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ABSTRACT

Background: Several processes in a teeth treatment often inflict wound in
gingiva. Collagen is the key component of the wound healing. The collagen
roles in advancing wound healing particularly, triggering the synthesis to induces
collagen and cellular migration, and also inducing clotting cascades. Wound
treatment using natural product is potential in accelerating wound healing, in
particular duck egg membrane which contains collagen, glucosamine, and
hyaluronic acid. This study aims to find out the influence of gel extract application
of duck egg shell membrane 10 % towards collagen solidity on gingiva wound
recovery process (study of Rattus norvegicus).

Method: The subjects of the study consist of 20 male Rattus norvegicus aged
2-3 months which were given wound on labial gingiva of the maxillary central
incisors with punch biopsy. The samples were divided into 2 groups, they were
positive control group (Aloclair Gel®) and experimental group (gel extract of duck
egg shell membrane 10%), each of them was treated topically twice a day for
one minute.The assessment of collagen fiber was done by giving score over
the collagen fiber solidity of the histological tissue through 6 points of view. The
observer done by two person (blind interpretation) score of collagen fiber solidity.
Result: The analysis result showed that there was a significant difference on
collagen fiber solidity (p>0,05) between positive control groups and experimental
group on the 39, 7 and 14™ day.

Conclusion: This study concludes that the application of topical gel extract of
duck egg shell membrane 10% affects the improvement of collagen fiber solidity
on the process of healing gingiva wound on Rattus norvegicus

PENDAHULUAN

umum, tahapan utama penyembuhan luka
meliputi: hemostatis, inflamasi, proliferasi, dan

Beberapa tindakan dalam perawatan gigi
sering menimbulkan perlukaan gingiva.’
Gingiva sering mengalami luka dikarenakan
trauma, penyakit periodontal, ekstraksi
gigi, maupun tindakan bedah mulut.??
Penyembuhan luka gingiva adalah prosedur
penting dalam mempertahankan homeostatis
dan pengembalian integritas jaringan yang
terluka.* Proses ini melibatkan serangkaian
interaksi antara berbagai jenis sel, mediator
sitokin, maupun matriks ekstraseluler.® Secara

remodeling.®

Tingkat keparahan luka ditentukan oleh
reorganisasi serat kolagen yang sekaligus
menandai  terjadinya fase  proliferasi.’”
Penundaan penyembuhan luka mengakibatkan
tidak sempurnanya penutupan luka yang
disebabkan gagalnya tahapan-tahapan
normal penyembuhan luka.® Oleh karena itu
diperlukan suatu bahan untuk mempercepat
penyembuhan luka.

Bahan alami sebagai sumber zat aktif
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yang dapat dimanfaatkan untuk mempercepat
penyembuhan luka salah satunya adalah
membran kulit telur bebek.® Sumber bahan
baku cangkang telur bebek tersedia cukup
banyak dan saat ini belum dimanfaatkan.
Oleh sebab itu, pemanfaatan cangkang telur
bebek merupakan salah satu bentuk usaha
yang cukup relevan untuk meningkatkan nilai
ekonomi dan mengurangi limbah yang ada di
lingkungan. Pada tahun 2009, produksi telur
bebek sebesar 1.071.398 ton. Diperoleh data
rata—rata berat telur bebek adalah 60 gram,
sehingga kulit telur bebek yang dihasilkan
dalam setahun adalah 107.139 ton."°

Membran kulit telur bebek diketahui
mengandung  glikosaminoglikan,  seperti
dermatan sulfat, kondroitin sulfat, asam

hyaluronic, dan glikoprotein sulfat, termasuk
hexosamines seperti glukosamin.”" Selain
dari kulit telur bebek, glukosamin diketahui
juga terdapat pada cangkang seperti udang,
lobster, dan kepiting.?

Membran kulit telur bebek telah lama
digunakan di negara-negara Asia sebagai
obat tradisional Cina untuk pemulihan luka
bakar. Membran kulit telur bebek merupakan
material yang berlimpah dan memiliki berbagai
kegunaan di bidang nutrisi, kesehatan,
perbaikan jaringan. Telah dilaporkan, konsumsi
membran kulit telur bebek 500 mg/hari selama
delapan minggu menunjukkan penurunan rasa
nyeri. Natural Eeggshel Membran (NEM®),
merupakan olahan membran kulit telur bebek
berupa suplemen diet, digunakan untuk
mengurangi rasa nyeri dan kekakuan sendi
seperti pada osteoarthritis dengan adanya
kandungan glukosamin dan kondroitin." Selain
itu, menurut penelitian yang telah diuji oleh Jun
Jia membran kulit telur bebek dapat digunakan
sebagai komponen pengisi Guide Tissue
Regeneration (GTR) pada penyembuhan

luka kasus-kasus penyakit periodontal dalam
sediaan larutan dengan konsentrasi 10%."

Penanganan Iuka dan pengobatan
yang tepat mampu mempercepat proses
penyembuhan luka.’® Pemberian obat secara
topikal absorbsinya lebih baik. Selain itu,
dapat memberikan efek lokal yang optimal.
Salah satu bentuk sediaan obat yang diberikan
secara topikal adalah sediaan gel. Struktur
sediaan gel dapat berpenetrasi dengan baik'®
karena tidak mengalami first-pass metabolism
di hati."”

Berdasarkan penelitian yang ada, membran
kulit telur bebek dapat menurunkan rasa nyeri
dan penyembuhan luka sedangkan pemberian
obat secara topikal dalam sediaan gel lebih
optimal karena tidak mengalami first-pass
metabolism di hati. Oleh karena itu, penelitian
kali ini akan menguji pengaruh aplikasi gel
ekstrak membran kulit telur bebek terhadap
peningkatan kepadatan serabut kolagen pada
proses penyembuhan luka gingiva pada Rattus
novergicus yang belum pernah dilakukan
sebelumnya.

METODE PENELITIAN

Desain penelitian. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental. Sampel berjumlah
20 ekor tiku Rattus norvegicus jantan dengan
berat badan 200-250 gram kemudian dibagi 2
kelompok, yaitu kelompok perlakuan (10 ekor)
dan kelompok kontrol positif (10 ekor).

Pembuatan perlukaan. Seluruh tikus
sebelumnya diberi perlakuan, dilakukan
anastesi ketamin 10mg/kgBB dan xyaline 1 mg/
kgBB secara intramuskuler untuk memberikan
efek sedasi. Tikus diberi perlukaan pada
gingiva labial insisivus sentralis rahang atas
menggunakan punch biopsy diameter 2,5 mm.
Pada kelompok kontrol positif diinjeksikan
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Aloclair Gel® dan kelompok perlakuan
diinjeksikan gel ekstrak membran kulit telur
bebek 10% secara topikal. Aplikasi dilakukan
secara topikal dengan mengoleskan gel pada
area perlukaan, kemudian dibiarkan selama
1 menit agar dapat berpenetrasi ke dalam
mukosa, sebanyak 2 kali sehari yaitu pagi dan
sore. Setiap kelompok diamati pada hari ke
3, 7, dan 14. Sebelum dilakukan pembuatan
sediaan histopatologis, dilakukan euthanasi
pada tikus kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol  positif, masing-masing dilakukan
pada 3 ekor tikus setiap waktu pengamatan
berbeda dari keseluruhan tikus untuk melihat
perbedaan pada hari ke-3, 7 dan 14 dengan
menggunakan cara dislokasi.®

Pembuatan gel ekstrak membran kulit telur
bebek 10%. Membran kulit telur bebek diambil
300 butir cangkang telur bebek, dipisahkan
dari kulit telurnya, dicuci bersih dan ditimbang
terlebih dahulu sebelum diproses. Sampel
dimasukkan kedalam tabung homogenizer
hingga homogen, kemudian ditambahkan
larutan pelarut etanol 50%. Pembuatan ekstrak
menggunakan teknik maserasi selama 24
jam, dilanjutkan dengan filtrasi menggunakan
corong buhner dan filtrat dievaporasikan
hingga kental untuk mendapatkan hasil
ekstraksi. Setelah ekstrak membran kulit
telur bebek telah selesai, dilanjutkan dengan
memasukkan ekstrak ke dalam arutan CMC-
Na 2% yang telah dipanaskan dan diaduk
selama 10 menit sampai merata kemudian
dipindahkan ke dalam wadah kemasan dan
didinginkan hingga menjadi gel.

Identifikasi Kolagen. Pemeriksaan
histopatologis = menggunakan  mikroskop
elektrik perbesaran 13x40 dan masing-

masing preparat dengan pewarnaan Trichrom
Mallory dinilai dengan menggunakan penilaian
kepadatan serabut kolagen dilakukan dengan

memberi skor atas kepadatan serabut kolagen
pada preparat histologis jaringan yang
mengalami perlukaan dari masing-masing
preparat melalui 6 lapang pandang oleh
dua orang pengamat dengan menyamakan
interpretasi skor kepadatan serabut kolagen
antar pengamat. Kriteria penilaian serabut
kolagen menurut Tandelilin dkk (2006) ialah
sebagai berikut'?;

+ Skor 1 : kepadatan serabut kolagen
kurang dari 50% dengan struktur
jaringan kurang padat, terdapat banyak
sel-sel, vaskularisasi dan sel-sel
mononuklear.

+ Skor 2 : kepadatan serabut kolagen

lebih dari 50% dengan struktur jaringan
lebih padat, sedikit reaksi inflamasi.

+ Skor 3 : kepadatan serabut kolagen
normal yang avaskuler dan aseluler.

Pembacaan hasil preparat histopatologi
diamati dengan cara blind interpretation
yaitu keseluruhan preparat yang sebelumnya
sesuai dengan nama tiap kelompok, diubah
dengan diberi kode yang berbeda oleh
oranglain yang tidak melakukan penelitian
ini. Kemudian preparat yang telah diberi kode
tertentu tadi selanjutnya dilakukan pembacaan
skoring kepadatan serabut kolagen. Metode
ini dilakukan supaya hasil yang diperoleh tidak
bias, sehingga kita tidak dapat menetukan
waktu pengamatan hanya dengan gambaran
kepadatan serabut kolagennya saja.

Analisis data. Hasil SPSS dari perhitungan
kepadatan serabut kolagen masing-masing
dilakukan uji normalitas menggunakan
Kolmogorov smirnov dan Shapiro wilk ternyata
data tidak terdistribusi normal. Setelah itu
dilanjutkan analisa uji statistik nonparametrik
uji U Mann whitney untuk mengetahui pengaruh
pemberian eksratk membran kulit telur bebek
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10%. Dengan persamaan persepsi kedua
pengamat dilakukan uji korelasi Spearman.

HASIL PENELITIAN

Setelah dilakukan serangkaian perlakuan
percobaan didapatkan hasil rerata kepadatan
serabut kolagen pada Tabel 1. Dari hasil
perhitungan kepadatan serabut kolagen
diketahui bahwa pada kelompok perlakuan
(ekstrak gel membran kulit telur bebek 10%)
memiliki kepadatan serabut kolagen lebih
tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif
(Aloclair Gel®).

Hasil uji normalitas menunjukan bahwa
sebaran data pada setiap kelompok tidak
normal, ditunjukkan oleh nilai signifikansi pada
uji Kolmogorov smirnov dan Shapiro wilk setiap
kelompok p<0,05. Maka, uji analisis statistic
menggunakan uji nonparametrik dengan data
berskala ordinal dengan uji U Mann whitney

Data yang disajikan pada Tabel 2 sebagian
besar menunjukkan nilai p<0,05, yang memiliki
arti bahwa sebagian besar kelompok memiliki
perbedaan yang bermakna antar kedua

kelompok tersebut pada waktu pengamatan.
Berdasarkan uji U Mann whitney, dapat
diinterpretasikan pada hari ke-3, 7, dan 14
terdapat perbedaan kepadatan serabutkolagen
yang bermakna (p<0,05) antara kelompok
kontrol positif dan kelompok perlakuan.

Persamaan persepsi antar pengamat
dilakukan sebelum pengamatan dilangsungkan
dan selanjutnya data yang diperoleh, dianalisis
statistik untuk mengetahui kesepakatan antar
pengamat. Analisis statistik yang digunakan
adalah uji korelasi Spearman. Hasil dari uji
korelasi Spearman menunjukkan p<0,05
yang menjadi syarat adanya suatu korelasi
antar pengamat. Nilai korelasi Spearman
sebesar 0,700 dengan Sig. 0,001 sehingga
dapat disimpulkan bahwa terdapat kekuatan
korelasi yang kuat. Hal ini menandakan bahwa
pengamat 1 dan pengamat 2 memiliki persepsi
yang sama dalam melakukan penilaian
kepadatan serabut kolagen.

Diperoleh nilai keefektifan perbedaan kedua
kelompok antara kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol positif, dengan perhitungan
kedua rerata bahwa data kelompok perlakuan

Gambar 1. Gambaran kolagen pada kelompok perlakuan yang baru terbentuk secara mikroskopis
perbesaran 13 x 40 pada area luka dengan pengecatan Trichrom Mallory.

Tabel 1. Rerata dan simpangan baku kepadatan serabut kolagen kelompok kontrol positif dan

kelompok perlakuan pada hari ke-3, 7 dan 14.

Hari ke n Rerata £ SB
Kelompok kontrol Kelompok perlakuan
3 3 1,50 £ 0,618 2,06 0,416
7 3 1,94 + 0,236 2,50+ 0,514
14 3 1,98 + 0,383 2,61 £0,502
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Tabel 2. Hasil uji U Mann-Whitney Kepadatan Serabut Kolagen Kelompok Kontrol Positif dan

Kelompok Perlakuan pada Hari Ke-3, 7 dan 14.

KKKIH3 KKK2H3 KKKIH7 KKK2H7 KKKIHI4 KKK2H14
KKK1H3 0.003*  0.005*  0.000*  0.001% 0.000%
KKK2H3 0.324 0.009*  0.420 0.002*
KKK 1H7 0.006*  0.045* 0.000*
KKK2H7 0.007* 0.508
KKKI1H14 0.007*
KKK2H14

lebih tinggi 32,3% dibandingkan kelompok
kontrol positif. Hal ini menandakan dengan
bahan alami membran kulit telur bebek 10%
lebih baik 32,3% dibandingkan dengan Aloclair
Gel®

DISKUSI

Pada hari ke-1 setelah perlukaan tidak
dilakukan penilaian kepadatan serabut kolagen
karena pada area perlukaan belum terbentuk
kolagen baru, hanya terdapat kolagen lama
yang mampu mengaktivasi platelet untuk
menginisiasi penyembuhan luka.? Sel-sel
darah dilepaskan pada awal fase inflamasi
yang berlangsung pada hari ke-1 hingga
ke-5 setelah perlukaan untuk membantu
pembentukan jendalan darah sehingga pada
gambar tampak sel- sel darah (warna merah)
yang masih tersebar di area perlukaan.

Tiga hari kemudian setelah perlukaan,
dilakukan pengamatan mikroskopis pada
kelompok kontrol positif dan kelompok
perlakuan. Sesuai dengan pernyataan bahwa
serabut kolagen yang baru terbentuk akan
terlihat berwarna lebih muda (Gambar 1)
dengan pengecatan Trichrom Mallory dan
pada hari ke-3 terjadi proliferasi fibroblas
yang mampu mensintesis kolagen sebagai
komponen matriks ekstraseluler.2"?2

Kepadatan serabut kolagen pada hari ke-3
terlihat sel-sel inflamasi dan eritrosit yang
masih tersebar di sekitar area perlukaan.
Hal ini dikarenakan pada hari ke-3 terjadi
overlapping antara fase inflamasi dan fase
proliferasi penyembuhan luka.?® Pada hari
ke-3 setelah perlukaan mulai terjadi migrasi
dan proliferasi fibroblas yang berperan dalam
sintesis kolagen ke area luka sehingga serabut
kolagen mulai tampak pada area luka.?*%

Tujuh hari kemudian, berjalan normal dan
sesuai dengan pernyataan Nanci (2003)
bahwa pada hari ke-3 setelah perlukaan
sudah terbentuk serabut kolagen baru di area
luka dan diantara hari ke-5 hingga hari ke-20
setelah perlakuan kolagen akan terdeposisi
secara berlanjut, cepat, dan diikuti dengan
peningkatan tensile strength jaringan.?® Hal ini
sesuai dengan teori Kiani dkk. (2014) bahwa
peningkatan sintesis kolagen terus berlanjut
hingga minggu ke-2 setelah perlukaan.?”

Pada hari ke 14 dilakukan pengamatan
mikroskopis menunjukkan bahwa serabut
kolagen terbentuk setelah perlukaan memiliki
warna yang semakin pekat dan padat
(Gambar 1)

dengan pengecatan Trichrom Mallory. Hal
ini dapat disebabkan karena fibril-fibril kolagen
yang terbentuk sebelumnya telah mengalami
cross-linking ke bentuk yang lebih tebal
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sehingga terjadi peningkatan serabut kolagen
dan sintesis kolagen mencapai puncak sekitar
hari ke-14.

Setelah dilakukan analisis dengan uji
U Mann whitney, menunjukkan terdapat
perbedaan yang bermakna (p>0,05) pada
kelompok kontrol positif dan kelompok
perlakuan pada hari ke-3, 7 dan 14. Hal ini
berarti bahwa pengaruh pemberian gel ekstrak
membran kulit telur bebek 10% memiliki
pengaruh yang lebih baik dari pada Aloclair
Gel®. Aloclair Gel®telah digunakan sebagai
obat ulkus yang memiliki kandungan

Polyvinylpyrrolidon (PVP) yang memiliki
aktivitasmukoprotektif.22 PVPinibekerjadengan
membentuk lapisan diatas ulkus yang akan
melindungi ujung saraf yang terkena sehingga
dapat mencegah iritasi dan mengurangi rasa
nyeri pada ulkus. Kandungan asam hialuronat
dan aloe vera pada Aloclair Gel® mendukung
terjadinya proses penyembuhan yang alami
dari jaringan yang mengalami kerusakan.?

Di dalam komposisi Aloclair Gel® tidak
terdapat kolagen. Padahal kolagen adalah
komponen kunci pada proses penyembuhan
luka. Peran kolagen dalam mempercepat
penyembuhan luka antara lain memicu
sintesis protein, deposisi matriks, diferensiasi
sel, angiogenesis, mitogenesis, menginduksi
kolagen, dan migrasi seluler seperti keratinosit,
epitelisasi, fibroblas, monosit, makrofag,
neutrofil, induksi kolagenase, kontraksi luka,
agregasi platelet, serta menginduksi clotting
cascades.’®3!" Meningkatnya serabut kolagen
menandakan adanya penyembuhan luka.*

Membran kulit telur bebek juga terbukti
mengandung glikosaminoglikan seperti
dermatan sulfat, kondroitin sulfat, glikoprotein
sulfat termasuk heksosamin yang terdiri
dari glukosamin, asam hialuronat, asam
sialik, demosin, isodesmosin, ovotransferin,

lysyl oxidase, dan lisozim. Hal ini berperan
penting dalam proses penyembuhan luka
dengan menunjukkan efek stimulasi pada
pembentukan matriks, meningkatkan respon
inflamasi, dan memodulasi sintesis asam
hialuronat dengan merangsang sintesis
matriks ekstraseluler termasuk kolagen pada
jaringan dalam proses penyembuhan luka dan
anti-inflamasi dengan menekan fungsi neutrofil
dan produksi kemokin.

Menurut Kaweewong dkk (2013), membran
kulit telur bebek merupakan membran double-
layer berwarna merah muda terang sampai
putih yang terdiri dari ikatan protein keratin,
kolagen tipe | dan elastin ,dan asam uronik.
Kolagen sendiri berdasarkan molekulnya,
kolagen diklasifikasikan menjadi 3 tipe, Tipe
[, Il, Il yang merupakan kolagen fibrous
(Whiting dan Zernicke, 2008).3* Kolagen Tipe
| ditemukan di semua jaringan ikat, termasuk
kulit, tendon, ligamen dan tulang. Strukturnya
terdiri atas heteropolimer (rantai alfa-1 dan
alfa-2) dan glycine (tanpa tryptophan dan
cysteine).’® Peran kolagen Tipe | yakni
sebagai matriks protein ekstraseluler dengan
karakteristik  peningkatan proliferasi  sel
sehingga secara langsung mempengaruhi
fisiologis dan morfologi sel.*

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh
kesimpulan yaitu aplikasi gel ekstrak membran
kulit telur bebek 10% dapat berpengaruh
meningkatkan kepadatan serabut kolagen
pada proses penyembuhan luka gingiva (kajian
pada Rattus norvegicus).
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