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“Sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan” 

(Al Insyirah, 94: 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*) Departemen Agama Republik Indonesia. 2006. Al Qur’an dan Terjemahannya. 
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Bioinsektisida merupakan salah satu jenis pestisida yang menggunakan 

mikroorganisme sebagai agen pengendali hama dan patogen. Penggunaan 

bioinsektisida bersifat ramah lingkungan sehingga penggunaan boinsektisida terus 

meningkat. Bioinsektisida merupakan insektisida generasi baru dan sangat 

dianjurkan untuk digunakan dalam pengendalian hama tanaman. Mikroorganisme 

yang banyak digunakan dalam bioinsektisida adalah Bacillus thuringiensis (Bt) 

dengan presentasi 90-95% dari bioinsektisida yang dikomersialkan. Bacillus 

thuringiensis kurstaki (Btk) merupakan Bt yang telah digunakan secara luas untuk 

melindungi tanaman dari serangga Lepidoptera. 

Bioinsektisida Btk dapat menyebabkan terjadinya inflamasi karena 

terdapat kandungan δ endotoksin dan spora dalam bioinsektisida Btk. Selain itu 

bioinsektisida Btk termasuk dalam bahan kimia yang berdasarkan pada pHnya 

yang asam sehingga dapat menyebabkan terjadinya trauma pada mata. Inflamasi 

kornea yang ditimbulkan akan menginduksi mediator-mediator sitokin pro-

inflamasi yang berupa Interleukin 1 (IL-1) dan Tumor Necrosis Factor α (TNFα). 

IL-1 dan TNFα akan menyebabkan pelepasan enzim proteolitik dari sel mesenkim 

yang akan menyebabkan perubahan struktur kornea secara histologi. 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian true experimental design. 

Rancangan penelitian ini ialah post test only control group design. Tujuan 

penelitian ini yaitu menganalisis gambaran histopatologi kornea tikus Rattus 

norvegicus galur Wistar yang dipajan oleh bioinsektisida Btk. Jumlah sampel 

yang digunakan sebanyak 24 ekor yang dibagi ke dalam 4 kelompok perlakuan. 

Variabel bebas dalam penelitian ini ialah bioinsektisida Btk. Variabel terikat pada 

penelitian ini ialah gambaran histopatologi yang berupa ketebalan epitel dan 

deskuamasi epitel. 
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Adaptasi tikus dilakukan selama satu minggu. Tikus Rattus novergicus 

diinduksi larutan bioinsektisida Btk dengan konsentrasi 8g/l, 10g/l, dan 12g/l. 

Kelompok kontrol diinduksi normal salin. Semua kelompok tikus Rattus 

novergicus diberikan larutan sebanyak 3cc selama 2 menit. Setelah diinduksi, 

mata ditutup dengan plester hipafix selama 30 menit. Perlakuan dilakukan 1 kali 

per hari selama satu minggu. Tikus yang telah diterminasi kemudian dienukleasi 

untuk mendapatkan bola mata. Spesimen dikirim ke Laboratorium Patologi 

Anatomi RSD Dr. Soebandi untuk dijadikan preparat dengan pewarnaan 

hematoksilin-eosin (HE). Pembacaan preparat dilakukan oleh dua pengamat yang 

telah dilatih oleh ahli patologi anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Jember 

untuk menghitung ketebalan epitel kornea dan deskuamasi epitel. Pengamatan 

preparat menggunakan mikroskop cahaya Olympus BX53M dengan perbesaran 

400x. Data yang diperoleh dimasukan kedalam komputer untuk dianalisis. 

Hasil pengukuran ketebalan epitel secara berurutan dari yang terendah 

hingga tertinggi yaitu kontrol negatif (diberikan normal saline), P1 (bioinsektisida 

Btk konsentrasi 8 mg/L), P2 (bioinsektisida Btk konsentrasi 10 mg/L),  dan P3 

(bioinsektisida Btk konsentrasi 12 mg/L). Pada kelompok perlakuan terdapat 

peningkatan ketebalan epitel kornea dibandingkan kelompok kontrol. Uji 

normalitas dengan menggunakan Saphiro-Wilk didapatkan hasil distribusi normal. 

Analisis data kemudian dilanjutkan dengan uji One Way Annova karena distribusi 

normal. Hasil uji One Way Annova didapatkan  nilai p= 0,713 yang berarti tidak 

terdapat perbedaan yang bermakna atau signifikan ketebalan epitel kornea antar 

kelompoknya. Kesimpulan dari penelitian ini ialah terdapat peningkatan ketebalan 

epitel pada kornea mata tikus Rattus novergicus galur Wistar yang dipajan oleh 

bioinsektisida Bacillus thuringiensis kurstaki.  

Hasil pengamatan deskuamasi epitel kornea tikus Rattus novergicus galur 

Wistar menunjukan bahwa kelompok kontrol negatif terdapat 2 sampel 

mengalami deskuamasi epitel, kelompok P1 terdapat 4 sampel mengalami 

deskuamasi epitel, kelompok P2 terdapat 5 sampel mengalami deskuamasi epitel, 

dan kelompok P3 terdapat 5 sampel mengalami deskuamasi epitel. Hasil 

pengamatan deskuamasi epitel kornea menunjukan bahwa kelompok perlakuan 
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yang diberikan bioinsektisida Btk mengalami rerata deskuamasi  epitel kornea 

lebih banyak pada kelompoknya. Kesimpulan dari penelitian ini yaitu terjadi 

deskuamasi epitel kornea yang telah dipajan oleh bionsektisida Btk. 
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BAB. 1 PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Bioinsektisida merupakan salah satu jenis pestisida yang menggunakan 

mikroorganisme sebagai agen pengendali hama dan patogen (Untung, 2004). 

Penggunaan bioinsektisida bersifat ramah lingkungan sehingga penggunaan 

boinsektisida terus meningkat. Bioinsektisida merupakan insektisida generasi baru 

dan sangat dianjurkan untuk digunakan dalam pengendalian hama tanaman 

(Djojosumarto, 2008). Penggunakan selain bioinsektisida seperti pestisida kimia 

dapat menyebabkan resistensi terhadap hama dan dan merusak lingkungan karena 

kandungan timbal (Pb) pada tanah yang telah diberikan pestisida kimia meningkat 

mencapai 43.000 mg Pb/ha yang dapat mencemari tanah (Sumartini, 2016). 

Mikroorganisme yang banyak digunakan dalam bioinsektisida adalah Bacillus 

thuringiensis (Bt) dengan presentasi 90-95% dari bioinsektisida yang 

dikomersialkan (Bahagiawati, 2002). Bt merupakan bakteri gram positif 

berbentuk batang yang dapat menghasilkan kristal protein bersifat insektisidal 

karena dalam kristal tersebut mengandung protein δ endotoksin yang bersifat letal 

apabila dimakan oleh serangga (Bahagiawati, 2002). Bacillus thuringiensis 

kurstaki (Btk) merupakan Bt yang telah digunakan secara luas untuk melindungi 

tanaman dari serangga Lepidoptera. Pada tahun 1992 di Kanada melalui penelitian 

Noble, didapatkan dua-pertiga petani yang menggunakan bioinsektisida Bt 

mengalami keluhan iritatif pada mata, hidung, dan kerongkongan (Rubio-Infante 

dan Moreno-Fierros, 2016). Bioinsektisida Bt juga dapat menyebabkan terjadinya 

periorbital cellulitis dan recurrent konjungtivitis (Borgman, 2018; Peker et al., 

2010). Petani berusia 18 tahun mengalami ulkus kornea disebabkan oleh Bt 

dengan merk dipel (Samples dan Buettner, 1983). 

Bioinsektisida Btk dapat menyebabkan terjadinya inflamasi karena 

terdapat kandungan δ endotoksin dan spora dalam bioinsektisida Btk. Selain itu 

bioinsektisida Btk termasuk dalam bahan kimia yang berdasarkan pada pHnya 

yang asam sehingga dapat menyebabkan terjadinya trauma pada mata. Trauma 

kimia pada mata merupakan salah satu kegawatdarutan medis karena dapat 
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menyebabkan destruksi epitel kornea hingga rusaknya mata secara menyeluruh. 

Trauma mata di Amerika Serikat terdapat 2.4 juta kasusnya setiap tahunnya dan 

seperlima dari kasus tersebut mengalami kebutaan. 7% dari trauma mata di rumah 

sakit Amerika Serikat disebabkan oleh trauma kimia (Novityari et al., 2019).  

Trauma kimia pada kornea dapat menyebabkan terjadinya inflamasi, 

hilangnya epitel, fibrosis stroma, edema, vaskularisasi dan kekeruhan kornea 

akibat enzim proteolitik (Choi et al., 2017). Inflamasi kornea yang ditimbulkan 

akan menginduksi mediator-mediator sitokin pro-inflamasi yang berupa 

Interleukin 1 (IL-1) dan Tumor Necrosis Factor α (TNFα). IL-1 dan TNFα akan 

menyebabkan pelepasan enzim proteolitik dari sel mesenkim yang akan 

menyebabkan perubahan struktur kornea secara histologi (Robbins et al., 2007). 

Sejauh ini belum ada penelitian mengenai efek paparan bioinsektisida Btk pada 

mata secara mikroskopis terutama terhadap gambaran histopatologi berupa 

ketebalan epitel dan deskuamasi epitel. Oleh karena itu, peneliti melalui penelitian 

ini ingin mengetahui gambaran histopatologi kornea tikus Rattus novergicus galur 

Wistar yang dipajan oleh bioinsektisida Btk. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti merumuskan masalah permasalahan 

penelitian sebagai berikut. 

1. Bagaimanakah gambaran histopatologi ketebalan epitel kornea dan 

deskuamasi epitel kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar yang 

dipajan oleh bioinsektisida Btk? 

2. Bagaimanakah peningkatan konsentrasi bioinsektisida Btk terhadap 

gambaran histopatologi ketebalan epitel kornea dan deskuamasi epitel 

kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah tersebut, beberapa tujuan penelitian ini antara lain. 
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1. Mengetahui gambaran histopatologi ketebalan epitel dan deskuamasi epitel 

kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar yang dipajan oleh 

bioinsektisida Btk. 

2. Mengetahui peningkatan konsentrasi bioinsektisida Btk terhadap 

gambaran histopatologi ketebalan epitel kornea dan deskuamasi epitel 

kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Berdasarkan penjelasan diatas, manfaat yang diharapkan dari hasil 

penelitian ini adalah memberikan informasi kepada masyarakat dan juga peneliti 

bagaimana gambaran histopatologi ketebalan epitel dan deskuamasi epitel kornea 

yang dipajan oleh bioinsektisida Btk.  Sebagai bahan referensi untuk penelitian 

selanjutnya untuk penggunaan bioinsektisida Btk. Selain itu dapat digunakan 

untuk penyuluhan mengenai kesehatan dan keselamatan kerja petani. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Anatomi Mata 

Mata merupakan organ yang digunakan untuk mendapatkan gambaran 

visual. Anatomi mata dapat dilihat pada gambar 2.1. Mata memiliki struktur 

anatomi sebagai berikut (Riordan-Eva et al., 2007). 

Gambar 2.1 Anatomi mata (sumber Netter, 2017) 

a. Sklera  

Sklera merupakan jaringan ikat dan memberikan bentuk pada mata. Sklera 

adalah bagian terluar dari mata. 

b. Konjugtiva  

Konjungtiva merupakan membran mukosa yang transparan dan tipis. 

Konjungtiva terdiri atas konjungtiva bulbaris dan konjungtiva palpebralis. 

c. Kornea  

Kornea merupakan jaringan transparan dan avaskuler pada anterior mata 

dengan diameter kurang lebih 11 mm. Kornea mempunyai ketebalan 550 

µm dan terdiri atas beberapa serabut saraf. 

d. Pupil 

Pupil berfungsi untuk menentukan seberapa banyak cahaya yang masuk ke 

dalam mata. Pupil terletak di antara iris pada bagian yang berwarna hitam. 
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Fungsi mengecil dan membesarnya pupil untuk mengatur fokus dalam 

penglihatan. 

e. Iris  

Iris dilapisi oleh pigmen sehingga membuat gambaran warna mata menjadi 

bervariasi. Otot pada iris berbentuk sirkuler yang berfungsi untuk 

mengatur jumlah cahaya yang masuk ke dalam mata dengan cara 

membesar dan mengecilkan pupil. 

f. Lensa  

Lensa memiliki bentuk bikonveks, avaskuler, tidak berwarna dan terletak 

antara aqueous humor dan vitrous humor. Lensa mata normal bersifat 

jernih dan transparan yang berfungsi sebagai media penglihatan.  

g. Retina  

Retina atau yang disebut dengan selaput jala berfungsi sebagai 

reseptor yang menerima rangsangan cahaya. Pada umumnya retina 

berwarna jingga. Retina memiliki beberapa lapisan yaitu lapisan 

fotoreseptor, membran limitan ekterna, lapisan nukleus luar, lapisan 

pleksiform luar, lapisan nukleus dalam, lapisan pleksiform dalam, lapisan 

sel ganglion, lapisan serabut saraf, dan membran limitan interna. Di dalam 

retina terdapat pembuluh darah percabangan dari arteri oftalmika dan arteri 

retina sentral yang memberikan nutrisi pada retina bagian dalam, lapisan 

luar retina mendapatkan nutrisi dari koroid. 

h. Saraf optikus  

Saraf optikus merupakan kumpulan dari serat saraf yang membawa pesan 

visual menuju ke otak. Saraf optikus yang berasal dari polus posterior 

memiliki dua jenis serabut saraf yaitu saraf penglihatan dan serabut 

pupilomotor. 

i. Humor aqueous  

Humor aqueous diproduksi oleh badan siliar yang berisi cairan encer dan 

jernih. Cairan tersebut berfungsi sebagai nutrisi untuk kornea dan lensa. 

Humor aqueous melewati pupil dan masuk ke bilik mata anterior. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


6 
 

 
 

j. Humor vitreus  

Humor vitreus merupakan badan gelatin yang avaskuler dan jernih. Humor 

vitreus mengandung 99% air dan 1% kolagen dan asam hialuronat, 

komponen tersebut mengisi dua pertiga volume dan berat mata. 

k. Limbus 

Limbus merupakan pertemuan antara kornea dan sklera. Limbus memiliki 

mikrovaskular beserta Humor aqueous pada bilik anterior yang berfungsi 

untuk menyediakan metabolitnya sel kornea melalui difusi. 

 

2.2 Kornea  

2.2.1 Anatomi Kornea 

Kornea merupakan jaringan ikat avaskuler dan transparan yang 

bertindak sebagai barrier mata terhadap infeksi primer. Pada orang dewasa rata-

rata kornea memiliki diameter horizontal 11.5-12 mm dan 1 mm lebih besar pada 

diameter vertikal. Ketebalan sentral kornea yaitu 0.5 mm dan bertambah besar 

menuju ke arah perifer. Bentuk dan lengkungan kornea diatur oleh struktur 

biomekanik intrinsik dan lingkungan ekstrinsik. Rigirditas dari stroma kornea 

anterior menjadi bagian yang penting untuk mempertahankan kelengkungan 

kornea (Bergmanson, 2019). 

Persarafan dari kornea berasal dari nervus trigeminus dengan saraf 

sensorik yang berasal dari nervus siliaris longus. Sumber nutrisi kornea berasal 

dari pembuluh darah limbus, aquous humor, dan air mata. Sumber nutrisi yang 

didapatkan berupa oksigen dan glukosa (Delmonte dan Kim, 2011) 

 

2.2.2 Histologi Kornea 

Secara mikroskopis kornea manusia terdiri dari dari 5 layer yaitu 3 

selluler yaitu lapisan epitel, stroma, dan lapisan endotel dan 2 interface yaitu 

membran bowman dan membran descemet (Delmonte dan Kim, 2011).  

a. Lapisan epitel 

Lapisan epitel kornea merupakan barrier pertama untuk 

lingkungan luar. Secara embriologis epitel kornea terbentuk dari ektoderm 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


7 
 

 
 

pada usia kehamilan 5-6 minggu. Gambaran histologi lapisan epitel dapat 

dilihat pada gambar 2.2.. Lapisan epitel terdiri dari 5-6 lapisan sel yaitu 1-

2 lapis skuamosa, 2-3 lapis wing cells dan satu lapis basal kolumnar. 

Ketebalan dari lapisan epitel yaitu 40-50 μm dan merupakan 5-10% dari 

ketebalan kornea. Sel epitel kornea rata-rata memilki umur sekitar 7-10 

hari, setelah melewati  usianya sel epitel akan mengalami apoptosis. Sel 

yang mengalami apotosis akan diganti dengan sel yang lebih dalam 

(Delmonte dan Kim, 2011; Sitorius, 2018).  

Sel epitel kornea terdiri dari satu lapis sel basal, sel poligonal 

dan sel gepeng. Sel basal sering mengalami mitosis sehingga 

menyebabkan sel muda semakin maju kedepan menjadi sel gepeng. Sel 

basal berikatan dengan sel basal lainnya dan sel poligonal sebagai barier 

sehingga menyebabkan terhambatnya aliran air, elektrolit dan glukosa 

(Ilyas, 2008).  

Gambar 2.2 Histologi epitel kornea (sumber: Mescher, 2011) 

b. Membran Bowman 

Membran bowman merupakan lapisan kedua dari kornea. 

Lapisan ini memiliki ketebalan 15 μm dan merupakan lapisan transisi 

antara lapisan epitel dan stroma. Gambaran histologi membran bowman 

dapat dilihat pada Gambar 2.3. Membran bowman memiliki susunan yang 

padat dan tersusun dari serat kolagen secara acak sehingga berfungsi 

membantu kornea untuk menjaga bentuknya. Membran bowman tidak 

memiliki sifat regenerasi seperti lapisan epitel sehingga apabila terjadi 

trauma akan menimbulkan scar atau jaringan parut. Walapun tidak 

memiliki sifat regenerasi, membran bowman tahan terhadap kerusakan 

akibat infeksi dan penetrasi benda. Membran bowman bersifat aseluler dan 

tersusun dari serat kolagen sehingga membran bowman mencegah lapisan 

Sel skuamosa 

Wing cell 

Sel basal 
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keratosit stroma kornea terpapar growth factor yang dikeluarkan oleh sel 

epitel (Delmonte dan Kim, 2011; Komai dan Ushiki, 1991; Remintgton, 

2012).  

Gambar 2.3 Histologi membran bowman berada 

di antara lapisan epitel dan strona (sumber: Mescher, 2011) 

c. Stroma 

Stroma merupakan lapisan ketiga dari kornea dan memiliki 

ketebalan yang paling besar yaitu 80-90% dari ketebalan kornea seperti 

pada Gambar 2.4. Ketebalan dari stroma yaitu 500μm. Pembentukan 

stroma kornea terjadi pada minggu ketujuh kehamilan setelah 

pembentukan endotel. Stroma terdiri dari matriks ekstraseluler, keratosit 

dan jaringan saraf. Serat kolagen memiliki diameter 25-35nm dan 

susunannya paralel membentuk ikatan yang disebut dengan lamela. Stroma 

kornea tersusun dari 200-250 lapisan lamela yang berbeda. Pada 

permukaan, kolagen terlihat seperti anyaman yang teratur dan bagian 

perifer serat kolagen memiliki bentuk cabang. Kolagen terbanyak stroma 

adalah kolagen tipe III. Regenerasi serat kolagen pada kornea 

membutuhkan waktu sekitar 15 bulan. Stroma memiliki proteinase 

inhibitor yang berperan dalam mencegah kerusakan kornea saat inflamasi, 

ulkus, dan penyembuhan luka. Keratosit merupakan fibroblas yang berada 

di antara lamela. Keratosit mengekspresikan matriksmetaloprotease 

(MMP), kolagen, glikosaminaglikan (GAG), dan kristalin yang penting 

dalam proses homeostatis dan penyembuhan luka pada stroma.  (Delmonte 

dan Kim, 2011; Remington, 2012; Müller et al., 2001). 

Membran 

bowman 
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Gambar 2.4 Histologi stroma (Sumber: Mescher, 2011) 

d. Membran Descemet 

Membran descemet merupakan membran yang aseluler dan 

memiliki sifat yang elastik. Membran descemet memiliki ketebalan 40 μm 

dan berkembang seumur hidup. Membran descemet memiliki resistensi 

yang tinggi terhadap trauma dan proses patologik lainnya dibandingkan 

dengan bagian-bagian kornea yang lain, tipis dan lentur. Membran 

descemet terdiri dari kolagen tipe IV. Membran descemet terdiri dari 2 

lamina yaitu lamina anterior dan lamina posterior. Pada Lamina anterior 

memiliki ketebalan 3 µm yang memiliki bentuk pita dan merupakan serat 

kolagen yang dihasilkan selama perkembangan embrio. Sedangkan lamina 

posterior tidak berbentuk pita dan sifatnya lebih homogen. Lamina 

posterior merupakan bagian yang dikeluarkan oleh lapisan endotel 

sepanjang hidup (Ilyas, 2008; Johnson et al., 1982) 

e. Lapisan endotel 

Lapisan endotel merupakan lapisan terakhir dari kornea yang 

berbentuk heksagonal dan terdiri dari sel poligonal yang memiliki 

diameter 20μm. Lapisan endotel memiliki fungsi yaitu mempertahankan 

kejernihan dari kornea dan sebagai barier permeabilitas antara humor 

aqueous dan stroma. Selain itu endotel berfungsi sebagai pompa untuk 

mempertahankan kornea dalam keadaan dehidrasi relatif (deturgens) 

dengan adanya tekanan hidrostatik negatif dipertahankan oleh pompa 

stroma 
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bikarbonat. Sumber oksigen yang  berfungsi untuk mempertahankan 

fungsi pompa berasal dari humor aqueous. Endotel berasal dari 

mesotelium dan memiliki monolayer yang berbentuk seperti sarang lebah 

dari posterior. Lapisan endotel tidak dapat melakukan mitosis atau 

regenerasi tetapi memiliki kepadatan sel yang padat yaitu sekitar 3500 sel/ 

mm² saat lahir. Jumlah sel dari lapisan endotel akan terus menurun seiring 

bertambahnya usia yaitu sekitar 0.6 % pertahunnya. Selain faktor usia, 

jumlah sel akan terus berkurang jika mengalami inflamasi, trauma, dan 

penyakit lainnya. Walaupun sel endotel tidak dapat melakukan regerasi 

atau mitosis, sel endotel memilki kemampuan untuk meregang yang akan 

mengisi sel endotel yang telah mengalami degenerasi. Seiringnya 

berkurangnya jumlah sel, hal ini akan memberikan dampak pada regulasi 

cairan pada lapisan endotel (Delmonte dan Kim, 2011; Remington, 2012). 

 

2.2.3 Fisiologi  

Kornea merupakan selaput bening mata yang tembus cahaya dan 

pelindung untuk iris, lensa dan bagian mata lainnya yang berada lebih dalam. 

Kornea dapat ditembus cahaya karena strukturnya yang uniform, avaskuler, dan 

deturgesens. Kornea terdiri dari 5 lapisan yaitu lapisan epitel, stroma, lapisan 

endotel, membran bowman, dan membran descemet. Lapisan epitel dilapisi oleh 

tear film yang berfungsi untuk melindungi dari invasi mikroba, zat kimia, zat 

toksik, dan benda asing yang merusak (Delmonte dan Kim, 2011). 

Stroma kornea memiliki struktur kolagen yang transparan yang 

tersusun dari serat-serat stroma dan matriks ekstraseluller. Pada matriks 

ekstraseluller banyak ditemukan keratosit yang merupakan sel terbanyak di 

kornea. Keratosit berperan dalam menjaga homeostasis stroma melalui sintesis 

maktriks metalloprotease (Delmonte dan Kim, 2011). 

Lapisan endotel berfungsi untuk menjaga kejernihan kornea dengan 

menjaga keadaan deturgensi relative. Terdapat banyak pompa Na
+
, K

+
 ATP ase 

pada lapisan endotel untuk menjaga keadaan tersebut. Keadaan dehidrasi 

diperantarai oleh adanya pompa sebagai jalan keluarnya cairan dari stroma kornea 
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melewati gradient osmotic dari hipoosmotik stroma melewati hipertonik aqueous 

humor. Kerusakan lapisan endotel menyebabkan kerusakan yang lebih berat 

daripada lapisan epitel karena pada kerusakan endotel mengakibatkan terjadinya 

edema dan hilangnya sifat transparan dari kornea. Sebaliknya, pada kerusakan 

epitel hanya menyebabkan edema stroma kornea lokal sesaat yang akan 

meghilang bila sel-sel epitel telah beregenerasi (Delmonte dan Kim, 2011). 

Penetrasi obat menuju ke dalam kornea bersifat bifasik. Substansi yang 

larut dalam lemak dapat melalui epitel dan substansi yang larut dalam air dapat 

melalui stroma. Untuk dapat melalui kornea maka substansi tersebut harus larut 

dalam lemak dan air. 

 

2.3 Bioinsektisida Bacillus thuringiensis kurstaki 

2.3.1 Definisi Bioinsektisida Bt 

Bacillus thuringiensis memiliki bentuk batang dan gram positif. Bt 

merupakan bakteri yang dapat menghasilkan kristal protein ketika mengalami 

sporulasi. δ endotoksin merupakan kristal protein yang dihasilkan oleh Bt yang 

bersifat insektisidal. δ endotoksin yang dihasilkan dapat membunuh serangga dari 

golongan Lepidoptera, Diptera dan Koleoptera (Schnepf et al., 1998). Btk 

merupakan subspesies yang banyak digunakan dan dikomersialkan dari 

bioniksetisida Bt. 

Bioinsektisida Bt sangat banyak digunakan di berbagai negara dan 

dikomersialkan pada tahun 1995/1996.  Penggunaan Bioinsektisida Bt meningkat 

dari tahun ke tahun. Penggunaan bioinsektisida Bt pada tanaman kapas tahun 

1996 di USA yaitu 0.73 ha. Pada tahun 1996-2003 penggunaan bioinsektisda 

meningkat menjadi 23.3 juta ha. Bioinsektida Bt sudah digunakan di kawasan asia 

termasuk Indonesia (Bahagiawati, 2002). 

 

2.3.2 Morfologi 

Bacillus thuringiensis adalah bakteri gram positif, berbentuk batang, dan 

memiliki flagel. Spora Bt memiliki bentuk oval, berwarna terang dan memiliki 
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dimensi 1.0 – 1.3 µm. gambar morfologi Bacillus thuringiensis dapat dilihat pada 

Gambar 2.5. Btk memiliki taksonomi yaitu (Ibrahim et al., 2010). 

Kingdom   eubacteria 

Divisi          bakteria 

Kelas  schizomycetes 

Ordo          eubacteriales 

Family      bacillaceae  

Genus             Bachillus  

Spesies      Bachillus thuringiensis. 

Subspesies           Bachillus thuringiensis kurstaki 

Gambar 2.5 Morfologi bakteri Bacillus thuringiensis (Holt, et al., 1994) 

 

2.3.3 Cara kerja Bioinsektisida Bt 

Bioinsektisida Bt merupakan bioinsektisida yang telah banyak digunakan 

dengan presentasi 90-95% bioinsektisida yang telah dikomersialkan. 

Bioinsektisida Bt yang telah dilarutkan memiliki pH asam yaitu 4. Kandungan 

dalam bioinsektisida Bt terdiri dari spora, δ endotoksin dan bahan pembawa 

lainnya. Bioinsektisida Bt memiliki kristal protein yang berupa δ-endotoksin dan 

kristal protein ini memiliki sifat letal untuk serangga tertentu. Gambar mekanisme 

kerja dari bioinsektisida Bt dapat dilihat pada Gambar 2.6. Kristal protein bekerja 

dalam keadaan pH basa. Ketika kristal protein bioinsektisida Bt yang merupakan 
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toksin dimakan oleh serangga dan masuk ke dalam usus. kristal protein berubah 

menjadi polipeptida yang lebih pendek (27-149 kd) yang bersifat insektisidal. 

Faktor utama yang menyebabkan Kristal potein aktif yaitu terdapat perbedaaan 

pH di midgut karena pH dalam midgut serangga memiliki pH basa. Kristal protein 

yang telah masuk kedalam sistem pencernaan serangga berinteraksi dengan sel-sel 

lapisan epitel di midgut serangga yang menyebabkan terbentuknya lubang kecil di 

membran saluran pencernaan. Terbentukya lubang di membran saluran 

pencernaan mengganggu keseimbangan osmotik dari sel-sel tersebut. Sel-sel yang 

mengalami gangguan keseimbangan osmotik menjadi edema dan menyebabkan 

serangga menjadi mati (Bahagiawati, 2002; Wibowo, 2017. Melo et al., 2014). 

Gambar 2.6 Mekanisme kerja Bacillus thuringiensis (World Health Organization, 1999) 

 

2.3.4 Karakteristik Toksin  

Efektifitas dari toksin Bt dipengaruhi oleh kelarutan, afinitas tehadap 

reseptor yang ada, serta pemecahan proteolitik ke dalam toksin. Selain itu faktor 

spesifikasi dari mikroorganisme dan kerentanan dari serangga sasaran juga 

diperhitungkan. Gen Cry (Crystal) merupakan gen yang mengkode kristal protein 

yang dihasilkan oleh bakteri Bt. Gen Cry adalah paraspora yang mengandung 

kristal protein dari Bt yang bersidat toksik terhadap organisme sasaran. Gen Cry 

terbagi menjadi 4 kelompok yaitu Cry I, Cry II, Cry III dan Cry IV yang terbagi 

berdsarkan kesamaan struktur asam amino dan aktifitas insektisidanya. Masing-
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masing jenis gen tersebut dapat menentukan sifat toksik kristal protein yang 

spesifik terhadap larva (Bahagiawati et al., 2002). 

 

2.3.5 Pencegahan Kecelakaan Kerja 

Pengendalian pokok dalam pencegahan kecelakaan kerja terdiri dari 5 yaitu 

(Tarwaka, 2008). 

a. Alat Pelindung diri 

Penggunaan APD merupakan upaya pengendalian terakhir yang berfungsi 

untuk melindungi tenaga kerja dari potensi bahaya. 

b. Pengendalian administrasi 

Pengendalian administrasi merupakan cara pencegahan dengan 

mengurangi kandungan bahaya dengan memenuhi tata cara dan instruksi. 

Hal ini tergantung pada perilaku manusia untuk mencapai keberhasilan.  

c. Pengendalian rekayasa 

Pengendalian rekayasa merupakan pengubahan struktural lingkungan kerja 

untuk menghambat atau bahkan menutup jalannya transisi antara bahaya 

dan pekerja. 

d. Subtitusi 

Substitusi merupakan upaya menggantikan bahan, material atau proses 

yang berisiko tinggi dengan bahan, material, atau proses yang berisiko 

lebih rendah. 

e. Eliminasi 

Eliminasi merupakan upaya yang memiliki untuk menghilangkan bahaya 

secara keseluruhan 

 

2.4 Trauma Kimia 

2.4.1 Definisi 

Trauma kimia pada mata merupakan trauma yang disebabkan oleh bahan 

yang memiliki pH basa atau asam. Bahan yang memiliki pH basa yaitu bahan 

yang memiliki pH >7 sedangkan pH asam yaitu bahan memiliki pH <7. Trauma 
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kimia pada mata merupakan kegawatdaruratan medis yang dapat menyebabkan 

destruksi epitel hingga rusaknya mata secara menyeluruh (Lubis, 2014).  

 

2.4.2 Epidemiologi 

Insidensi rauma mata di seluruh dunia terdapat 55 juta kasus yang 

diantaranya 1.6 juta mengalami kebutaan, 2.3 juta mengalami penurunan visus 

bilateral dan 19 juta penurunan pada unilateral. Kejadian trauma kimia pada mata 

mencapai 11.5-22.1 % dari seluruh kejadian trauma mata. Trauma kimia mata 

dapat terjadi karena kecelakaan akibat pabrik, penggunaan bahan rumah tangga di 

rumah, tindakan kriminal dan penggunaan pestisida (Sharma, 2017; Novityari et 

al., 2019). 

 

2.4.3 Etiologi 

Berdasarkan sifat dari bahan kimia yang menyebabkan terjadinya trauma kimia. 

Maka dapat diklasifikasikan menjadi dua kelompok yaitu (Lubis, 2014). 

a. Alkali/basa  

Bahan alkali yang dapat menyebabkan trauma kimia adalah:  

1. amonia (NH3), substansi ini dapat ditemukan pada bahan 

pembersih rumah tangga, zat pendingin, dan pupuk, 

2. NaOH merupakan basa kuat, 

3. potassium hydroxide (KOH), 

4. magnesium Hydroxide (Mg(OH)2),  substansi dapat ditemukan 

pada kembang api, dan 

5. Ca(OH)2, seperti pada perekat, mortar, semen dan kapur.  

b. Asam/acid 

Bahan asam yang dapat menyebabkan trauma adalah:  

1. asam sulfat (H2SO4), dapat ditemukan pada aki mobil dan bahan 

pembersih, 

2. asam sulfit (H2SO3), contohnya pada pengawet sayur dan buah, 
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3. hydrofluoric acid (HF), memiliki efekseperti trauma alkali. Zat ini 

dapat ditemukan pada pembersih karat, pengilat aluminium, dan 

penggosok kaca, 

4. asam asetat (CH3COOH), contohnya seperti asam cuka, dan 

5. hydrochloric acid (HCl) merupakan asam kuat dan ditemukan pada 

31-38%. Zat ini sering ditemukan pada zat pembersih. 

Bioinsektisida Btk memiliki pH 4,5 dan 8 (Valent BioSciences, 2010). Hal 

tersebut menyebabkan bioinsektisida Btk termasuk dalam trauma kimia asam dan 

basa pada mata.  

 

2.4.4 Klasifikasi 

Trauma kimia mata diklasifikasikan berdasarkan derajat keparahan yang 

ditimbulkan akibat bahan kimia. Klasifikasi bertujuan untuk menentukan terapi 

yang sesuai dengan kerusakan yang muncul serta indikasi penentuan prognosis. 

Klasifikasi ditetapkan berdasarkan tingkat kejernihan kornea dan keparahan 

iskemik limbus. Klasifikasi yang biasa digunakan untuk menilai gejala klinis dan 

prognosis adalah (Ilyas, 2008). 

1. Klasifikasi Hughes  

a. Ringan: Erosi epitel kornea, kornea sedikit kabur, tidak ada nekrosis 

iskemik konjungtiva atau sklera.  

b. Sedang: Opasitas kornea mengaburkan detail iris, nekrosis iskemik yang 

minimal di konjungtiva dan sklera.  

c. Berat: Garis pupil kabur, iskemik nekrosis konjungtiva atau sklera yang 

signifikan.  

2. Klasifikasi Thoft  

a. Grade 1: Kerusakan epitel kornea, tidak ada iskemik.  

b. Grade 2: Kornea kabur, tapi iris masih bias terlihat, iskemik kecil dari 1/3 

limbus. 

c. Grade 3: Epitel kornea hilang total, stroma kabur sehingga iris juga terlihat 

kabur, iskemik sepertiga sampai setengah limbus. 

d. Grade 4: Kornea opak, iskemik lebih dari setengah limbus. 
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2.4.5 Patofisiologi 

a. Trauma basa 

Trauma basa disebabkan oleh substansi yang memiliki pH di atas 

7. Substansi basa lipofilik sehingga penetrasi pada mata akan lebih cepat. 

Trauma basa akan berdisosiasi dengan ion hdroksil (OH
-
) dan kation. Ion 

hidroksil bekerja dengan mensaponifikasikan komponen asam lemak dari 

membran sel dengan merusak sel tersebut. Sel yang rusak akan mensekresikan 

enzim proteolitik sebagai respon dari inflamasi. Hal ini menyebabkan 

kersakan yang lebih yang disebut dengan liquefactive necrosis. Kation akan 

berinteraksi dengan kolagen stroma dan glikosaminoglikan. Hidrasi kolagen 

menyebabkan distorsi dan pemendekan pada fibril sehingga meningkatkan 

tekanan intraokular. Hidrasi dari glikosaminoglikans menyebabkan 

berkurangnya kejernihan dari kornea. Sehingga trauma basa merupakan suatu 

kegawatdaruratan pada mata yang dapat menimbulkan kebutaan (James, 

2003). 

b. Trauma asam 

Trauma asam disebabkan oleh substansi yang memilki pH di 

bawah 7. Trauma asam akan berdisosiasi dengan ion hidrogen dan anion 

dalam kornea. Ion hidrogen bekerja dengan merusak permukaan okular 

dengan cara mengubah pH dan anion bekerja dengan cara denaturasi protein, 

presipitasi dan koagulasi. Trauma asam ditemukan bentukan ground glass 

appereance pada stroma karena terjadi koagulasi protein untuk mencegah 

penetrasi yang lebih dalam dari trauma asam. Trauma asam memilki efek yang 

lebih ringan daripada trauma basa. Kecuali pada asam hidroflorida memiliki 

kemampuan penetrasi lebih kuat pada stroma dibandingkan substansi asam 

lainnya sehingga menyebabkan disrupsi ekstensif pada anterior segmen bola 

mata. Trauma yang ditimbulkan sama seperti dengan trauma basa (Lubis, 

2014; Bates dan Zanabobi, 2019). 

c. Trauma Bioinsektisida Btk 

Bioinsektisida Bt merupakan bioinsektisida yang banyak 

digunakan dengan presentasi 90-95% yang telah dikomersialkan. Terdapat 
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banyak subspesies dari Bt dan salah satu dari subspesies yang banyak 

digunakan adalah Btk. Bioinsektisda Btk yang sudah dilarutkan dengan air 

memiliki pH 4,5 dan 8 (Valent BioSciences, 2010). PH 4 yang merupakan pH 

asam dapat menimbulkan terjadinya trauma kimia asam pada mata. Trauma 

kimia asam yang disebabkan oleh Btk akan berdisosiasi dengan ion hidrogen 

dan ion anion. Ion hidrogen bekerja dengan merusak permukaan okular 

dengan cara mengubah pH sedangkan anion bekerja dengan cara denaturasi 

protein, presipitasi dan koagulasi. Karena anion menyebabkan terjadinya 

koagulasi protein, peneterasi yang lebih dalam dari trauma asam tidak terjadi. 

Sehingga trauma kimia asam bioinsektisida Btk hanya akan menyebabkan 

kerusakan pada lapisan epitel kornea. 

 

2.4.6 Terapi 

Setelah mata terpapar akibat trauma bahan kimia, mata harus segera 

diterapi sebagai kedaruratan mata. Terapi awal dari bahan kimia dengan dilakukan 

irigasi menggunakan normal saline isotonik pada permukaan kornea termasuk 

forniks konjungtiva. Irigasi dilakukan hingga mencapai pH fisiologis mata. pH 

permukaan mata diperiksa dengan menggunakan kertas indikator di forniks, 

apabila pH tidak mencapai antara 7.3 dan 7.7 maka dilakukan irigasi kembali. 

Analgesik, anestesi topikal dan siklopegik dapat diberikan ketika melakukan 

irigasi. Untuk mengeluarkan benda asing dari forniks dapat menggunakan 

aplikator berujung kapas yang basah.setelah mata mencapai pH fisiologis dapat 

diberikan salep antibiotik dan pembalut tekan (Vaughan et al., 1995).  

 

2.4.7 Komplikasi 

Komplikasi yang dapat terjadi pada kasus trauma kimia pada mata 

bergantung pada jenis dan berat ringannya trauma antara lain (Drake et al., 2012). 

a. Simblefaron merupakan adhesi yang terjadi antara konjungtiva palpebra dan 

konjungtiva bulbi. Gejala yang terjadi yaitu gerak mata terganggu, diplopia, 

lagoftalmus, sehingga kornea dan penglihatan terganggu.  
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b. Edema, kornea keruh, neovaskularisasi akibat adanya denaturasi protein dan 

kerusakan pada struktur kornea akibat zat kimia.  

c. Dry eye syndrome.  

d. Katarak traumatik, trauma basa dapat menyebabkan terjadinya katarak 

karena trauma basa menyebakan terjadinya saponifikasi dan penetrasi yang 

dalam. Sedangkan trauma kimia asam lebih sulit untuk masuk ke bagian 

dalam mata maka jarang terjadi katarak traumatik.  

e. Glaukoma sudut tertutup. 

f. Entropion dan phthisis bulbi. Keadaan ini terjadi akibat paparan jangka 

panjang pada trauma kimia. 

 

2.5 Histopatologi Kornea 

Inflamasi pada kornea dapat terjadi karena infeksi, terdapat bahan 

asing, trauma fisik dan trauma kimia.  Ketika inflamasi terjadi maka akan 

menginduksi mediator inflamasi seperti TNFα dan IL-1. TNFα dan IL-1 memiliki 

peran yang penting dalam patofisiologi dari trauma kimia (Gupta, 2013). Produksi 

IL-1 dan TNFα secara berlebihan dapat menyebabkan kerusakan jaringan pada 

kornea secara histologi. TNFα yang diproduksi dalam jangka panjang dapat 

mengakibatkan rusaknya jaringan. TNFα juga merupakan salah satu faktor 

angiogenesis yang menyebabkan pembentukan pembuluh darah baru dan bisa 

berfungsi sebagai faktor pertumbuhan fibroblas (FGF) yang mengakibatkan 

pembentukan jaringan ikat.  

Pada penelitian Aldebasi (2012), perbandingan kondisi patologis pada 

kornea untuk mengetahui efek penyembuhan antimikroba secara natural dan 

buatan pada ulkus kornea mata kelinci di lakukan dengan cara pengamatan secara 

histopatologi dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin (HE). Pada penelitian 

tersebut, kondisi patologis yang dapat ditemukan pada mata kelinci yang 

terinfeksi Staphylococcus aureus ialah degenerasi vakuola pada epitel kornea. 

Pada jaringan sub epitel dan stroma menunjukkan edema, kongesti, dan sel 

leukosit polimorfonuklear (PMN). Gambaran histopatologi Ulkus kornea kelinci 
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akibat infeksi  oleh Staphylococcus aureus yang  pada jaringan  dapat dilihat pada 

Gambar 2.7. 

Gambar 2.7 Ulkus kornea kelinci akibat infeksi  oleh Staphylococcus aureus yang 

Pada jaringan sub epitel dan stroma menunjukkan edema, kongesti, dan sel 

leukosit polimorfonuklear (PMN). Perbesaran 100x (Aldebasi et al., 2012). 
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2.6 Kerangka Konseptual 

 

Gambar 2.8 Kerangka konseptual 

Keterangan: 

 : Variabel yang tidak diteliti 

 : Variabel yang diteliti 

 : Memicu 

 

Bioinsektisida Btk memiliki kandungan spora dan δ-endotoksin yang 

dapat menyebabkan terjadinya inflamasi. Bioinsektisida Btk yang telah dilarutkan 

memiliki pH asam yaitu 4 yang dapat menyebabkan terjadinya trauma kimia pada 

kornea. Trauma kimia asam bekerja dengan berdisosiasi pada ion hidrogen dan 

anion. Hal tersebut akan menyebabkan terjadinya inflamasi hanya pada lapisan 

epitel kornea karena koagulasi yang disebabkan anion sehingga trauma kimia 

asam tidak dapat menembus lebih dalam. Secara histologi, Kornea memiliki 5 

lapisan yaitu lapisan epitel, membran bowman, stroma, membran desceme, dan 

lapisan endotel. Trauma kimia asam dan δ-endotoksin bioinsektisida Btk 

mengakibatkan terjadinya inflamasi kornea akut dan menginduksi mediator-

mediator inflamasi seperti IL-1 dan TNFα. IL-1 dan TNFα akan menyebabkan 

pelepasan enzim proteolitik dari sel mesenkim yang akan menyebabkan 

δ-endotoksin 

Bioinsektisida Btk 

Trauma kimia asam mata 

Perubahan histopatologi kornea 

 (ketebalan epitel kornea dan deskuamasi 

epitel) 

 

Inflamasi kornea akut 
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perubahan struktur kornea secara histologi yaitu peningkatan ketebalan epitel 

kornea dan deskuamasi epitel. 

 

2.7 Hipotesis 

Berdasarkan rumusan masalah maka hipotesis pada penelitian ini yaitu.  

1. Terjadi perubahan gambaran histopatologi kornea berupa peningkatan 

ketebalan epitel kornea dan deskuamasi epitel kornea mata tikus Rattus 

norvegicus galur Wistar akibat pajanan oleh bioinsektisida Btk. 

2. Semakin tinggi konsentrasi bioinsektisida Btk memberikan gambaran 

histopatologi berupa peningkatan ketebalan epitel dan deskuamasi epitel 

kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian true experimental design. 

Rancangan penelitian ini ialah post test only control group design. Secara 

skematis rancangan penelitian ini dapat digambarkan pada Gambar 3.1 sebagai 

berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian 

Keterangan: 

Po : Populasi Tikus Rattus novergicus galur Wistar  

S : Tikus Rattus novergicus galur Wistar, usia 2-3 bulan, berat badan 150-250 

gram, dan sehat (bergerak aktif)  

K-  : Kontrol negatif (Diberikan Normal Saline selama 7 hari) 

P1  : Perlakuan 1 (Pemberian bioinsektisida Btk dengan konsentrasi 8gr/L selama 7 

hari)  

P2  : Perlakuan 2 (Pemberian bioinsektisida Btk dengan konsentrasi 10gr/L selama 

7 hari) 

P3  : Perlakuan 3 (Pemberian bioinsektisida Btk dengan konsentrasi 12gr/L selama 

7 hari) 

 

Po 

 

S 

P1 

P2 

K- 

P3 

Data hasil 

pengamatan 
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3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Jember, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 

kedokteran Universitas Jember, Laboratorium Biomedik Fakultas Farmasi 

Universitas Jember dan Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Dr. 

Soebandi untuk pemeliharaan, perlakuan dan pengamatan tikus Rattus novergicus 

galur Wistar. Waktu pelaksanaan penelitian adalah Januari 2020 hingga Februari 

2020. 

 

3.3 Populasi dan Sampel 

3.3.1 Populasi 

Populasi yang digunakan pada penelitian ini ialah tikus Rattus 

novergicus galur Wistar sebagai hewan coba. Sampel yang digunakan yaitu tikus 

jantan berusia 2-3 bulan dengan berat badan 150-250 gram. Jumlah populasi yang 

akan digunakan berjumlah 24 ekor. 

 

3.3.2 Sampel 

Sampel dipilih dengan menggunakan kriteria inklusi dan eksklusi sebagai berikut. 

Kriteria inklusi: 

a. tikus Rattus novergicus galur Wistar  jantan, 

b. usia 2-3 bulan, 

c. berat badan 150-250 gram, 

d. sehat (bergerak aktif), dan 

e. mata sehat 

Kriteria eksklusi: 

a. tikus yang mati selama perlakuan  

 

3.3.3 Besar Sampel 

Besar sampel dalam penelitian ini menggunakan simple random 

sampling yang kemudian dibagi menjadi 4 kelompok. Pengulangan atau besar 

sampel dalam penelitian ini dapat dihitung melalui rumus Federer sebagai berikut. 
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(T-1)(N-1) ≥ 15 

(4-1)(N-1) ≥ 15 

3N-3 ≥ 15 

N≥6 

Berdasarkan hasil perhitungan rumus Federer, penelitian ini membutuhkan 

sebanyak 6 tikus pada masing-masing kelompoknya. Pada penelitian ini 

membutuhkan sebanyak 24 tikus yang dibagi menjadi 4 kelompok dengan rincian 

6 tikus dalam kelompoknya.  

 

3.4 Variabel 

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut. 

3.4.1 Variabel Utama 

a. Variabel Bebas (Independen) 

Variabel bebas (Independen) dalam penelitian ini adalah konsentrasi 

bioinsektisida Btk. 

b. Variabel Terikat (Dependen) 

Variabel terikat (Dependen) dalam penelitian ini adalah histopatologi kornea yaitu 

ketebalan epitel kornea dan deskuamasi epitel kornea. 

 

3.4.2 Variabel Terkendali 

a. Hewan coba   : tikus Rattus novergicus galur Wistar jantan 

b. Berat badan   : 150-250 gram 

c. Umur   : 2-3 bulan 

d. Kondisi hewan coba : sehat 

 

3.5 Definisi Operasional 

3.5.1 Bioinsektisida Bacillus thuringiensis kurstaki 

Bioinsektisida Btk memiliki merk Dipel dari PT Nufarm Indonesia 

yang memiliki kadar bahan bakteri Bachillus thuringiensis subsp. kurstaki strain 

ABTS-351: 54%. Konsentrasi yang dipakai dalam penelitian ini yaitu 8gr/L, 

10gr/L, dan 12 gr/L. Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian berdasarkan 
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pada uji studi pendahuluan yang telah dilakukan pada tikus Rattus novergicus 

galur Wistar. Penginduksian bioinsektisida Btk dilakukan dengan meneteskan  

bioinsektisida Btk sebanyak 3 mL selama 120 detik. Penetesan bioinsektisida Btk 

menggunakan spuit 3mL dengan konsentrasi yang telah ditentukan pada sentral 

kornea mata kanan tikus Rattus novergicus galur Wistar.  Penginduksian ini 

dilakukan selama 7 hari.  

 

3.5.2 Histopatologi Kornea 

Histopatologi kornea merupakan gambaran lapisan epitel yang telah 

diinduksi oleh bioinsektisida Btk. Histopatologi korna dilihat dengan 

menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 400X pada kornea tikus Rattus 

novergicus galur Wistar yang telah dilakukan pewarnaaan HE di Laboratorium 

Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Data histopatologi 

kornea yang didapatkan yaitu ketebalan lapisan epitel kornea dinyatakan dengan 

μm dan deskuamasi epitel kornea. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan 

mikroskop Olympus BX53M. Data yang didapatkan dimasukan dalam komputer 

dan diamati. Data ketebalan epitel kornea yang digunakan dalam penelitian ini 

merupakan data rasio dan data deskuamasi epitel berupa data nominal. 

 

3.5.3 Tikus Rattus novergicus galur wistar 

Hewan percobaan dalam penelitian yaitu tikus Rattus novergicus galur 

Wistar. Tikus (Rattus norvegicus) memiliki berat 150-600 gram, hidung tumpul 

dan badan besar dengan panjang 18-25 cm, kepala dan badan lebih pendek dari 

ekornya, serta telinga relatif kecil dan tidak lebih dari 20-23 mm. Tikus Rattus 

novergicus galur Wistar dalam penelitian ini memiliki kriteria inklusi yaitu jantan, 

berat 150-250 gram, usia 2-3 bulan, dan sehat. Sedangkan kriteria ekslusi yaitu 

tidak mati selama perlakuan dan tidak mengalami infeksi sebelum perlakuan. 

 

3.6 Alat dan Bahan 

3.6.1 Alat 

Alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini yaitu. 
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a. Alat untuk perlakuan mencit adalah kandang mencit, penutup kawat, botol 

minum, tempat makanan, dan  label makanan 

b. Alat untuk penginduksi adalah cawan petri dan gunting 

c. Alat untuk anestesi adalah spuit 

d. Alat untuk pembuatan preparat dan pengukuran adalah alat bedah (minor 

set), wadah jaringan, pewarnaan Hematoxilin-eosin (HE), rak pengecatan, 

pipet pastour, tisu, kasa, cover glass, object glass, staining jar,  Mikroskop 

BX53M. 

 

3.6.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu. 

a. Bahan untuk perlakuan mencit adalah pellet standart, air minum dan 

sekam. 

b. Bahan dalam penginduksi adalah kertas saring dan bioinsektisida Bacillus 

thuringiensis kurstaki. 

c. Bahan yang digunakan dalam anestesi dan terminasi adalah ketamine 

dengan dosis 75-100 mg/KgBB.  

d. Bahan dalam pengecatan Hematoksilin-eosin yaitu xylol, alkohol, 

aquadest, cat hematoksilin, larutan HCl, cat eosin, litium karbonat 0.5%. 

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Uji Kelayakan Etik 

Subjek dalam penelitian ini adalah tikus Rattus novergicus galur 

Wistar yang dalam pelaksanaannya telah mendapatkan sertifikasi kelayakan etik 

dari Komisi Etik Fakultas kedokteran Universitas Jember. Prosedur ini dilakukan 

untuk menjamin keamanan bagi peneliti dan hewan coba selama dalam penelitian.  

 

3.7.2 Adaptasi Hewan Coba 

Tikus Rattus novergicus galur Wistar diadaptasikan selama 7 hari di 

kandang untuk mengurangi resiko stress dan kematian tikus. Selama masa 

adaptasi tikus diberikan pakan berupa pellet yang diberikan setiap hari dan air 
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yang diganti dan dibersihkan setiap dua hari sekali. Satu kandang tikus didapatkan 

5-6 tikus Rattus novergicus galur Wistar. 

 

3.7.3 Pemilihan dan Pembagian Hewan Coba 

Jumlah hewan coba yang digunakan ialah 24 ekor tikus Rattus 

norvegicus yang kemudian dibagi menjadi 4 kelompok secara randomisasi 

sederhana sesuai kriteria inklusi dan eklusi. Tikus Rattus novergicus galur Wistar 

yang digunakan dalam penelitian ini memiliki kriteria sehat, berumur 10-12 

minggu bulan, dan memiliki berat badan 150-250 gram. Tikus yang berumur 

kurang lebih 3 bulan memiliki fisiologis yang dapat disetarakan dengan kondisi 

orang dewasa. Tikus dalam penelitian ini berjenis kelamin jantan karena tidak 

dipengaruhi hormonal, tidak terganggu kehamilan dan relatif lebih kuat. 

Tabel 3.1 Pembagian kelompok mencit 

Nama Kelompok Perlakuan yang diberikan 

Kontrol negatif (K(-)) Diberikan normal saline selama 7 hari 

Perlakuan 1 (P1) Pemberian bioinsektisida Bt dengan konsentrasi 8gr/L selama  

7 hari 
Perlakuan 2 (P2) Pemberian bioinsektisida Bt dengan konsentrasi 10gr/L selama  

7 hari 

Perlakuan 3 (P3)  Pemberian bioinsektisida Bt dengan konsentrasi 12gr/L selama 
7 hari 

 

3.7.4 Pembuatan Bioinsektisida Bacillus thuringiensis kurstaki 

Bioinsektisida Btk dilarutkan dengan air dengan konsentrasi yang telah 

ditentukan. Bioinsektisida yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 

bioinsektisida Btk. Larutan bioinsektisida Btk dibuat di Laboratorium farmakologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Pembuatan larutan bioinsektisida Btk 

dilarutkan dalam konsentrasi yang berbeda yaitu 8 gr/L dengan mencampurkan 

0.16 mg bioinsektisida Btk dalam 20 mL air, 10gr/L dengan mencampurkan 0.2 

mg bioinsektisida Btk dalam 20 mL air dan mencampurkan 0.24 mg dalam 20 mL 

air untuk mendapatkan konsentrasi 12 gr/L. Setelah larutan yang dibuat dengan 

konsentrasi yang ditelah ditentukan, larutan dihomogenkan dengan menggunakan 

magnetic stirrer. 
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3.7.5 Anestesi Hewan Coba 

Tikus dianastesi dengan ketamine secara intraperitoneal dengan dosis 75-100 

mg/Kg BB hingga mencapai stage operasi. Pada stage operasi terjadi hilangnya 

rasa nyeri.  

 

3.7.6 Penginduksian Bioinsektisida Btk 

Tikus Rattus novergicus galur Wistar yang telah diadaptasi dan 

dianestesi, Penginduksian bioinsektisida Btk dilakukan dengan meneteskan 

bioinsektisida Btk sebanyak 3 mL selama 120 detik. Penetesan bioinsektisida Btk 

menggunakan spuit 3 ml dengan konsentrasi yang telah ditentukan pada sentral 

kornea mata kanan tikus Rattus novergicus galur Wistar.  Setelah bioinsektisida 

Btk diteteskan pada sentral mata, mata tikus ditutup menggunakan plester hipafix 

selama 30 menit. Penginduksian dilakukan 1 kali perhari selama 7 hari.  

 

3.7.7 Terminasi Hewan Coba 

Setelah penginduksian bioinsektisida Btk, dilakukan terminasi pada 

hewan coba yang telah diberikan perlakuan. Terminasi tersebut dilakukan pada 

hari ke 7 setelah perlakuan. Tikus diterminasi dengan menggunakan metode 

cervical dislocation. Metode ini dilakukan dengan cara ibu jari dan jari telunjuk 

ditempatkan di kedua sisi leher di dasar tengkorak, sedangkan tangan lainnya 

menarik pangkal ekor atau kaki belakang sehingga menyebabkan pemisahan antar 

tulang leher dan tengkorak (Leary, 2013). Setelah diterminasi, mata tikus 

dienukleasi dan diambil jaringan korneanya dengan melakukan sayatan 

melingkari palpebra dimulai dari tepi kantus lateralis. Sayatan melingkar 

dilanjutkan dengan menyayat M. Orbicularis oculi yang memiliki serabut 

melingkari palpebra superior dan inferior. Selanjutnya, peneliti menusuk bagian 

limbus dan menyayat melingkar. Setelah itu, jaringan dibersihkan hingga 

didapatkan jaringan kornea berupa selaput bening. 
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3.7.8 Pembuatan Sediaan Histopatologi Kornea 

Jaringan kornea tikus Rattus novergicus galur Wistar diambil dan 

difiksasi dalam 10% buffer normal saline. Jaringan kornea yang telah difiksasi 

dibawa menuju Laboratorium Patologi Anatomi, RS Dr Soebandi, Jember. 

Pewarnaan Hematoksilin-eosin (HE) dilakukan terhadap jaringan kornea yang 

akan dijadikan preparat histologi. 

 

3.7.9 Pengamatan Histopatologi Kornea 

Pengamatan kornea dilakukan menggunakan mikroskop cahaya 

Olympus BX53M pada perbesaran 400x. Data yang diambil dari mikroskop 

cahaya Olympus BX53M di masukan dalam komputer dan diamati ketebalan 

epitel kornea dan deskuamasi epitel. Pengamatan deskuamasi epitel kornea 

menggunakan metode double blending. Gambar jaringan kornea yang telah 

didapatkan dianalisa di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran dan 

Laboratorium Biomedik Fakultas Farmasi Universitas Jember untuk diamati 

perubahan ketebalan lapisan epitel kornea dan deskuamasi epitel kornea. 

 

3.8 Analisis Data 

Data ketebalan epitel yang terkumpul dianalisis untuk mengetahui 

hubungan antara variabel dengan aplikasi statistik SPSS 24. Untuk menguji data 

dalam penelitian ini terdistribusi normal atau tidak digunakan uji normalitas 

dengan uji Saphiro wilk karena jumlah sampel dalam penelitian ini n<50. Jika 

hasil data yang diperoleh memiliki distribusi normal yaitu p>0.05 maka 

dilanjutkan dengan uji One Way Anova. Uji Kruskal Wallis jika distribusi data 

tidak normal. Sedangkan untuk data deskuamasi epitel kornea dianalisis 

menggunakan Chi Square. 
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3.9 Alur Penelitian 

Gambar 3.2 Alur Penelitian 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan  

Kesimpulan dari hasil penelitian yaitu. 

1. Terjadi perubahan histopatologi kornea berupa peningkatan ketebalan 

epitel kornea dan deskuamasi epitel pada tikus Rattus novergicus galur 

Wistar yang dipajan oleh Bioinsektisida Btk. 

2. Semakin tinggi konsentrasi bioinsektisida Btk memberikan gambaran 

histopatologi berupa peningkatan ketebalan epitel dan deskuamasi epitel 

kornea mata tikus Rattus norvegicus galur Wistar. 

 

5.2 Saran 

Saran yang dapat diberikan peneliti dari penelitian antara lain sebagai berikut.  

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut untuk mengetahui tentang bahan aktif, 

bahan adjuvan, dan komponen lainnya pada produk bioinsektisida Btk. 

Selain itu, dapat juga dilakukan penelitian dengan bioinsektisida lain yang 

lebih jelas komposisinya. 

2. Dilakukan penelitian dengan metode induksi yang sama dengan 

memperpanjang lama, frekuensi paparan, dan meningkatkan konsentrasi 

bioinsektisida BTk. Penelitian lanjutan dengan metode yang berbeda juga 

diperlukan untuk memperoleh reaksi inflamasi yang lebih optimal seperti 

penggunaan dosis berpangkat (1 g/L, 10 g/L, 100 g/L, dan seterusnya). 

Selain itu dapat menggunakan hewan uji yang lainnya agar mendapatkan 

preparat yang lebih baik. 

3. Dilakukan penelitian lebih lanjut tentang gambaran histopatologi kornea 

pada seluruh lapisan kornea untuk mengetahui efek pajanan secara 

menyeluruh. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 3.1 Pemiliharaan Hewan Uji Coba 

 Pemeliharaan uji coba dilakukan dengan: 

1. Pemberian Makan Hewan Uji: 

a. Pakan hewan uji disiapkan berupa pellet. 

b. 1 cup takaran pakan diambil dan tidak tercecer di ruangan. 

c. Pakan dituangkan di atas permukaan kawat strimin penutup kandang 

box. kandang dipastikan dalam keadaan kering sehingga pakan tidak 

rusak.  

d. Pakan diberikan setiap hari. Hewan uji dipastikan sudah diberi pakan 

setiap harinya, kecuali untuk tujuan pembedahaan, hewan uji 

sebelumnya dipuasakan terlebih dahulu selama 24 jam. 

2. Penggantian dan pencucian Botol Minum: 

a. Botol minuman diambil yang isinya akan diganti. Air di dalam botol 

tersebut dibuang. Ketebalan sekam pada kandang dipastikan tidak 

terlalu tinggi dan tidak terlalu rendah. 

b. Permukaan luar dan dalam botol dibersihkan maupun penutup dan 

ujungnya dengan menggunakan air, sabun, dan sikat. Kemudian dibilas 

dengan air mengalir sehngga tidak ada sisa kotoran pada permukaan 

luar dan dalam botol dan penutupnya serta tidak ada sisa sabun di botol 

penutupnya. 

c. Air diisikan ke dalam botol hingga penuh. Pastikan ada sedikit ruang 

udara di dalam botol kemudian ditutup rapat dengan penutupnya. tutup 

boyol dipastikan tidak lepas pada saat botol dikembalikan. 

d. Botol minuman yang telah diisi diletakan ke dalam kandang melalui 

lubang pada kawat strimin. Tutup botol dipastikan tidak bocor dan 

tidak membasahi kandang. 
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3. Sanitasi Kandang: 

a. Sekam dituangkan ke dalam kandang baru sampai ketinggian sekam 

sekitar 1,5 cm. Ketebalan sekam pada kandang dipastikan tidak terlalu 

tinggi dan tidak terlalu rendah. 

b. Hewan uji dipindahkan satu persatu ke dalam kandang baru kemudian 

kandang ditutup rapat dengan penutup kawat setelah semua hewan uji 

dipindahkan. Penandaan yang tertera pada kandang baru dipastikan 

sudah benar. Hewan uji dipindahkan ke kandang baru dengan tutup 

kawat tidak dibuka lebar agar tidak ada hewan uji yang lepas dari 

kandangnya. 

c. Hewan uji diletakkan pada kandang baru pada rak pemeliharaanya. 

d. Kotoran hewan di kandang lama dibuang ke dalam karung plastik 

untuk wadah pembuangan. karung pembuangan dipastikan selalu 

tertutup dan berada dalam kondisi kering. 

e. Kandang kotor dicuci dengan air mengalir menggunakan sikat dan 

sabun hingga tidak ada sisa kotoran yang menempel. Kemudian 

dikeringkan dan diletakkan di tempat penyimpanan kandang yang 

sudah tersanitasi. 

4. Sanitasi Kawat Strimin Penutup Kandang. 

a. Kawat strimin diambil dan dibersihkan dengan sikat pembersih kawat 

strimin hingga tidak ada sisa kotoran dan sisa tempat hidup serangga. 

b. Jika kotoran sulit dihilangkan dengan sikat, pencucian dilakukan 

menggunakan sikat, air, dan sabun. Kawat strimin dipastikan sudah 

benar-benar bersih dan kering sebelum dipakai atau disimpan. 

c. Sanitasi dilakukan setiap minggu atau jika kondisi kawat sudah kotor. 

5. Sanitasi Ruangan Kandang. 

a. Peralatan sanitasi disiapkan berupa sapu, lap pel, sabun pel. Tempat 

sampah, dan alkohol.  

b. Barang sampah yang terpapar karsinogen dipisahkan dengan sampah 

lain. Sampah karsinogen dipisahkan dan dibuang sendiri. 
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c. Area kandang dibersihkan dari kotoran sisa perlakuan hewan uji 

menggunakan sapu. Sisa kotoran hewan uji dibuang pada kantong 

kotoran. Sampah lain dibuang pada tempat sampah. 

d. Lantai dan area penimbangan dibersihkan dengan kain pel dan sabun 

pel. Alkohol 70% disemprotkan pada area yang terpapar karsinogen 

setelah dibersihkan dengan sabun pel. 

e. Peralatan sanitasi dibersihkan dan diletakkan kembali pada tempatnya. 
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Lampiran 3.2 Prosedur Pengindukisan Bioinsektisida Btk 

 

Penginduksian bioinsktisida Btk diawali dengan melakukan perhitungan 

konsentrasi bionsektisida Btk yaitu konsentrasi 8mg/L, 10 mg/L dan 12 mg/L  

yaitu: 

8g/L =8mg/100mL 

=0.16mg/20mL 

 

10g/L=10mg/100mL 

=0.2mg/20ml 

 

12g/L= 12mg/100mL 

= 0.24mg/20mL 

 

Pembuatan larutan bioinsektisida Btk dengan konsentrasi 8 mg/L, 10 mg/Ldan 12 

mg/L sebagai berikut: 

1. Bioinsektisida Btk diambil sebanyak 0.16 mg, 0.2 mg dan 0.24 mg 

ditimbang menggunakan neraca ukur ohaus.  

2. Setelah ditimbang, bioinsektisida Btk diletakan di beaker glass 100 mL 

dengan diberi label sesuai dengan konsentrasi. 

3. Aquabidest 20 mL diberikan pada setiap konsentrasi di beaker glass. 

4. Larutan bioinsektisida Btk yang telah diberikan dengan aquabidest 20 mL 

dipindahkan di beaker glass 500 mL untuk dihomogenkan dengan 

magnetic stirrer kecepatan 200 rpm selama 1 menit. 

5. Setelah dihomogenkan, larutan diletakan kembali di beaker glass 100ml 

sesuai dengan label konsentrasi yang telah diberikan. 

  

M ×V  = M ×V 

M×20mL = 8mg ×100ml 

M  = 0.16mg/20mL 

 

M ×V  = M ×V 

M×20mL = 10mg ×100ml 

M  = 0.2mg/20mL 

 

M ×V  = M ×V 

M×20mL = 12mg ×100ml 

M  = 0.24mg/20mL 
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Lampiran 3.3 Prosedur Anestesi Tikus 

Tikus Rattus novergicus galur Wistar dianestesi dengan menggunakan ketamin 

hydrochloride hingga mencapai efek stage anestesi. Prosedur anestesi yang 

dilakukan sebagai berikut: 

1. Anestesi yang digunakan berupa Ketamine dengan dosis 80 mg/kgBB 

(dosis terapi 75-100 mg/kgBB). Sebelumnya, dilakukan pengenceran 

dengan langkah sebagai berikut: 

a. Ketamine diambil sebanyak 8 mL 

b. Aquabides diambil sebanyak 2 mL  

c. Kedua larutan dicampurkan sehingga terbentuk larutan ketamine 

dengan dosis 80 mg/mL 

2. Larutan diambil menggunakan spuit 30 G sebanyak 1 mL. 

3. Tikus diletakkan dengan cara jari telunjuk dan jari tengah tangan kanan 

menjepit leher tikus, jari jempol, jari manis, dan jari kelingking tangan 

kanan memegang badan tikus, dan tangan kiri memegang kedua kaki tikus. 

4. Setelah tikus dipegang dilakukan injeksi dengan jarum menghadap ke atas 

dan menusukkan pada lower right quadrant pada abdomen tikus dengan 

sudut 30-40° 
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5. Setelah 5 menit injeksi, dilakukan evaluasi anestesi menggunakan refleks 

pedal dengan mencubit regio metacarpal pada kaki belakang di antara jari 

telunjuk dan jari jempol tikus. 

6. Apabila tikus tidak memberikan respon, penginduksian bioinsektisida Btk 

dapat dilakukan karena telah mencapai stage anestesi. 
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Lampiran 3.4 SOP Induksi Bioinsektisida Btk 

Penginduksian bioinsektisida Btk dilakukan dengan cara, yaitu: 

1. tikus Rattus novergicus galur Wistar telah dianestesu sesuai Standar 

Operasional Prosedur yang telah ada. 

2. Setelah efek anastesi tercapai, dilakukan pemaparan larutan bioinsektisida 

Btk PT Nufarm Indonesia pada sentral kornea mata kanan tikus. 

3. Diteteskan larutan bioinsektisida sesuai konsentrasi yang telah ditentukan 

sebanyak 3 mL selama 120 detik pada mata kanan bagian tengah mata tikus. 

4. Setelah mata diteteskan bioinsektisida Btk, mata ditutup dengan plester 

hipafix selama 30 menit. 

5. Hewan uji yang telah diinduksi dikembalikan ke dalam kandang perlakuan. 

6. Perlakuan diulang 1 kali per hari selama 7 hari. 
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Lampiran 3.5 Terminasi 

Terminasi pada tikus Rattus novergicus dilakukan dengan cara: 

1. Anestesi diberikan dengan ketamine secara intraperitoneal hingga 

mencapa stage anestesi. 

2. Terminasi dilakukan dengan teknik cervical dislocation dengan cara 

memberikan tekanan pada bagian posterior basis cranii dan sumsum tulang 

belakang. Bagian ujung ekor tikus ditarik ke arah caudal hingga sumsum 

tulang belakang terpisah dari otak. Jika cara ini berhasil, refleks kedip 

akan menghilang dengan segera. hewan uji akan terbunuh dengan cepat 

dan tidak menyiksa hewan uji. 
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Lampiran 3.6 pengambilan Jaringan Kornea 

Pengambilan jaringan kornea pada tikus dilakukan dengan cara: 

1. Dilakukan sayatan melingkar pada palpebra tikus dimulai dari tepi kantus 

lateralis 

2. Sayatan dilanjutkan dengan menyayat M. Orbicularis oculi bagian superior 

dan inferior sehingga didapatkan bola mata yang terbebas dari palpebra. 

3. Bagian limbus ditusuk dan menyayat secara melingkar. 

4. Jaringan dibersihkan hingga didapatkan jaringan murni kornea. 

5. Jaringan dimasukkan ke dalam botol yang berisi buffer normal saline. 

6. Botol diberi label dan disimpan ditempat yang terhindar dari cahaya 
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Lampiran 3.7 SOP Pewarnaan H&E 

Prosedur Pewarnaan H&E yaitu: 

1. Jaringan kornea difiksasi ke dalam buffer normali saline selama 24 jam 

2. Jaringan kornea direndam pada air selama 15 menit dan dilanjutkan 

perendaman pada alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, dan 100% dengan masing-

masing selama 3x10 menit (dehidrasi). 

3. Perendamam pada alokohol toluene dan toluene murni dilakukan selama 13 

menit dan 16 menit (penjernihan). 

4. Jaringan direndam pada parafin cair bersuhu 60
o
C I, II, dan II masing-

masing selama 5 menit (infiltrasi parafin). 

5. Jaringan diblok pada parafin cair bersuhu 60
o
C sampai membeku. 

6. Jaringan dipotong menggunakan mikrotom geser setebal 5μm. 

7. Dilanjutkan dengan perendaman pada Xilol I, II, dan III masing-masing 

selama 10 menit. Dilanjutkan irigasi dengan air mengalir selama 3 menit. 

8. Jaringan direndam pada alkohol 100%, 100%, 90%, 80%, dan 70% dengan 

masing-masing selama 1 menit. 

9. Jaringan direndam pada larutan hematoksilin selama 2 menit, acid alcohol 1 

x pencelupan, dan diirigasi air selama 2 menit. 

10. Dilakukan perendaman pada larutan eosin selama 1 menit dilanjutkan 

alkohol 70%, 80%, 90% 100%, dan 100% dengan masing-masing selama 30 

detik. 

11. Dilanjutkan dengan perendaman dengan xilol I, II, dan II masing-masing 

selama 5 menit. 

12. Jaringan ditutup dengan pemberian entellen/DPX (perekat) sebanyak 2 tetes 

pada object glass dan ditutupi dengan cover glass 

13. Dilanjutkan dengan pengamatan di bawah mikroskop 
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Lampiran 3.8 SOP Pembacaan Preparat 

Prosedur pembacaan ketebalan epitel kornea: 

1. Preparat diberikan kode secara acak pada agar pembaca tidak mengetahui 

perlakuan pada preparat yang sedang dibaca. Kode dicatat oleh peneliti 

agar tidak salah dalam memasukkan data.  

2. Preparat yang telah diterima diletakkan dibawah mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 400x.  

3. Dilakukan penyesuaikan titik fokus mikroskop sampai preparat terlihat 

dengan jelas. 

4. Dilanjutkan dengan mengatur posisi preparat dan menghitung ketebalan 

epitel kornea  yang tertinggi dan terendah.  

5. Gambaran mikroskop diambil dan dicatat nama file sesuai kode preparat.  

6. Hasil perhitungan ketebalan epitel dimasukkan ke dalam laporan 

pencatatan data. Data ketebalan epitel yang didapatkan diambil rerata dari 

ketebalan epitel tertinggi dan terendah. 

7. Setelah didapatkan hasil pembacaan ketebalan epitel, preparat diganti 

dengan preparat lain dan melakukan pembacaan sesuai langkah 1-6. 

 

Prosedur pembacaan deskuamasi epitel: 

1. Preparat diberikan kode secara acak pada agar pembaca tidak mengetahui 

perlakuan pada preparat yang sedang dibaca. Kode dicatat oleh peneliti 

agar tidak salah dalam memasukkan data.  

2. Preparat yang telah diterima diletakkan dibawah mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 400x.  

3. Dilakukan penyesuaikan titik fokus mikroskop sampai preparat terlihat 

dengan jelas. 

4. Dilanjutkan dengan mengatur posisi preparat dan mencari deskuamasi 

epitel pada preaparat.  

5. Gambaran deskuamasi diambil dan dicatat nama file sesuai kode preparat.  

6. Setelah didapatkan hasil pembacaan ketebalan epitel, preparat diganti 

dengan preparat lain dan melakukan pembacaan sesuai langkah 1-6. 
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Lampiran 3.9 Persetujua Etik 
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3.10 Dokumentasi Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Bioinsektisida Btk Proses homogenisasi larutan 

Anestesi hewan coba Induksi bioinsektisida Btk 
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Penutupan mata hewan coba 

dengan plester hipafix 

Termiasi hewan coba 

Proses enukleasi hewan coba Mikroskop cahaya Bx53M 
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Lampiran 3.11 Rekomendasi Bebas Plagiasi 
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Lampiran 4.1 Hasil Pengamatan Preparat 

Hasil pengamatan ketebalan epitel 

No Kelompok Keterangan  

Ketebalan 

1  

Ketebalan 

2 

Rerata 

ketebalan 

Rerata 

Kelompok 

1 1 (Kontrol Negatif) 5,42 6,79 6,105 5,58 

2 2 (Kontrol Negatif) 6,43 8,07 7,25 

3 3(Kontrol Negatif) 2,42 2,14 2,28 

4 4(Kontrol Negatif) 4,76 5,41 5,085 

5 5(Kontrol Negatif) 7,07 6,17 6,62 

6 6(Kontrol Negatif) 6,14 6,17 6,155 

7 1 (P1) 2,06 2,24 2,15 6,09 

8 2 (P1) 8,804 7,547 8,1755 

9 3 (P1) 5,88 6,82 6,35 

10 4 (P1) 5,61 5,34 5,475 

11 5 (P1) 7,96 8,65 8,305 

12 6 (P1) 6,884 5,262 6,073 

13 1 (P2) 3,65 2,02 2,835 6,72 

14 2 (P2) 5,117 4,439 4,778 

15 3 (P2) 6,503 7,472 6,9875 

16 4 (P2) 7,78 6,567 7,1735 

17 5 (P2) 4,368 4,434 4,401 

18 6 (P2) 13,18 15,13 14,155 

19 1 (P3) 16,5 20,97 18,735 8,06 

20 2 (P3) 2,97 1,66 2,315 

21 3 (P3) 10,35 9,41 9,88 

22 4 (P3) 3,016 3,362 3,189 

23 5 (P3) 5,57 6,35 5,96 

24 6 (P3) 8,025 8,539 8,282 
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Hasil pengamatan deskuamasi epitel 

No 
Deskuamasi Epitel 

Kelompok 
Pengamat 1 Pengamat 2 

1 0 0 K- 

2 0 0 K- 

3 0 0 K- 

4 1 1 K- 

5 1 1 K- 

6 0 0 K- 

7 1 1 P1 

8 0 0 P1 

9 1 1 P1 

10 1 1 P1 

11 1 1 P1 

12 0 0 P1 

13 0 0 P2 

14 1 1 P2 

15 1 1 P2 

16 1 1 P2 

17 1 1 P2 

18 1 1 P2 

19 1 1 P3 

20 1 1 P3 

21 1 1 P3 

22 0 0 P3 

23 1 1 P3 

24 1 1 P3 

keterangan 0= tidak ada deskuamasi 1= terdapat deskuamasi 
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Lampiran 4.2 Hasil Analisis Data 

Analisis Data Ketebalan Epitel 

1. Hasil Uji Normalitas Ketebalan Epitel Kornea 

 

2. Hasil Uji One Way Annova Ketebalan Epitel Kornea 
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Analisis Data Deskuamasi Epitel Kornea 

1. Hasil Uji Chi Square Tabel 4x2 

 

2. Hasil Uji Fisher’s Exact Tabel 2x2 
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