus wistar 36 ekor

! l

Kelompok kontrol Kelompok Kelompok kontrol
positif perlakuan negau_f
(12 ekor tikus) (12 ekor tikus) (12 ekor tikus)

\ Perlukaan gingiva dengan /

scalpel diameter 5 mm

Aplikasi aloclair gel| | APlikasi gel biji jintan Aplikasi CMC-Na
pada luka gingiva hitam (Nigella Sativa) | | Padaluka gingiva

pada luka Gingiv

Pengambilan 3 tikus dari masing-masing
kelompok untuk didekapitasi pada hatii
ke 1,3,5,8

Pembuatan sediaan histopatologi
(pengecatan Hematoksilin Eosin)

192

Pengamatan Jumlah Fibroblas

Analisa data dengan
menggunakan ug@nova

Gambar 4. Alur Pendlitian
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Analisis Data

Analisis data pada penelitian menganalisis perlbredatara kelompok
kontrol negatif, kontrol positif, dan kontrol p@tuan dengan menggunakan
uji two way ANOVA bila sebarandata normal dan vasialata, sedangkan
bila data tidak berdistribusi normal maka digunakgn Kruskal-Wallis.
Untuk menguji data berdistribusi normal atau tiddigunakan ujiShapiro-

Wilk karena jumlah sampel kurang dari 50.



