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ABSTRAK
Pendahuluan: Luka merupakan rusaknya komponen jaringan , luka menyebabkan inflamasi dengan melepaskan asam arakidonat dari sel yang terluka. Zat aktif lupeol, beta-sistosterol, campesterol dalam lidah buaya (Aloe vera L.) membantu dalam proses wound healing dengan meningkatkan antiinflamasi yang menyebabkan menurunnya jumlah sel neutrofil darah dan neutrofil jaringan. Namun, penelitian yang membuktikan zat aktif dalam perasan lidah buaya (Aloe vera L.)  dapat membantu proses wound healing masih jarang dilakukan . 

Metode: Penelitian menggunakan tikus Wistar jantan usia 2-3 bulan, dibagi menjadi 5 kelompok; kelompok negatif (KN), kelompok perlakuan 0 (K0), kelompok perlakuan 1(P1), kelompok perlakuan 2 (P2) dan kelompok perlakuan 3 (P3). Tikus disayat di punggung sepanjang 2cm dan sedalam 0,2mm. K0 diberikan Povidone Iodine 10%, P1 diberikan dosis perasan lidah buaya (Aloe vera L.) 20%, P2 dosis 40%, dan P3 dosis 80% selama 6 hari, hari ke 7 dilakukan pembedahan untuk pengambilan sampel. Jumlah sel neutrofil darah dihitung dengan Differential Count, jumlah sel neutrofil jaringan dihitung di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Analisis data menggunakan One Way ANOVA (p<0,05).

Hasil: Perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dosis 80% cenderung menurunkan  jumlah sel neutrofil darah walauun tidak signifikan, adapun jumlah sel neutrofil jaringan pada luka sayat punggung tikus wistar jantan menurun secara secara signifikan sebesar 50% dibandingkan K0 (p<0,05). 

Kesimpulan: Perasan lidah buaya (Aloe vera L.) mempunyai potensi mempercepat proses wound healing dengan menurunkan jumlah sel neutrofil darah dan jumlah sel neutrofil jaringan kulit 


Kata Kunci: Luka, Wound healing, Zat akitif perasan lidah buaya (Aloe vera L.), Jumlah sel neutrofil darah dan jaringan.
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ABSTRACT
Introduction: The active substance lupeol, beta-cystosterol, campesterol in Aloe vera L. helps in the wound healing process by increasing anti-inflammation which causes a decrease in the number of blood neutrophil cells and tissue neutrophils. However, studies that prove that the active ingredient in the extract of Aloe vera L. can help the wound healing process is still rare.
Method: This study was an experimental in vivo control group post test only design laboratory. This study used male Wistar rats aged 2-3 months were divided into 5 sample groups; treatment group 0 group (K0), negative group(KN), treatment group 1(P1), treatment group 2(P2) and treatment group 3(P3). Rats were given a wound of 2cm and 0,2mm deep. Rat positive group was given Povidone Iodine 10% ,treatment group 1 was given a dose of Aloe vera L juice 20%, treatment 2 at a dose of 40%, and treatment 3 with a dose of 80% given for 6 days, day 7 was performed for sampling. The number of blood neutrophils counted by Differential Count, the number of tissue neutrophils is calculated under a microscope with 400x magnification. Data analysis using One Way ANOVA (p <0.05).
Results: The 80% dose of Aloe vera L. tended to reduce the number of neutrophil cells even though it was not significant, while the number of tissue neutrophils in the back wound of male wistar rats decreased significantly by 50% compared to K0 (p <0, 05). 
Conclusion: The juice of Aloe vera L. has the potential to accelerate the wound healing process by reducing the number of blood neutrophil cells and the number of neutrophil cells in skin tissue
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PENDAHULUAN

       Luka menyebabkan terjadinya wound healing yang diawali dengan proses inflamasi, wound healing diawali dengan homeostasis pada menit pertama dengan platelet yang akan membentuk clotting untuk menghentikan perdarahan 1. Selanjutnya tubuh akan merespon dengan inflamasi yang merupakan respon dari jaringan terhadap rangsangan fisik maupun kimiawi yang bersifat merusak2. Reaksi inflamasi dapat  berupa merah (rubor), nyeri (dolor), panas (kalor), bengkak (tumor), dan disertai gangguan fungsi (fungsio laesa)³ 4. Pada fase awal inflamasi, sel leukosit terutama neutrofil jaringan akan melakukan fagositosis pada bakteri yang masuk ke dalam tubuh, aktivasi sitokin pro inflamasi akan menyebabkan neutrofil dalam darah lebih banyak bermigrasi ke arah organ atau jaringan yang terluka akibat sinyal yang dikirimkan oleh sitokin-sitokin pro inflamasi 5. Setelah 48 jam jumlah sel neutrofil akan menurun dikarenakan perannya digantikan oleh monosit yang bermigrasi ke daerah lesi dan berdeferensiasi menjadi makrofag. Sel neutrofil akan tetap berada pada jaringan atau organ yang terluka hingga terjadi proses proliferasi namun jumlahnya tidak sebanyak diawal inflamasi, penurunan sel neutrofil ini dapat dijadikan penanda meningkatnya sitokin-sitokin antiinflamasi 5. 
Pada umumnya masyarakat menggunakan Povidone Iodine 10% sebagai penanganan awal apabila terjadi luka ringan tanpa mengetahui sifat iritatif dan toksik dari Povidone Iodine 10%. Zat-zat dalam Povidone Iodine 10% juga dianggap benda asing oleh tubuh karena susunan yang berbeda dengan sel-sel tubuh . Selain itu, penggunaan  Povidone Iodine 10% yang berlebihan dapat  menghambat terbentuknya granulasi luka 6. Salah satu penanganan luka saat ini dengan menggunakan tanaman herbal masih jarang dilakukan, salah satunya penggunaan lidah buaya (Aloe vera L.) yang memiliki kandungan zat aktif lupeol, beta-sistosterol, campesterol dan lain-lain. Dalam beberapa penelitian zat-zat aktif tersebut dapat membantu terjadinya proses proliferasi dengan menurunkan jumlah neutrofil darah dan neutrofil jaringan 7. 
Penelitian ini menggunakan perasan lidah buaya (Aloe vera L.)  karena mudah didapat selain itu pada penelitian ini cara pengambilan zat aktif dari lidah buaya (Aloe vera L.)  yang cepat dan mudah sehingga memudahkan penggunaannya.
Berdasarkan fakta diatas peneliti ingin membuktikan efek kandungan zat aktif dalam lidah buaya (Aloe vera L.) dapat digunakan untuk mempercepat terjadinya proses proliferasi dengan menurunkan neutrofl darah dan neutrofil jaringan kulit luka sayat punggung  tikus wistar jantan saat terjadi perlukaan. 

METODE 
Penelitian eksperimental labolatorium dengan menggunakan desain penelitian  analitik post  test only. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (FK UNISMA). Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Maret hingga April 2019.
Penelitian ini telah disetujui secara etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya No: 1084-KEP-UB.
Subjek Penelitian  
	Tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) dengan usia 2-3 bulan yang memiliki berat badan 200-250 gram,  diaklimatisasi selama 7 hari, diberi makan dan minum standar laboratorium. 
	Penelitian menggunakan tikus sebagai hewan coba juga dikarenakan struktur kulit yang hampir sama dengan manusia. Kulit pada tikus juga memiliki lapisan dermis dan epidermis batas epidermis dan dermis tidak teratur, dan tonjolan dermis disebut papila saling mengunci dengan tonjolan epidermis yang disebut epidermal ridges (tabung epidermis) 12 bermanfaat pada  penelitian mengenai anatomi 13.
Pemilihan tikus dengan usia 8-10 minggu dengan pertimbangan tikus sudah cukup dewasa dan ukuran dari organ tikus tidak terlalu kecil sehingga memudahkan peneliti dalam pengambilan organ saat pembedahan hewan coba . Sedangkan berat badan tikus yang cukup besar dapat menggambarkan bahwa tikus dalam keadaan sehat 11
Penilitian ini menggunakan tikus dalam kelompok, masing-masing kelompok berjumlah 5 ekor tikus yang ditempatkan pada kandang yang telah diberi penutup kandang, masing-masing kandang berisi satu ekor tikus. Hal ini dilakukan guna menjaga agar tikus satu tidak melukai tikus lainnya karena perlakuan dalam pemberian luka pada punggung tikus.
Pengelompokkan sampel terbagi atas kelompok negatif (KN, n=5), kelompok positif (KP, n=5), kelompok perlakuan 1 (KP 1, n=5), kelompok perlakuan 2 (KP 2, n=5), kelompok perlakuan 3 (KP 3, n=5) sehingga total hewan coba yang digunakan adalah sebanyak 25 ekor. 


Pembuatan Luka Sayat 
[image: ]Luka sayat dibuat setelah dilakukan pencukuran bulu pada punggung tikus. Setelah dicukur bersih daerah yang akan diberi perlukaan diukur dengan penggaris dan ditandai menggunakan spidol.  Skapel dan blade disterilkan terlebih dahulu sebelum ditandai untuk mengetahui batas kedalaman perlakuan. Lidocain 2% 2-4mg/KgBB disuntikkan sebagai anastesi sebelum 
dilakukan penyayatan pada punggung. Setelah 5 menit anastesi daerah yang akan disayat dibersihkan dengan alkohol swab, punggung disayat dengan blade steril yang telah dimodifikasi untuk mendapatkan ukuran kedalaman 0,2m. Sayatan dilakukan pada punggung yang telah ditandai dengan spidol sepanjang 2cm. Setelah dilakukan sayatan luka dibersihkan dengan cairan NaCl untuk selanjutnya dibalut. Pembalutan yang dilakukan didasarkan pada penelitian pendahuluan yang telah dilakukan oleh peneliti sebelumnya. Luka sayat dapat dilihat pada gambar 1
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Keterangan : Gambar 1, sayatan pada punggung tikus sepanjang 2cm dan sedalam 2mm. 


Pembuatan Perasan Lidah Buaya (Aloe vera L.)
	Lidah buaya (Aloe vera L.) dicuci, dikupas hanya untuk mendapat daging daunnya, diblender hingga halus dan disaring menggunakan kasa steril.  Perasan lidah buaya (Aloe vera L.) ditampung pada becker glass. Pembuatan perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dilakukan setiap hari untuk menjaga kesegaran perasan.

Pembagian Dosis  dan Pemberian Olesan Perasan Lidah Buaya (Aloe vera L.) 
	Perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dibagi menjadi 3 dosis, dosis konsentrasi 20%, 40%, dan 80%. Konsentrasi 80% didapat dari mencampurkan perasan murni lidah buaya (Aloe vera L.) dengan adeps lanae pada perbandingan 8:2. Konsentrasi 40% pada perbandiingan 4:6, dan konsentrasi 20% pada perbandingan 2:8. Pemberian dosis dilakukan sesuai dengan masing-masing kelompok perlakuan. Perlakuan 1 (P1) dengan konsentrasi 20%, perlakuan 2 (P2) dengan konsentrasi 40%, dan perlakuan 3 (P3) dengan konsentrasi 80%. Masing-masing dosis diberikan sebanyak 0,5 gram dan pemberian perlakuan dengan  mengoleskan secara merata pada luka sayat. 
	Pemberian adeps lanae sebagai basis dipilih karena mampu mengikat perasan lidah buaya (Aloe vera L.) yang berbentuk cair dengan baik 8. Adeps lanae mampu meningkatkan absorpsi terhadap zat aktif lebih baik dibanding basis lainnya 8.  Selain itu, penggunaan adeps lanae juga ditujukan untuk menyerap cairan dari dalam luka 16.
	Luas pemberian olesan perasan lidah buaya (Aloe vera L.)  didasarkan pada BSA (Body Surface Area). Perhitungan BSA dilakukan dengan cara mengambil 10% dari berat badan hewan coba, kemudian diakartkan 9. Dalam hal ini rata-rata hitung BSA yang digunakan untuk penelitian sebesar 5,4 cm². Alasan pemberian Povidone Iodine 10% sebagai kontrol postif karena penggunaan Povidone Iodine 10% karena dapat membunuh bakteri dan spora serta dapat digunakan secara luas untuk antiseptik kulit, tetapi zat-zat yang terkandung dalam Povidone Iodine 10 % akan dianggap benda asing oleh tubuh karena komponen dan susunannya berbeda dengan sel-sel tubuh 10. 

Pengambilan Sampel Darah 
	Tikus difiksasi dalam posisi supinasi, kemudian dilakukan anastesi menggunakan ketamin intramuscular (IM) dengan dosis 40 mg/kgBB hingga terbius . 
Darah diambil melalui pungsi ventrikel kiri dengan spuit 3 cc, kemudian langsung dimasukkan ke dalam vacutainer dengan anti koagulan (EDTA) untuk selanjutnya dilakukan pemeriksaan differential count. 

Penghitungan Differential Count 
	Differential count dilakukan untuk mengetahui jumlah neutrofil segmen maupun stab. Penghitungan differential count menggunakan alat bantu hemato analyzer. 

Penghitungan Jumlah Neutrofil pada Preparat Histologi Jaringan Luka Kulit 
	Penghitungan jumlah neutrofil diukur menggunakan sampel jaringan luka kulit pada  tikus dan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 x dengan pewarnaan HE (Hematoxylin-Eosin).










HASIL DAN ANALISA DATA

Pemberian Perasan Lidah Buaya Terhadap Jumlah Sel Neutrofil Darah LukaSayat Punggung Tikus Wistar Jantan
	Jumlah sel neutrofil darah pada kelompok kontrol negatif, kontrol positif, P1, P2, P3 dapat dilihat pada gambar 2
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Gambar 2 . Jumlah Sel Neutrofil Darah. 
Data merupakan rata-rata hasil pengukuran Mean ±SD. Jumlah sampel 5 ekor/kelompok. Analisa menggunakan One Way ANOVA  dengan signifikansi p<0.05. K- : kelompok normal (28.8 ± 6.686) ,  K0  44 ± 4.637, P1 39.4 ± 10.31, P2 39.6 ± 4.98, dan P3 35.6 ± 8.204. 

Pemberian Perasan Lidah Buaya (Aloe vera L.) Terhadap Jumlah Sel Neutrofil Jaringan Luka Sayat Punggung Tikus Wistar Jantan 
Jumlah sel neutrofil jaringan pada kelompok kontrol negatif, kontrol positif, P1, P2, P3 dapat dilihat pada gambar 3.
#
Neutrofil jaringan (%)

#
#
#**

Gambar 3, Jumlah Sel Neutrofil Jaringan . Data merupakan Mean±SD . Analisa data menggunakan One Way ANOVA dengan p<0.05. KN sebesar 0.26 ± 0.43, K0  12.39 ± 2.70, P1 9.86 ± 3.14, P2 9.66 ±3.96, dan P3 6.78 ± 1.70. 
Simbol * menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara K0 dengana P3. Simbol #  menunjukkan K0, KP1, KP2, KP3 berbeda signifikan dengan KN


Hasil Korelasi Neutrofil Darah dengan Neutrofil Jaringan 
[image: ]	Hasil korelasi dapat dilihat pada tabel 1. 












table 1, Berdasarkan hasil analisa korelasi didapatkan bahwa penurunan kadar neutrofil darah tidak hanya dipengaruhi oleh faktor masuknya neutrofil ke dalam jaringan (r < 0,5) namun ada faktor lain yang diduga ikut berpengaruh.
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PEMBAHASAN 
Perbandingan Pemberian Perasan Lidah Buaya (Aloe vera L.) Dibanding Povidone Iodine 10% Terhadap Jumlah Sel Neutrofil Darah Kulit Luka Sayat Punggung Tikus Wistar Jantan 
Pemberian perasan lidah buaya (Aloe vera L.) pada semua dosis mempunyai kcenderungan menurunkan jumlah sel neutrofil darah sebesar 8% dibandingkan K0, walapun tidak berbeda signifikan. Perbedaan ini sesuai dengan peran zat aktif pada perasan lidah buaya dosis 80% yang dapat menurunkan jumlah neutrofil darah sebagai penanda berkahirnya proses inflamasi dan awal dari proses proliferasi. Penurunan jumlah sel neutrofil darah ini menunjukkan kerja sel neutrofil sebagai fagosit telah berhasil dan mengakibatkan peningkatan dari sitokin-sitokin antiinflamasi seperti, IL4, IL10, IL13, INFα 17. Kerja zat aktif Lupeol, beta-sistosterol, dan campesterol dalam perasan lidah buaya (Aloe vera L.) ini bekerja seperti mekanisme kerja dari steroid. Zat aktif Lupeol, beta-sistosterol, dan campesterol bekerja dengan menghambat asam arakidonat sehingga COX 2 pada siklus oksigenase tidak terbentuk 14. 
Antar dosis tidak berbeda secara signifikan, hal ini mungkin disebabkan pada pemberian dosis kecil respon yang didapat sudah maksimal. Sehingga pemberian dosis yang berbeda tetap menghasilkan efek yang sama18. Hasil ini sesuai dengan teori hubungan dosis-respon, dimana respon tiap individu terhadap dosis berbeda, selain itu dosis kecil pada perasan lidah buaya (Aloe vera L.) sudah memberi efek pada penurunan sel neutrofil darah. SD yang besar pada salah satu kelompok juga diduga menjadi penyebab biasnya data. 

Perbandingan Pemberian Perasan Lidah Buaya (Aloe vera L.) Dibanding Povidone Iodine 10% Terhadap Jumlah Sel Neutrofil Jaringan Kulit Luka Sayat Punggung Tikus Wistar Jantan 



Pada penelitian ini didapatkan hasil signifikan antara K0 dan P3.  Pemberian dosis pada P3 mampu menurunkan jumlah sel neutrofil jaringan.sebesar 50% dibandingkan K0. Kondisi ini diduga diakibatkan tingginya kadar zat aktif dari lidah buay (Aloe vera L.)  yang mampu bekerja menghambat sekresi mediator inflamasi dan meningkatkan mediator antiinflamasi.
Zat aktif Lupeol, beta-sistosterol, dan campesterol membantu proses wound healing dengan menurunkan jumlah sel neutrofil jaringan kulit luka sayat pada punggung tikus wistar jantan dengan penghambatan asam arakidonat sehingga COX 2 pada siklus oksigenase tidak terbentuk 14 .   Penghambatan pembentukan asam arakidonat menyebabkan penurunan produksi sitokin pro inflamasi, dan menurunkan rangsangan terhadap peningkatan sel neutrofil 15. 
Pada pemberian dosis 20% dan 40% didapatkan jumlah sel neutrofil jaringan kulit luka sayat lebih rendah disbanding dengan K0 tetapi tidak signifikan. Hal ini diduga disebabkan oleh kurangnya kandungan zat aktif pada perasan lidah buaya (Aloe vera L.) 20% dan 40%. Penurunan yang tidak signifikan menggambarkan sel neutrofil masih melakukan fagositosis terhadap debris-debris dan jaringan yang rusak pada luka. 
Hubungan Korelasi Neutrofil Darah dengan Neutrofil Jaringan
	Hasil korelasi membuktikan bahwa penurunan jumlah sel neutrofil dalam darah tidak secara langsung disebabkan karena proses diapedesis leukosit ke dalam jaringan terluka. Penurunan ini diduga disebabkan oleh beberapa faktor lain seperti peningkatan mediator anti inflamasi dan growth factor dan  menurunnya kebutuhan jaringan terhadap leukosit untuk proses fagositosis. 









KESIMPULAN 
Berdasarkan analisa data dan pembahasan pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa :
1. Pemberian perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dengan dosis 80% mampu menurunkan jumlah sel neutrofil darah pada luka sayat punggung tikus wistar jantan dibanding  Povidone Iodine 10% meskipun tidak signifikan.
2. Pemberian perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dengan dosis 80% mampu menurunkan jumlah sel neutrofil jaringan kulit pada luka sayat punggung tikus wistar jantan disbanding  penggunaan Povidone Iodine 10% secara signifikan.

SARAN
Peneliti menyarankan hal – hal berikut untuk menunjang penelitian selanjutnya untuk pengembangan dan kemajuan ilmu pengetahuan, melalukan penelitian lanjutan uguna:
1. Membandingkan tikus yang telah dilukai tanpa perlakuan sehingga bisa mengetahui secara pasti tahapan-tahapan penyembuhan luka normal. 
2. Menggunakan perasan lidah buaya (Aloe vera L.) dosisi 80% sebagai dosis terendah pada penelitian selanjutnya untuk mengetahui efek yang lebih terlihat pada inflamasi maupun proliferasi.
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