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MOTO

“Dan Dia mendapatimu sebagai seorang yang bingung, lalu Dia memberikan

petunjuk”
(QS. Ad-dhuha : 7)*

“Dan tiadalah kehidupan dunia ini melainkan senda gurau dan main-main. Dan
sesungguhnya akhirat itulah yang sebenarnya kehidupan, kalau mereka

mengetahui”

(Al-Ankaboot : 64)*

*) Ringkasan Tafsir Ibnu Katsir. 2010. Al-Quran Terjemah dan Tafsir Per Kata.
Bandung: Penerbit JABAL
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RINGKASAN
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halaman; Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Bioinsektisida merupakan salah satu jenis pestisida yang digunakan oleh
petani dengan menggunakan mikroorganisme untuk mengendalikan hama berupa
serangga. Bakteri Bacillus thuringiensis menjadi bioinsektisida yang paling
berhasil dalam melawan hama dan digunakan secara luas karena bioinsektisida Bt
memiliki spesifisitas target terhadap serangga. Pada tahun 1983, seorang petani
ditemukan mengalami ulserasi kornea setelah terpapar Bioinsektisida Bt.
Bioinsektisida Bt secara komposisi dimasukkan ke dalam produk kimia yang
dapat menyebabkan trauma kimia mata. Trauma kimia pada mata dapat
menyebabkan kerusakan luas pada epitel permukaan mata termasuk terjadinya
defek epitel kornea. Defek epitel kornea merupakan hilangnya lapisan epitel
permukaan kornea yang apabila terjadi komplikasi dapat mengakibatkan
penurunan penglihatan hingga kebutaan permanen. Oleh karena itu, penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui efek paparan bioinsektisida Bacillus thuringiensis
terhadap defek epitel kornea mata tikus Wistar.

Penelitian ini menggunakan desain penelitian true experimental jenis post
test only group control dengan sampel tikus Wistar sebanyak 24 ekor. Sampel
dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok K- (pemaparan menggunakan
akuabides), kelompok K1 (pemaparan menggunakan larutan bioinsektisida Bt 8
g/L), kelompok K2 (pemaparan menggunakan larutan bioinsektisida Bt 10 g/L),
kelompok K3 (pemaparan menggunakan larutan bioinsektisida Bt 12 g/L) dengan
pengelompokan sampel menggunakan teknik simple random sampling. Penelitian
ini dilakukan selama 14 hari dimulai dari aklimatisasi, pemberian perlakuan
berupa pemaparan larutan bioinsektisida Bt secara tetes pada kornea mata tikus
selama 7 hari, pemeriksaan defek epitel kornea, dan terminasi tikus. Pemeriksaan
defek epitel kornea dilakukan dengan memvisualisasikan kornea di bawah cahaya
kobalt-biru setelah ditetesi larutan fluoresensi. Analisis data menggunakan uji
Fisher’s Exact (p<0,05).

Secara berurutan dari kelompok dengan hasil positif defek kornea
terbanyak yakni kelompok P3 menghasilkan defek epitel kornea sebanyak 2
sampel, diikuti dengan satu sampel positif defek pada kelompok P1, dan hasil
negatif defek epitel pada kelompok P2 dan kelompok K-. Hasil uji analisis data
menggunakan uji Fisher’s Exact menunjukkan nilai kemaknaan p=0,546 yang
berarti tidak terdapat efek yang signifikan antara paparan bioinsektisida Bt
terhadap defek epitel kornea mata tikus Wistar. Hal ini menunjukkan bahwa
bioinsektisida Bt merupakan bioinsektisida yang tergolong aman terhadap mata.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan pestisida kimia sebagai pengendali hama menimbulkan
dampak negatif terhadap lingkungan dan ekosistem (WHO, 2008). Pemakaian
pestisida kimia dengan dosis dan frekuensi yang tinggi menjadikan serangga
vektor penyakit menjadi resisten terhadap pestisida kimia sehingga dapat
menyebabkan terganggunya keseimbangan ekosistem. Selain itu, pestisida secara
signifikan menimbulkan dampak kesehatan akibat penggunaan pestisida yang
sangat berbahaya dan perilaku penyemprotan yang berisiko tinggi menyebabkan
terjadinya keracunan (Pawukir dan Mariyono, 2002).

Pengaruh negatif dari penggunaan pestisida kimia menyebabkan
kekhawatiran dan meningkatkan perhatian masyarakat untuk mencari alternatif
lain dalam menurunkan populasi hama yaitu dengan menggunakan bioinsektida
(Bahagiawati, 2002). Bioinsektisida merupakan salah satu jenis pestisida yang
digunakan oleh petani dengan menggunakan mikroorganisme untuk
mengendalikan hama berupa serangga (Kasumbugo Untung, 2004). Beberapa
bakteri yang diketahui dapat digunakan sebagai bioinsektisida adalah genus
Bacillus, Pseudomonas, dan kelompok cendawan (Trichoderma harzianum dan
Gliocladium sp.). Bakteri Bt menjadi bioinsektisida paling sukses melawan hama
dan digunakan secara luas karena bioinsektisida Bt memiliki spesifisitas target
terhadap serangga sehingga memperkecil dampak terhadap organisme non-target.
Pemakaian Bt sebagai bahan bioinsektisida yakni sebesar 90-95% dari produk
bioinsektisida yang dikomersialkan untuk dipakai oleh petani di berbagai daerah
(Bahagiawati, 2002). Di Cina, 10 hingga 1000 ton formulasi bioinsektisida Bt
telah diaplikasikan pada berbagai sawah dan hutan (Betz dkk., 2000).

Bacillus thuringiensis merupakan bakteri yang memproduksi protein di
badan inklusi pada saat bersporulasi. Kristal protein ini bersifat membunuh
serangga dan dikenal dengan 6-endotoksin atau protein Cry (Bahagiawati, 2002).
Pada tahun 1983, seorang petani ditemukan mengalami ulserasi kornea setelah

terpapar Bioinsektisida Bt (Samples dan Buettner, 1983). Laporan kasus oleh
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Noble dkk. pada tahun 1992 di Kanada didapatkan hampir dua-pertiga petani
penyemprot bioinsektisida Bt mengalami keluhan iritatif pada mata, hidung, dan
kerongkongan (Rubio-Infante dan Moreno-Fierros, 2016).

Bioinsektisida Bt secara komposisi dimasukkan ke dalam produk kimia
yang dapat menyebabkan trauma kimia mata. Trauma kimia pada mata dapat
menyebabkan kerusakan luas pada epitel permukaan mata, kornea, dan segmen
anterior yang mengakibatkan penurunan penglihatan hingga kebutaan permanen
unilateral atau bilateral (Singh dkk., 2013). Zat kimia menyebabkan perusakan
komponen seluler, denaturasi, dan degradasi jaringan kolagen, serta pelepasan
mediator inflamasi. Respons inflamasi akibat cedera menginduksi pengeluaran
berbagai sitokin dan kemokin yang menyebabkan terjadinya proteolitik dari
protein tight junction pada perbatasan sel-sel epitel kornea dan peningkatan
deskuamasi epitel kornea (Meloni dkk., 2011; Kimura dkk., 2008)).

Belum adanya penelitian mengenai efek bioinsektisida Bt terhadap kornea
mata membuat peneliti ingin melakukan penelitian mengenai efek paparan
bioinsektisida Bt terhadap defek epitel kornea mata tikus wistar. Penelitian ini
diharapkan dapat memberi informasi mengenai efek paparan bioinsektisida Bt
terhadap kornea mata. Selain itu, hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi

landasan untuk penelitian terkait selanjutnya.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat efek paparan bioinsektisida Bt terhadap defek epitel kornea

mata tikus Wistar?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek paparan bioinsektisida Bt

terhadap defek epitel kornea mata tikus Wistar.

1.4 Manfaat Penelitian

Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai
berikut:
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a.

Bagi insitusi pendidikan, memberikan informasi ilmiah mengenai efek
paparan bioinsektisida Bacillus thuringiensis terhadap defek epitel kornea
tikus Wistar.

Bagi masyarakat, meningkatkan kewaspadaan dengan selalu menggunakan
APD (Alat Pelindung Diri) khususnya bagi para petani apabila terbukti bahwa
bioinsektisida Bt memberikan efek terhadap defek epitel kornea kornea mata.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bioinsektisida Bacillus thuringiensis (Bt)
2.1.1 Definisi dan Prevalensi Bioinsektisida Bt

Bioinsektisida merupakan salah satu jenis pestisida yang dibuat dari bahan-
bahan alami seperti tanaman, bakteri, dan mineral tertentu yang dapat membunuh
hama serangga tanaman. Dari seluruh pestisida yang digunakan di dunia, sekitar
2% merupakan produk biopestisida dengan 90% dari presentase tersebut
merupakan bioinsektisida Bt (Sanchis dkk., 2007). Bioinsektisida memiliki peran
penting dalam pengendalian hama pada daerah yang resisten terhadap pestisida
dan lingkungan yang rentan terhadap pestisida berbahan dasar bahan kimia
(Sharma dkk., 2012).

Bakteri Bt membentuk spora dorman yang memiliki satu atau lebih jenis
kristal protein apabila persediaan makanannya menurun yaitu saat bakteri lisis
pada masa fase stationary. Kristal ini mengandung protein yang disebut o-
endotoksin dan bersifat letal apabila dimakan oleh serangga yang peka. Bacillus
thuringiensis digunakan sebagai produk bioinsektisida dalam bentuk spora yang
membentuk badan inklusi. Potensi toksisitas bioinsektisida Bt lebih tinggi
dibandingkan dengan pestisida, yaitu sebesar 300 kali apabila dibandingkan
dengan pestisida sintetik pyrethroid. Penggunaan Bt secara umum yang terdapat

dilapangan ialah dalam bentuk microbial spray (Bahagiawati, 2002).

2.1.2 Cara Kerja Bacillus thuringiensis (Bt) sebagai Bionsektisida

Terdapat lebih dari 150 macam kristal protein bakteri Bt yang telah berhasil
diidentifikasi. Pada umumnya kristal Bt di alam bersifat protoksin dan akan
menjadi toksin akibat adanya aktivitas proteolisis dalam sistem pencernaan
serangga yang dapat mengubah kristal protein Bt menjadi polipeptida yang lebih
pendek (27-149 kd). Toksin yang telah aktif berinteraksi dengan sel-sel epitelium
di midgut serangga. Bukti-bukti telah menunjukkan bahwa toksin Bt ini

menyebabkan terganggunya keseimbangan osmotik akibat terbentuknya pori-pori
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di membran saluran pencernaan serangga. Keseimbangan osmotik yang terganggu
akibat toksin Bt menyebabkan sel menjadi bengkak dan pecah sehingga
mengakibatkan matinya serangga. Perubahan mendasar yang terjadi pada sel-sel
midgut serangga yang terkena toksin Bt yaitu adanya pembesaran inti, perubahan
retikulum endoplasma menyerupai vakuola, serta terlepasnya mikrofili (Hofte dan
Whiteley, 1989).

2.1.3 Karakteristik Toksin

Toksisitas kristal protein Bt dalam serangga bergantung pada beberapa hal
diantaranya adalah kelarutan kristal protein, aktivitas proteolitik dalam
pencernaan serangga untuk merubah toksin ke dalam ke bentuk aktif, dan afinitas
toksin terhadap reseptor pada sel pencernaan serangga. Faktor lain yang
menentukan toksisitas dari Bt ialah umur dari serangga dimana jentik serangga
yang lebih muda lebih rentan apabila dibandingkan dengan jentik yang lebih tua
(Swadener, 1994).

Gen Cry dikelompokkan menjadi 4 kelas yaitu Cry I, Cry Il, Cry 11l dan Cry
IV. Penggolongan tersebut didasarkan atas struktur asam amino dan aktifitas
insektisidal yang dimiliki. Berbagai jenis gen tersebut berperan dalam
menentukan sifat toksik kristal protein yang terbentuk (Bravo dkk., 2005). Protein
Cry yang terbentuk terdiri dari tiga domain berbeda. Domain | (domain terminal-
N) berisi tujuh domain alfa-heliks yang disusun dalam tiga pasang dan terlibat
dalam penyisipan protein ke membran sel pencernaan serangga. Domain Il terdiri
atas 3 lembaran yang berbentuk simetris dan berperan dalam mengenali dan
mengikat reseptor. Beberapa bukti menunjukkan bahwa beberapa protein Cry
dapat mengikat lebih dari satu tempat pada permukaan sel serangga. Domain IlI
terlibat dalam pengikatan dan pembentukan pori-pori pada saluran pencernaan
serangga (Whalon dan Wingerd, 2003).
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2.2 Anatomi Mata
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Gambar 2.1 Anatomi mata (Sumber: Djing, 2006)

Mata adalah salah satu sistem sensorik pada manusia dengan struktur anatomi
terlihat pada Gambar 2.1. Mata manusia berbentuk bola dengan diameter antero-
posterior sebesar 24 mm. Bagian depan mata terdiri dari kornea, iris, pupil, dan
lensa. Pupil berfungsi sebagai diafragma untuk mengatur jumlah cahaya yang
masuk ke mata. Baik iris dan pupil ditutupi oleh kornea yang transparan dan
berfungsi sebagai komponen bias utama mata. Bersama dengan lensa, kornea
bertanggung jawab atas pembentukan gambar optik pada retina. Lensa pada mata
ditahan oleh ligamen suspensori atau zonula yang melekat pada otot siliaris.
Kontraksi otot siliaris dapat menjadikan serat zonular mengencang sehingga
menyediakan fungsi akomodasi lensa. Selain lensa dan kornea, vitreous humor
dan aquous humor juga berkontribusi pada fungsi pembiasan mata sehingga daya
bias keseluruhan menjadi 60 dioptri. Pada bagian belakang mata terdapat retina
dimana cahaya yang masuk ke mata akan difokuskan dan disalurkan melalui saraf
optikus menuju otak. Di luar retina terdapat koroid yakni lapisan yang terletak di
antara retina dan sklera. Koroid ini terutama terdiri dari pleksus kapiler yang padat
serta arteri dan vena kecil. Koroid memasok sebagian besar oksigen dan nutrisi
yang diperlukan pada bagian belakang mata karena terdiri dari banyak pembuluh
darah (Bjorn dkk., 2009).
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2.3 Kornea

Kornea adalah jaringan transparan di bagian depan mata yang berfungsi untuk
memantulkan cahaya kembali ke retina dan melindungi jaringan di bawahnya dari
kerusakan. Epitel kornea berfungsi sebagai penghalang untuk melindungi mata
dari agen eksternal seperti mikroba dan bahan kimia serta untuk menjaga

transparansi kornea (Kimura dkk., 2013).

2.3.1 Anatomi Kornea

Epithelium
Bowman's Membrane

A Stroma
L Descemet's Membrane
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"
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Gambar 2.2 Anatomi kornea (Sumber: Ludwig, 2019)

Kornea (latin cornum=seperti tanduk) merupakan lapisan transparan yang
tembus cahaya dengan gambaran anatomi terlihat pada Gambar 2.2. Kornea
berbentuk setengah lingkaran dengan diameter vertikal 10-11 mm, horizontal 11-
12 mm, tebal 0,5-1 mm dan terdiri dari 5 lapis (llyas dan Yulianti, 2015). Kornea
merupakan jaringan transparan dengan sifat avaskular di bagian tengahnya dan
berfungsi menjadi organ refraksi kuat yang membelokkan sinar masuk ke dalam
mata dengan jari-jari kelengkungan 7,8 mm. Kornea adalah salah satu dari
beberapa jaringan avaskular di dalam tubuh. Kornea sehat yang normal tidak
memiliki pembuluh darah (llyas dan Yulianti, 2015).

Secara makroskopis, area di pinggir kornea dapat dikenali sebagai limbus,
yang merupakan daerah peralihan dari sklera ke kornea. Struktur limbus terdiri
dari lapisan sel punca pluripotent yang berperan pada regenerasi epitel kornea.
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Pada limbus terdapat arteri sirkulus limbus, pembuluh darah yang tumbuh secara
radier, yang berperan memberikan nutrisi kepada kornea bagian perifer. Inflamasi
pada kornea dan struktur mata di dalamnya ditandai dengan pelebaran pembuluh
darah ini (Sharma dkk., 2008; Sitorius dkk., 2017).

2.3.2 Histologi Kornea
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Gambar 2.3 Histologi kornea (Sumber: DelMonte dan Kim, 2011)

Secara mikroskopis, lapisan histologis kornea dapat dibagi menjadi 5 lapisan
seperti yang terlihat pada Gambar 2.3, yaitu lapisan epitel, membran bowman,
lapisan stroma, lapisan membran descemet dan lapisan endotel (Sitorius dkk.,
2017).

a. Epitel Kornea

Permukaan epitel mata merupakan penghalang terdepan mata terhadap
lingkungan luar dan berperan penting terhadap fungsi refraksi mata. Epitel kornea
terdiri dari 5-7 lapis sel epitel skuamosa bertingkat tak berkeratin dengan
ketebalan sekitar sekitar 50 p. Epitel di permukaan yang berbentuk gepeng
ditutupi oleh mikrovili yang memiliki peran penting dalam stabilitas lapisan air
mata. Lapisan air mata memasok faktor imunologis dan pertumbuhan yang
penting untuk kesehatan epitel, proliferasi, dan proses perbaikan epitel kornea.

Epitel berubah sekitar setiap 7 sampai 14 hari. Lapisan paling superfisial pada
akhirnya akan mengalami apoptosis dan dilepas ke lapisan air mata. Lapisan epitel

yang telah berdiferensiasi akan membentuk tautan antarsel yang kuat, yang
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berperan penting dalam fungsi nutrisi, kejernihan, dan proteksi kornea. Sel epitel
di bagian basal merupakan lapisan germinal epitel dan bermitosis saat proses
regenerasi. Sel-sel ini akan berdiferensiasi serta bermigrasi ke arah permukaan.
Membran basal (basement membrane) dari lapisan sel-sel epitel basal melekat
kuat ke lapisan bowman di bawahnya dan berperan menjaga keteraturan epitel
kornea (Wilson dkk.,2012; Sitorius dkk., 2017).

Sel-sel epitel kornea dapat diklasifikasikan menjadi tiga kategori yakni sel
skuamosa superfisial, sel wing di bagian tengah dan sel basal yang lebih dalam.
Sel skuamosa superfisial membentuk 1-2 lapisan terluar sel epitel kornea yang.
Mereka adalah sel-sel epitel yang mudah hancur sehingga sel tersebut akan
disalurkan ke dalam film air mata oleh proses deskuamasi. Sel-sel ini memiliki
proyeksi mikroskopis (microvilli, reticulations, microplicae) dan glycocalyx
fibrillar. Sel-sel skuamosa superfisial ini terhubung satu sama lain dengan
desmosom dan kompleks junction. Kompleks ini mengelilingi seluruh sel dan
menahan aliran cairan melalui permukaan epitel. Lapisan tengah epitel kornea
terdiri dari sel wing yang terdiri dari 2-3 lapisan sel yang kurang datar daripada sel
skuamosa superfisial. Sel-sel yang berdekatan bergabung dengan desmosom dan
gap junction. Sel-sel basal berbentuk kuboid ke bentuk kolumnar dan berdiameter
8 hingga 10 pum. Sel-sel basal melekat pada membran basal mealalui sistem
hemidesmosomal. Perlekatan kuat ini mencegah lapisan epitel memisahkan dari
lapisan kornea yang mendasarinya. Sel-sel basal aktif membelah dan memiliki
permeabilitas terhadap molekul kecil termasuk glukosa, natrium oksigen dan
karbon dioksida (Sharma dkk., 2008).

b. Membran Bowman

Merupakan lapisan aselular berisi kolagen tipe 1 dan tipe 3, dengan tebal
kurang lebih 12 pm. Membran ini memiliki banyak pori-pori untuk perjalanan
saraf kornea ke dalam epitel. Struktur ini cukup resisten terhadap infeksi dan
cedera, tetapi sekali mengalami kerusakan, tidak mampu beregenerasi. Setelah
mengalami kerusakan, membran Bowman dapat membentuk sikatrik dan akan
mempengaruhi penglihatan apabila sikatrik terletak di tengah (Sharma dkk, 2008;
Wilson dkk., 2012; Sitorius dkk., 2017).
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c. Lapisan Stroma

Stroma merupakan lapisan kornea yang paling tebal dan menyusun lebih dari
90% ketebalan kornea (500 pm). Struktur ini terdiri dari keratosit dan matriks
ekstraselular dengan penyusun matriks paling banyak ialah fibril kolagen tipe 1.
Fibril kolagen tersusun dalam banyak lapisan dan terletak saling sejajar satu sama
lain dengan ukuran serta jarak antar fibril yang sangat teratur sehingga
memungkinkan terjaganya fungsi transmisi cahaya, termasuk kurvatura kornea
serta sifat-sifat optik kornea. Keratosit adalah tipe sel utama dari stroma dan
terlibat dalam menjaga lingkungan ekstraseluler. Keratosit mampu mensintesis
kolagen, glikosaminoglikan, dan matrix metalloproteases (MMPs) yang sangat
penting dalam mempertahankan homeostasis stroma. Gangguan terhadap lapisan
stroma oleh penyakit atau cedera dapat mennyebabkan kebutaan permanen
(Wilson dkk., 2012; Sitorius dkk., 2017).
d. Membran Descemet

Membran Descemet merupakan lamina basal dari sel endotel kornea dengan
ketebalan sekitar 3 um pada anak-anak dan secara bertahap menebal hingga 10
um pada orang dewasa. Membran ini sangat resisten terhadap bahan kimia,
trauma, infeksi, proses patologik, serta degradasi enzim. Berbeda dengan lapisan
bowman, membran descemet memiliki kemampuan regenerasi sepanjang
kehidupan (Sitorius dkk., 2017). Secara struktural, membran Descemet
mengandung serat kolagen tipe IV dan VIII (Eghrari dkk., 2015).
e. Lapisan Endotel Kornea

Endotel Kornea memiliki ketebalan 4 hingga 6 um dan lebar 20 um yang
terdiri dari sekitar 400.000 sel. Endotel dan membran descemet merupakan
lapisan yang penting untuk mengatur kadar air kornea, yang harus terjaga untuk
mempertahankan kejernihannya. Endotel kornea terdiri atas selapis sel berbentuk
heksagonal yang memiliki kompleks tautan antarsel kuat (tight junctions) yang
berfungsi sebagai barrier terhadap cairan humos akuos dan sebagai pompa
metabolik yang tersebar di seluruh permukaan dalam kornea untuk memasukkan
nutrisi serta mengeluarkan cairan berlebihan dari stroma. Saat lahir, kepadatan sel

berkisar antara 3.500 hingga 4.000 sel/mm? sedangkan orang dewasa memiliki
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kepadatan 1400 hingga 2500 sel/mm?. Ketika sel-sel berkurang jumlahnya,
mereka menjadi lebih tipis dan melemah. Kornea kehilangan kejelasannya ketika
kepadatan sel endotel dibawah 400-700 sel/mm? sehingga edema kornea mudah
terjadi. Sel-sel endotel mengalami penurunan kepadatan dengan bertambahnya
usia, peningkatan tekanan intraokular, setelah operasi intraokular dan peradangan
(Sridhar, 2018).

2.3.3 Fisiologi Kornea

Kornea merupakan membran pelindung bagi iris, lensa, dan bagian mata
lainnya yang berada di bawahnya. Kornea terdiri dari 5 lapisan yaitu epitel,
bowman layer, stroma, descement membrane, dan endotel. Lapisan epitel dilapisi
oleh tear film yang berperan dalam memperbaiki dan menghilangkan
mikroirregularitas dari permukaan epitel anterior. Tear film dipermukaan
bersamaan dengan kornea yang berada dibawahnya membentuk 2/3 dari semua
total kekuatan pembiasan pada mata. Lapisan mucinous yang terdapat pada tear
film yang dihasilkan oleh sel goblet konjugtiva saling berinteraksi dengan
glyocalyx epitel kornea. Kerusakan pada sel glyocalyx akibat trauma atau penyakit
menyebabkan kerusakan dari keseimbangan tear film dan dapat mengakibatkan
rusaknya sistem okular optikal. Tear film berfungsi untuk melindungi mata dari
invasi mikroba, zat kimia, zat toksik, dan benda asing yang dapat menyebabkan
kerusakan. Tear film juga berperan sebagai pemasok imunologi dan growth factor
yang sangat berperan pada kesehatan epitel, proses proliferasi, dan perbaikan sel.
Kerusakan pada epitel akan mengakibatkan edema kornea yang bersifat lokal dan
sesaat, dimana akan menghilang apabila sel-sel epitel telah selesai beregenerasi
(DelMonte dan Kim, 2011).

2.4 Trauma Kimia Mata
2.4.1 Definisi Trauma Kimia

Trauma kimia mata merupakan keadaan kegawatdaruratan mata yang
memerlukan evaluasi dan perawatan secara segera dan intensif. Trauma Kimia

dapat disebabkan oleh substansi dengan pH yang tinggi (basa) atau yang rendah
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(asam). Bahan kimia dikatakan bersifat asam apabila memiliki pH < 7 dan
dikatakan bersifat basa bila mempunyai pH > 7. Trauma kimia mata biasanya
disebabkan bahan-bahan kimia yang tersemprot atau terpecik pada wajah (llyas
dan Yulianti, 2015).

2.4.2 Patogenesis Trauma Kimia
a.  Trauma kimia asam

Trauma asam dipisahkan dalam dua mekanisme, yaitu ion hidrogen dan
anion dalam kornea. Molekul hidrogen merusak permukaan okular dengan
mengubah pH, sementara anion merusak dengan cara denaturasi protein,
presipitasi dan koagulasi. Koagulasi protein mencegah penetrasi yang lebih lanjut
dari zat asam sehingga trauma pada mata yang disebabkan oleh zat kimia asam
cenderung lebih ringan daripada trauma yang diakibatkan oleh zat kimia basa
(llyas dan Yulianti, 2015; Kosoko dkk., 2009).

Bahan kimia asam yang mengenai jaringan akan mengadakan denaturasi
dan presipitasi dengan jaringan protein disekitarnya karena adanya daya buffer
dari jaringan terhadap bahan asam. Bahan asam yang mengenai kornea juga
mengadakan presipitasi sehingga terjadi koagulasi. Kerusakan akibat bahan asam
biasanya hanya pada akan terjadi pada bagian superfisial saja dan dapat
menyebabkan seluruh epitel kornea terlepas (llyas dan Yulianti, 2015).

b.  Trauma kimia basa

Zat kimia basa menembus lebih dalam daripada asam. lon hidroksil
menyebabkan saponifikasi asam lemak dalam membran sel yang menyebabkan
gangguan sel. Setelah sel epitel terganggu, basa akan menembus lebih cepat ke
jaringan yang lebih dalam menghancurkan proteoglikan dan matriks kolagen. Jika
zat basa mencapai fibril kolagen dari trabecular meshwork, jaringan parut akan
terbentuk dan menyebabkan terhambatnya aliran akuous humor yang menjadi
penyebab terjadinya glaukoma sekunder. Zat alkali yang kuat menembus ke dalam
ruang anterior dan menyebabkan peradangan luas pada iris, lensa, dan badan

siliaris (Ramponi, 2017).
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Trauma akibat bahan kimia basa akan memberikan akibat yang sangat parah
pada mata. Zat kimia basa bersifat lipofilik dan menembus mata lebih cepat
daripada asam. Basa akan menembus dengan cepat ke kornea, bilik mata depan
dan sampai pada jaringan retina. Proses yang terjadi disebut nekrosis liquefactive.
Bahan akustik soda dapat menembus ke dalam bilik mata depan dalam waktu 7
detik (James, 2003; Lubis, 2014).

2.4.3 Klasifikasi derajat keparahan
Trauma kimia mata yang parah seringkali tidak terlihat, oleh karena itu
sistem klasifikasi trauma kimia mata diperlukan untuk memandu pemeriksaan,
mendokumentasikan temuan, dan menentukan perawatan yang sesuai. Trauma
kimia mata diklasifikasikan sesuai dengan derajat keparahan yang ditimbulkan
akibat bahan kimia penyebab trauma. Berbagai sistem klasifikasi trauma kimia
mata telah banyak diusulkan, Klasifikasi yang secara umum digunakan untuk
menilai gejala klinis dan prognosis trauma kimia mata adalah (Singh dkk., 2013):
a. Klasifikasi Hughes
1) Ringan: Erosi epitel kornea, kornea sedikit kabur, tidak ada nekrosis
iskemik konjungtiva atau sklera.
2) Sedang: Opasitas kornea mengaburkan detail iris, nekrosis iskemik yang
minimal di konjungtiva dan sklera.
3) Berat: Garis pupil kabur, iskemik nekrosis konjungtiva atau sclera yang
signifikan.
b. Klasifikasi Thoft
1) Grade 1: Kerusakan epitel kornea, tidak ada iskemik
2) Grade 2: Kornea kabur, tapi iris masih bias terlihat, iskemik kecil dari 1/3
limbus
3) Grade 3: Epitel kornea hilang total, stroma kabur sehingga iris juga terlihat
kabur, iskemik sepertiga sampai setengah limbus

4) Grade 4: Kornea opak, iskemik lebih dari setengah limbus
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2.4.4 Diagnosis

Trauma kimia pada mata merupakan kasus gawat darurat sehingga upaya
diagnosis awal dilakukan dengan anamnesis singkat. Pemeriksaan fisik yang
cermat dan menyeluruh harus ditunda setelah dilakukan irigasi yang cukup hingga
pH mata kembali netral. Setelah dilakukan irigasi, dilakukan pemeriksaan dengan
seksama untuk melihat kejernihan dan integritas kornea, iskemia limbus, dan
tekanan intraokular. Pemeriksaan dapat dilakukan dengan pemberian anestesi
topikal. Pada pemeriksaan fisik dan oftalmologi dapat dijumpai adanya defek
epitel kornea dari yang ringan berupa keratitis pungtata sampai kerusakan seluruh
epitel (llyas dan Yulianti, 2015; Lubis, 2014).

2.4.5 Penatalaksanaan

Trauma kimia pada mata merupakan kasus kegawatdaruratan mata yang
membutuhkan tatalaksana sesegera mungkin. Penatalaksanaan berdasarkan fase
lamanya trauma kimia dapat dibagi menjadi (Singh dkk., 2013):

a. Fase kejadian (immediate)

Tindakan pada fase kejadian ditujukan untuk menghilangkan zat kimia yang
mengenai mata sebersin mungkin. Tindakan yang dilakukan adalah dengan
melakukan irigasi mata sesegera mungkin. Irigasi langsung dengan cairan pada
permukaan mata direkomendasikan secara universal untuk meminimalkan potensi
cedera mata lebih lanjut. Irigasi harus dilakukan minimal 30 menit dengan
menggunakan 1-3 liter cairan hingga pH permukaan mata kembali normal. PH
harus diperiksa setiap 15-20 menit selama irigasi dilakukan. Cairan yang dapat
digunakan untuk irigasi diantaranya ialah air, normal saline, Ringer's lactate,
phosphate buffer, dan Diphoterine. Air keran yang bersih dapat digunakan dalam
situasi darurat ketika tidak ada larutan fisiologis yang tersedia. Irigasi dengan
volume besar dapat mengurangi keparahan luka bakar pada mata dan
mempersingkat waktu penyembuhan (Sharma dkk., 2018).

b. Fase akut (sampai hari ke-7)
Tujuan tindakan pada fase ini adalah mencegah terjadinya penyulit dengan

prinsip sebagai berikut:
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2)
3)
4)
5)
6)
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Mempercepat proses reepitelisasi kornea
Mengontrol tingkat peradangan
Mencegah infeksi sekuder

Mencegah peningkatan T1O
Suplemen/antioksidan

Tindakan pembedahan

Fase pemulihan dini (hari ke 7-21)

Tujuan tindakan pada fase ini adalah membatasi penyulit lanjut setelah fase

akut. Yang menjadi masalah adalah:

1)
2)
3)
4)
d.

1)

2)

Hambatan reepitelisasi kornea

Gangguan fungsi kelopak mata

Hilangnya sel goblet

Ulserasi stroma yang dapat menjadi perforasi kornea
Fase pemulihan akhir (setelah hari ke-21)

Tujuan pada fase ini adalah rehabilitasi fungsi penglihatan dengan prinsip:
Optimalisasi fungsi jaringan mata (terutama kornea dan lensa) untuk
penglihatan.

Pembedahan jika sampai fase pemulihan akhir reepitelisasi tidak juga sukses,

maka sangat penting untuk dilakukan operasi.

2.4.6 Komplikasi

Komplikasi trauma mata bergantung pada berat ringannya trauma dan jenis

trauma yang terjadi. Komplikasi yang dapat terjadi pada kasus trauma kimia pada
mata adalah sebagai berikut (Drake dkk., 2012; Lubis, 2014).

a.

Simblefaron adalah adhesi antara konjungtiva palpebra dan konjungtiva bulbi.
Gejala yang timbul ialah gerak mata terganggu, diplopia, lagoftalmus, dan
terganggunya penglihatan.

Kornea keruh, edema, neovaskuler akibat adanya denaturasi protein dan

kerusakan pada struktur kornea akibat zat kimia.

. Sindroma mata kering.
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d. Katarak traumatik, sering terjadi pada trauma basa daripada trauma asam
akibat sifat penetrasi zat basa yang lebih dalam menyebabkan peningkatan pH
cairan akuos dan menurunkan kadar glukosa serta askorbat.

e. Glaukoma sudut tertutup yang terjadi akibat tebentuk sumbatan pada drainase
cairan aqueous humour

f. Entropion dan phthisis bulbi.

2.5 Defek Epitel Kornea
2.5.1 Definisi dan Prevalensi

Defek epitel kornea, juga dikenal sebagai abrasi kornea, didefinisikan
sebagai hilangnya lapisan epitel permukaan kornea. Defek epitel kornea adalah
cedera mata yang umum terjadi pada semua kelompok umur. Defek epitel kornea
sangat umum terjadi di tempat kerja, dengan kejadian tahunan 15 per 1000
karyawan di pekerja AS. (Domingo, 2020). Sekitar 10% dari kunjungan ke unit
gawat darurat mata mengalami defek epitel kornea. Dalam sebuah penelitian yang
dilakukan oleh Alotaibi dkk. 19,6% (277 pasien dari 1422) pasien yang
mengunjungi gawat darurat oftalmologi di Riyadh, Arab Saudi dalam satu bulan
ditemukan memiliki defek epitel kornea traumatis. Dilaporkan juga bahwa defek
epitel kornea adalah kondisi medis umum yang sering dijumpai oleh dokter
layanan primer dan merupakan penyebab utama rujukan ke dokter mata (Al-Saleh
dan Alfawaz, 2018).

2.5.2 Etiologi
Defek epitel kornea dapat terjadi karena berbagai hal (Queen, 2019).

a. Trauma mekanis (goresan kuku, tepi lensa kontak, paparan bahan kimia, dll).

b. Paparan ultraviolet (pengelasan, paparan sinar matahari yang lama).

c. Penurunan produksi air mata (karena efek samping dari obat topikal atau
sistemik, sindrom Sjogren, defisiensi vitamin A, dll).

d. Defisiensi sel induk limbal (kegagalan untuk meregenerasi sel epitel setelah
riwayat operasi mata, degenerasi okular autoimun, dll).

e. Penyalahgunaan anestesi topikal.
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f. Infeksi (bakteri dan organisme lain dapat menyerang kornea melalui epitel).

2.5.3 Gejala

Defek epitel kornea ditandai dengan nyeri mata akut, berair, mata merah,
penglihatan kabur, dan fotofobia yang memengaruhi kualitas hidup pasien (Al-
Saleh dan Alfawaz, 2018). Gejala berupa rasa sakit dan sensasi benda asing

biasanya dapat diredakan dengan penggunaan anestesi topikal (Queen, 2019).

2.5.4 Patofisiologi Defek Epitel akibat Trauma Kimia

Epitel kornea berfungsi sebagai penghalang untuk melindungi mata dari
agen eksternal seperti mikroba dan bahan kimia serta untuk menjaga transparansi
kornea. Zat kimia menyebabkan perusakan komponen seluler, denaturasi dan
degradasi jaringan kolagen, serta pelepasan mediator inflamasi dengan hidrolisis
protein intraseluler dan ekstraseluler (Ustaoglu dkk., 2017). Respons inflamasi
akibat cedera dan infeksi menginduksi pengeluaran berbagai sitokin dan kemokin.
TNF-a, salah satu sitokin proinflamasi, berkontribusi terhadap peradangan mata
yang terkait dengan trauma mata, infeksi, dan mata kering. Peradangan mata telah
terbukti mempengaruhi struktur dan fungsi kornea (Kimura dkk., 2008).

Pembentukan tight junctions (TJs) antara sel-sel epitel yang berdekatan pada
membran plasma apikal menimbulkan hambatan fisik dan fungsional dari epitel
kornea. Adherens junctions (AJs) diantara sel-sel epitel memainkan peran penting
dalam pembentukan TJ. Komponen protein TJ diantaranya adalah zonula
occludens (Z0O-1, Z0O-2, dan ZO-3), occludin, claudin, dan molekul adhesi
junctional (JAMs), sedangkan AJs terdiri dari cadherin dan catenin (a-catenin, b-
catenin, p120 catenin). Kedua komponen AJ dan TJ terkait erat dengan
sitoskeleton aktin. ZO-1, occludin, claudin, E cadherin, dan b-catenin telah
terdeteksi di epitel kornea dan diperkirakan menentukan fungsi barrier kornea
(Kimura dkk., 2008).

TNF-a menurunkan ZO-1 pada perbatasan sel-sel epitel kornea dengan men-
downregulasi ekspresi ZO-1, mengaktivasi pensinyalan NF-kB, mengaktifkan

pembentukan serat tegangan aktin, dan fosforilasi myosin light chain (MLC) yang


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

18

semuanya dapat menganggu fungsi barrier epitel kornea (Kimura dkk.,
2008). TNF-a dan IL-1 juga merangsang produksi MMP oleh sel-sel epitel.
MMP-9 melisiskan berbagai substrat yang berbeda termasuk komponen membran
basal epitel kornea dan protein tight junction (seperti zonula occludens-1 [ZO-1]
dan occludin), yang membahayakan integritas penghalang epitel kornea.
Proteinolitik pada okludin mempercepat hilangnya epitel kornea superfisial
sehingga meningkatkan permeabilitas epitel kornea, meningkatkan deskuamasi

epitel kornea serta ketidakteraturan permukaan kornea (Meloni dkk., 2011).

2.5.5 Diagnosis

Diagnosis defek epitel kornea dapat dikonfirmasi dengan memvisualisasikan
kornea di bawah cahaya kobalt-biru setelah ditetesi larutan fluoresensi yang akan
menyebabkan daerah defek tampak hijau seperti yang terlihat pada Gambar 2.4.
Jika pemeriksaan terhalang oleh rasa sakit, penggunaan anestesi topikal (mis.
Proparacaine, tetracaine) mungkin diperlukan (Wilson dan Last, 2004).

Gambar 2.4 Defek epitel kornea setelah pewarnaan menggunakan larutan fluoresensi
(Sumber: Tripathy, 2019)

Defek epitel kornea dapat diketahui dengan meneteskan zat warna

flouresensi yang dapat merubah area defek menjadi hijau. Dasar dari uji

flouresensi adalah bahwa zat warna flouresein akan berubah berwarna hijau pada
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media alkali. Kerusakan epitel kornea mata menjadikan kornea bersifat lebih basa
sehingga zat warna flouresensi dapat berubah warna dari kuning menjadi hijau
(llyas dan Yulianti, 2015).

2.5.6 Tatalaksana

Tujuan pengobatan pada defek epitel kornea adalah untuk menghilangkan
rasa sakit, mencegah superinfeksi bakteri, dan mempercepat penyembuhan.
Pilihan pengobatan diantaranya adalah analgesik oral, serta agen topikal, seperti
antibiotik, obat antiinflamasi nonsteroid (NSAID), dan siklopegik (Wipperman
dan Dorsch, 2013).

2.5.7 Prognosis

Defek kornea yang paling sederhana akan sembuh dalam kurun waktu 24
hingga 48 jam. Jika defek menembus kornea lebih dalam, proses penyembuhan
dapat membutuhkan waktu lebih lama yakni 24 hingga 72 jam (Wilson dan Last,
2004).

2.5.8 Komplikasi

Meskipun biasanya sembuh tanpa sekuel, komplikasi okuler dapat terjadi
termasuk ulkus kornea, keratitis bakteri, fibrosis, dan recurrent erosion syndrome
jika tidak dikelola dengan benar. Defek epitel kornea dapat menjadi infeksi
sekunder, terutama dalam kasus-kasus yang melibatkan pekerjaan pertanian
sehingga menyebabkan Kkeratitis bakteri. Keratitis bakteri dapat berkembang
menjadi ulkus kornea jika tidak diobati dan berpotensi kehilangan penglihatan

secara permanen (Wipperman dan Dorsch, 2013).
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2.7 Kerangka Konseptual Penelitian

Trauma asam oleh
bioinsektisida
Bacillus thuringiensis

Hidrogen Anion
[ I
Denaturasi,
Perubahan pH mata presipitasi,
koagulasi protein

Inflamasi

Pelepasan sitokin proinflamasi:
TNF-a. IL-1. MMP-9

Lisis protein tight Peningkatan
junction antara sel deskuamasi
epitel kornea sel epitel kornea

Gambar 2.5 Kerangka konsep penelitian

Keterangan:
----------- - diteliti
: tidak diteliti

Zat kimia akibat paparan bioinsektisida Bt akan menyebabkan trauma
kimia asam pada mata dengan hasil perhitungan pH larutan bioinsektisida Bt
yakni 4,2-4,4. Molekul hidrogen merusak permukaan okular dengan mengubah
pH, sementara anion merusak dengan cara denaturasi protein, presipitasi dan
koagulasi sehingga akan terjadi perusakan komponen seluler dan pelepasan
mediator inflamasi. Respons inflamasi akibat cedera pada kornea akan
menginduksi pengeluaran berbagai sitokin dan kemokin. Pengeluaran sitokin

tersebut akan menginduksi terjadinya proteinolitik pada komponen tight junction
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sel-sel epitel yang akan mempercepat hilangnya epitel kornea superfisial,
meningkatkan deskuamasi epitel kornea, dan ketidakteraturan permukaan kornea

sehingga terjadi defek epitel kornea.

2.8 Hipotesis

Berdasarkan pendahuluan dan tinjauan pustaka, hipotesis penelitian ini ialah
terdapat efek paparan bioinsektisida Bt terhadap defek epitel kornea mata tikus
Wistar.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini menggunakan desain penelitian true experimental
jenis post-test only control group. Dalam penelitian ini terdapat dua kelompok
yang masing-masing dipilih secara acak dengan kelompok pertama diberi
perlakuan sedangkan kelompok lain tidak. Skema rancangan penelitian ini

ditunjukkan pada gambar.

— K- |/ OK-
R
P S
T P1 | ©blL
_— P —
- P2 —| OP2

Keterangan: | P38 | OP3
P Populasi
S : Sampel
R :  Randomisasi
P : Kelompok perlakuan
K- . Kelompok kontrol negatif (tikus dipapar dengan akuabides)
P1 . Kelompok perlakuan 1 (tikus dipapar dengan larutan bioinsektisida

Bt dengan konsentrasi 8 g/L)
P2 :  Kelompok perlakuan 2 (tikus dipapar dengan larutan bioinsektisida

Bt dengan konsentrasi 10 g/L)
P3 : Kelompok perlakuan 3 (tikus dipapar dengan larutan bioinsektisida

Bt dengan konsentrasi 12 g/L)
OK- :  Defek kornea pada kontrol negatif
OP1 : Defek kornea pada perlakuan 1
OP2 . Defek kornea pada perlakuan 2

OP3 :  Defek kornea pada perlakuan 3
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3.2 Sampel Penelitian
3.2.1 Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini harus memenuhi Kkriteria inklusi
dan eksklusi.
a. Kriteria inklusi sampel penelitian adalah sebagai berikut.
1) Tikus Rattus Novergicus strain Wistar jantan.
2) Sehat (ditandai dengan tidak ada eksudat pada mata, mata jernih dan
bergerak aktif).
3) Umur 10-12 minggu.
4) Berat 150-250 gram.
b. Kriteria eksklusi adalah tikus yang mati sebelum randomisasi dan selama

perlakuan.

3.2.2 Jumlah Sampel
Sampel dipilih dengan menggunakan teknik random allocation yang
kemudian dibagi menjadi 4 kelompok. Pada penelitian ini, penghitungan besar
sampel penelitian dengan menggunakan rumus Federer.
(n—1)(t-1)>15
m-1)(4-1)>15
(n—1)3>15
n—-1>5
n>6
Keterangan:
n= besar replikasi
t= banyaknya kelompok
Menurut perhitungan menggunakan rumus Federer, besar replikasi yang
diperlukan untuk setiap kelompok adalah 6 ekor. Oleh karena itu, total sampel
yang digunakan pada penelitian ini yakni berjumlah 24 ekor tikus Rattus

novergicus strain Wistar.
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3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Jember untuk pemeliharaan, pemberian perlakuan, dan pengukuran
defek epitel kornea pada tikus. Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari -
Februari 2020.

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas penelitian ini adalah konsentrasi larutan bioinsektisida Bt

yang dipapar pada kornea mata tikus.

3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat penelitian ini adalah defek epitel kornea mata tikus setelah

tujuh hari perlakuan.

3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali penelitian ini adalah:

a.  Jenis Tikus

b.  Usia Tikus

c.  Berat Badan Tikus

d.  Adaptasi dan pemeliharaan tikus
e.  Waktu Memulai Perlakuan

f. Lama Perlakuan

3.5 Definisi Operasional
3.5.1 Bioinsektisida Bachillus thuringiensis

Larutan bioinsektisida Bt didapatkan secara komersial dari PT. Nufarm
Indonesia dengan merk dagang Dipel WG yang memiliki komposisi berupa
bakteri Bachillus thuringiensis subsp. kurtstaki strain ABTS-351 sebanyak 54%
dan Natrium Sulfat sebanyak 0,1%. Konsentrasi yang dipakai dalam penelitian ini

yakni 8 g/L, 10 g/L, dan 12 g/L. Konsentrasi tersebut merupakan konsentrasi
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sebesar 8, 10, dan 12 kali lipat dari konsentrasi standar yang dianjurkan untuk
digunakan oleh petani. Penginduksian trauma dengan bioinsektisida ini dilakukan
dengan meneteskan 3 mL larutan bioinsektisida Bt sesuai konsentrasi pada kornea
kanan mata tikus selama 120 detik dan dilanjutkan dengan penutupan kelopak
mata tikus selama 30 menit. Penginduksian trauma dilakukan setiap hari sekali

selama 7 hari. Skala pengukuran ini adalah ordinal.

3.5.2 Defek Epitel Kornea Mata

Defek kornea atau abrasi kornea merupakan hilangnya sel-sel pada lapisan
epitel kornea. Defek kornea didapatkan dengan memvisualisasikan kornea di
bawah cahaya kobalt-biru setelah ditetesi larutan fluoresensi yang akan
menyebabkan daerah defek tampak hijau. Defek kornea dinilai setelah rangkaian
penginduksian trauma yakni pada hari ke-7. Pewarnaan fluoresensi adalah alat
yang paling membantu untuk menilai defek kornea. Larutan pewarna fluoresensi
bersifat tidak beracun dan disetujui untuk aplikasi diagnostik oftalmik rutin.
Larutan pewarna fluoresensi ini bila menempel pada epitel kornea yang defek dan
dilihat dengan bantuan cahaya cobalt blue akan memberikan warna hijau karena
jaringan epitel yang rusak bersifat lebih basa (llyas dan Yulianti, 2015).
Selanjutnya, defek epitel kornea dilihat menggunakan bantuan kaca pembesar dan
ditentukan apakah positif terdapat defek atau negatif tidak ada defek (Kinirons
dan Ellis, 2016). Skala pengukuran defek epitel ini adalah nominal.

3.6 Alat dan Bahan
3.6.1 Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: pipet tetes,

stopwatch, cobalt blue penlight, kamera, penggaris, loop.

3.6.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain:

a. Anastesi hewan coba: ketamin hidroklorida.
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b. Larutan bioinsektisida Bt dengan nama dagang Dipel WG dan larutan buffer
phosphate.

c. Pengukuran luka epitel kornea: larutan fluoresensi, akuabides.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Uji Kelayakan Etik

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus Rattus novergicus
strain wistar yang dalam pelaksanaannya harus mendapat sertifikat kelayakan etik,
sehingga perlu diajukan ke komisi etik kedokteran. Prosedur ini diharapkan akan
menjamin keamanan bagi peneliti maupun hewan coba, melindungi hewan coba,

dan memperjelas tujuan serta kewajiban peneliti.

3.7.2 Aklimatisasi dan Pemeliharaan Hewan Coba

Sebelum hewan uji diberikan perlakuan, hewan uji diaklimatisasi selama 7
hari di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk
penyesuaian lingkungan, mengontrol kesehatan, berat badan, dan makanannya.

Hewan uji diberikan makanan pellet standar dan air minum.

3.7.3 Pemilihan dan Pembagian Hewan Coba

Jumlah hewan coba yang dipakai adalah 24 ekor tikus Rattus novergicus
strain wistar yang kemudian dibagi menjadi 4 kelompok secara alokasi
randomisasi dengan kriteria sehat, berumur 10-12 minggu bulan, dan memiliki
berat badan 150-250 gram. Usia tikus ialah kurang lebih 3 bulan. Ditentukan usia
+3 bulan karena pada usia tersebut secara fisiologis dapat disetarakan dengan
kondisi orang dewasa. Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini ialah
tikus yang berjenis kelamin jantan karena relatif lebih kuat, tidak terpengaruh oleh
kondisi hormonal, dan tidak terganggu oleh kehamilan. Berat badan hewan coba
yang dipilih ialah 150-250 gram karena memudahkan peneliti untuk memberi
perlakuan terhadap hewan coba. Pembagian kelompok perlakuan dapat dilihat
pada Tabel 3.1. Dalam pemilihan dan pemeliharaan hewan coba ini menganut

prinsip 3R yakni replacement, reduction, dan refinement.
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Tabel 3.1 Pembagian kelompok perlakuan

Nama Kelompok Bentuk Perlakuan

Kelompok Kontrol(-) Pemaparan menggunakan akuabides dengan menenteskan 3
mL akuabides pada kornea kanan mata tikus selama 120
detik dilanjutkan penutupan mata tikus selama 30 menit.
Penelitian dilakukan sekali sehari selama tujuh hari.

Kelompok P1 Pemaparan larutan bioinsektisida Bt konsentrasi 8 g/L
dengan meneteskan 3 mL larutan pada kornea kanan mata
tikus selama 120 detik dilanjutkan penutupan mata tikus
selama 30 menit. Penelitian dilakukan sekali sehari selama
tujuh hari.

Kelompok P2 Pemaparan larutan bioinsektisida Bt konsentrasi 10 g/L
dengan meneteskan 3 mL pada kornea kanan mata tikus
selama 120 detik dilanjutkan penutupan mata tikus selama
30 menit. Penelitian dilakukan sekali sehari selama tujuh
hari.

Kelompok P3 Pemaparan larutan bioinsektisida Bt konsentrasi 12 g¢/L
dengan meneteskan 3 mL pada kornea kanan mata tikus
selama 120 detik dilanjutkan penutupan mata tikus selama
30 menit. Penelitian dilakukan sekali sehari selama tujuh
hari.

3.7.4 Pembuatan Larutan Bioinsektisida Bt

Larutan bioinsektisida Bt dibuat di Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember dengan mencampurkan 0,16 g bioinsektisida Bt
pada 20 mL air untuk konsentrasi 8 g/L, 0,2 gr bioinsektisida Bt pada 20 mL air
untuk konsentrasi 10 g/L, dan 0,24 g bioinsektisida Bt pada 20 mL air untuk
konsentrasi 12 g/L. Setelah itu, larutan campuran dihomogenkan memakai
magnetic stirrer dengan kecepatan 200 rpm selama 1 menit agar larutan tercampur

rata. Skema pembuatan larutan bioinsektisida Bt dapat dilihat pada Lampiran 3.1.

3.7.5 Anastesi Hewan Coba

Tikus dianastesi menggunakan ketamin hidroklorida (75-100 mg/KgBB)
secara intraperitoneal menggunakan jarum 26 G (Giroux dkk., 2015). Prosedur
anastesi tikus dapat dilihat pada Lampiran 3.2. Anastesi dilakukan selama tujuh
hari perlakuan sebelum penginduksian trauma. Perlakuan dilakukan setelah efek

anastesi tercapai.
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3.7.6 Pemaparan Kornea Tikus oleh Bioinsektisida Bt

Pemaparan larutan bioinsektisida Bt dilakukan setelah anastesi tercapai.
Pemaparan bioinsektisida Bt dilakukan dengan meneteskan 3 mL larutan
bioinsektisida Bt sesuai konsentrasi pada kornea kanan mata tikus selama 120
detik dan dilanjutkan dengan penutupan kelopak mata selama 30 menit.
Pemaparan dilakukan setiap hari selama 7 hari. Prosedur pemaparan kornea tikus

dapat dilihat pada Lampiran 3.3.

3.7.7 Pengecekan Defek Kornea Mata Tikus

Pengecekan defek kornea dilakukan dengan uji fluoresensi pada hari ke-7,
setelah perlakuan. Uji fluoresensi adalah tes dengan menggunakan pewarna
oranye (fluoresensi) dan cahaya biru yang dapat mendeteksi defek pada epitel
kornea. Zat warna fluoresensi diteteskan pada mata yang ingin diperiksa sebanyak
1 tetes. Setelah diteteskan dengan zat warna fluoresen, dilakukan irigasi dengan
menggunakan akuabides sampai air mata tidak bewarna hijau lagi. Defek kornea
positif bila hasil uji fluoresensi kornea terlihat berwarna hijau hal ini karena zat
warna fluoresen bila menempel pada epitel kornea yang defek akan memberikan
warna hijau karena jaringan epitel yang rusak bersifat lebih basa (llyas dan
Yulianti, 2015). Pemeriksaan defek epitel kornea dilakukan oleh dua orang
pengamat. Skema pemeriksaan defek epitel dapat dilihat pada Lampiran 3.4.

3.8 Analisis Data

Analisis data yang digunakan pada penelitian ini ialah analisis bivariat yang
bertujuan untuk mengetahui hubungan antara variabel bebas dan terikat yang
diteliti. Data yang telah didapat dianalisis secara bivariat menggunakan uji
nonparametrik Chi-Square dengan program SPSS 24. Nilai kemaknaan dalam
penelitian ini adalah p<0,05 dengan interval kepercayaan 95% yang menunjukkan
adanya keterkaitan antara variabel bebas dan terikat Apabila syarat uji Chi-Square

tidak terpenuhi, dilakukan penggabungan sel dan uji Fisher’s Exact.
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3.9 Alur Penelitian

Penelitian ini dilakukan sesuai dengan tahapan penelitian yang terdiri atas

persiapan,

perlakuan,

pengambilan data, analisis data, permbahasan,

penarikan kesimpulan. Alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

24 Ekor sampel tikus Wistar

Aklimatisasi selama 7 hari

I
K- P1 P2 P3
I I I I
Anastesi intraperitoneal dengan ketamin
[ [ [ [
Pemaparan Pemaparan Pemaparan Pemaparan
dengan Bioinsektisida Bioinsektisida Bioinsektisida
akuabides Bt dengan Bt dengan Bt dengan
sebanyak 3 konsentrasi 8 konsentrasi 10 konsentrasi
mL selama g/L sebanyak 3 g/L sebanyak 3 12 g/L sebanyak
120 detik dan mL selama 120 mL selama 120 3 mL selama
penutupan detik dan detik dan 120 detik dan
mata selama penutupan penutupan mata penutupan mata
30 menit mata selama 30 || selama 30 menit selama 30 menit
sekali sehari menit sekali sekali sehari sekali sehari
selama tujuh sehari selama selama tujuh selama tujuh
hari tujuh hari hari hari

Uji fluoresensi dan pengamatan defek epitel kornea

Analisis data

Gambar 3.1 Alur penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan

bahwa tidak terdapat efek yang signifikan antara paparan bioinsektisida Bt

terhadap defek epitel kornea mata tikus Wistar.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, saran yang dapat diberikan adalah sebagai

berikut:

a.

Perlu adanya peneltian lebih lanjut menggunakan larutan bioinsektisida Bt
dengan waktu pengamatan yang lebih lama agar mendapatkan efek paparan
secara kronis.

Perlu adanya peneltian lebih lanjut mengenai efek paparan bioinsektisida Bt
pada organ lain selain mata, seperti pada kulit.

Masyarakat terutama para petani dapat melanjutkan menggunakan
bioinsektisda Bt karena terbukti tidak menyebabkan defek epitel kornea
sehingga bioinsektisida Bt aman terhadap mata namun penggunaan APD untuk

melindungi bagian tubuh lain tetap perlu dilakukan.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Prosedur Pembuatan Larutan Bioinsektisida Bt

Perhitungan bionsektisida Bt dengan konsentrasi 8 g/L, 10 g/L dan 12 g/L,

yaitu:
=0,16 g/20 mL Mx20 mL =8 g %1000 ml
M =0.19/20 mL
10 g/L:10 g/lOOO mL M xV =M xV
=0,2 g/20 ml Mx20 mL =10 g %1000 ml
M =0,2 g/20 mL
12 g/L=12 g/1000 mL M xV/ - M xV
=0,24 g/20 mL Mx20mL =12 g x1000 ml
M = 0,24 g/20 mL

Pembuatan larutan bioinsektisida Bt merk Dipel WG adalah sebagai berikut:

1. Mengambil bioinsektisida Bt sebanyak 0,16 g, 0,2 g dan 0,24 g ditimbang
menggunakan neraca ukur ohaus.

2. Setelah ditimbang, bioinsektisida Bt diletakan di beaker glass 100 mL dengan
diberi label sesuai dengan konsentrasi.

3. Diberikan aquabidest 20 mL pada setiap konsentrasi di beaker glass.

4. Larutan bioinsektisida Bt 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 100 mL

sesuai dengan label konsentarsi yang telah diberikan.


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

43

Lampiran 3.2 Prosedur Anestesi Tikus

Tikus diantestesi dengan cara sebagai berikut:

1.

Pertama, membuat larutan anestesi menggunakan Ketamine Hydrochloride
10 % dengan dosis 80 mg/kgBB (dosis terapi 75-100 mg/kgBB).

Ketamine diambil menggunakan spuit 26 G sebanyak + 0,2 mL.

Tikus dipegang 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.
Injeksi dilakukan dengan lubang jarum menghadap ke atas dan menusukkan

pada lower right quadrant pada abdomen tikus dengan sudut 30-40°

\y

Garis tengah tikus

Setinggi atas pinggul

Lokasi insersi jarum

Genital

Setelah injeksi dilakukan, tikus diobservasi apakah terdapat tanda-tanda
sakit atau tidak nyaman karena injeksi, seperti menjilati atau menggaruk
daerah injeksi dan tikus membentuk postur membungkuk

5 menit setelah injeksi dilakukan, hasil anestesi dievaluasi menggunakan
refleks pedal, yaitu dengan mencubit regio metacarpal pada kaki belakang di
antara jari telunjuk dan jari jempol tikus.

Apabila tikus tidak memberikan respon, penginduksian bioinsektisida Bt

dapat dilakukan.
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Lampiran 3.3 Prosedur Pemaparan Kornea Tikus oleh Larutan Bioinsektisida Bt

Pemaparan larutan bioinsektisida Bt dilakukan dengan cara sebagai berikut:

1. Tikus dianestesi dengan langkah-langkah sesuai prosedur yang telah ada.

2. Setelah efek anestesi tercapai, dilakukan pemaparan bioinsektisida Bt
menggunakan larutan sesuai prosedur yang telah ada.

3. Larutan bioinsektisida Bt diteteskan pada sentral kornea menggunakan spuit
sebanyak 3 mL dalam 2 menit.

4. Setelah dilakukan pemaparan, dilanjutkan dengan pengaplikasian plester pada
mata kanan tikus.

5. Plester digunting dengan ukuran 1 cm x 5 cm, plester yang digunakan adalah
plester dengan merk dagang Hypafix dari PT BSN Medical Indonesia.

6. Dengan ibu jari dan jari telunjuk tangan kanan peneliti, palpebra superior dan
inferior mata tikus dikatupkan.

7. Salah satu ujung plester diletakkan pada mandibula kepala tikus kemudian
ditempelkan hingga menutupi mata kanan tikus dan pada ujung lainnya
ditempelkan pada regio frontal kepala tikus.

8. Mata kanan tikus diplester selama 30 menit.
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Lampiran 3.4 Skema Pemeriksaan Defek Epitel Menggunakan Tes Fluoresensi

Anastesi topikal dengan
pantokain 0,5% sebanyak satu
tetes pada mata kanan

Meneteskan larutan fluoresensi 0,1%
sebanyak satu tetes pada mata kanan

Irigasi mata dengan akuabides
sampai air mata tidak bewarna
hijau lagi

Pengamatan defek epitel dengan
bantuan cobalt blue light dan lup
dimana daerah defek akan berwarna
hijau

Pengambilan gambar defek epitel
menggunakan kamera

45
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Lampiran 3.5 Dokumentasi Prosedur Penelitian

a. Proses Pembuatan Larutan Bioinsektisida Bt
7. 4

Pencampuran larutan
bioinsektisida Bt

b. Proses Perlakuan Pada Tikus Wistar

46

Adaptasi tikus

Anastesi tikus
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Pemaparan larutan bioinsektisida Bt

Proses Uji Fluoresensi

Penetesan larutan fluoresensi

Uji fluoresensi menunjukkan
adanya defek epitel kornea

Pembilasan menaaunakan akuabides

47
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Lampiran 4.1 Hasil Pengamatan Defek Epitel Kornea

48

Defek Epitel | Defek Epitel
No Kelompok Perlakuan Kornea Kornea
(Pembaca 1) | (Pembaca 2)

1 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
2 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
3 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
4 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
5 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
6 | K- (pemaparan dengan akuabides) Tidak ada Tidak ada
7 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Tidak ada Tidak ada
8 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Ada Ada

9 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Tidak ada Tidak ada
10 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Tidak ada Tidak ada
11 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Tidak ada Tidak ada
12 | P1 (pemaparan dengan larutan Bt 8 g/L) Tidak ada Tidak ada
13 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
14 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
15 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
16 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
17 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
18 | P2 (pemaparan dengan larutan Bt 10 g/L) | Tidak ada Tidak ada
19 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Tidak ada Tidak ada
20 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Ada Ada

21 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Ada Ada

22 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Tidak ada Tidak ada
23 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Tidak ada Tidak ada
24 | P3 (pemaparan dengan larutan Bt 12 g/L) | Tidak ada Tidak ada



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

49

Pembaca Satu

Qud

Fathiah Ulil Albab ndah Pratiwi

Penanggupslawab
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Lampiran 4.2 Hasil Uji Statistik

Hasil uji Chi Square tabel 4x2

kelompok * defek Crosstabulation

Count
defek
ada tidak ada Total
kelompok  kontrol 0 i ]
perlakuan 1 1 A ]
perlakuan 2 0 f ]
perlakuan 4 p 4 ]
Total 3 21 24
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Walue df (2-sided)
Pearson Chi-Square 419p® 242
Likelihood Ratio 5.040 649
M ofValid Cases 24

a. 4 cells (50.0%) have expected count less than 5. The
minimum expected countis .75,



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

Hasil Uji Chi Square tabel 2x2

Chi-Square Tests

51

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Yalue df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1.143® 285
Continuity Correction® 27 q22
Likelihood Ratio 1.865 A72
Fisher's Exact Test A46 403
M ofValid Cases 24

a. 2 cells (50.0%) have expected count less than 5.

b Computed anly for a 2x2 table

The minimum expected countis .75
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Lampiran 4.3 Lembar Persetujuan Etik Penelitian

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER

KOMITE ETIK PENELITIAN
JI. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember
68121 — Email : fk_unej@telkom.net

=
€RS;

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHECAL AP PROVA

Nomor : \.yo0 /H25.1.11/KE/2020

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal

entitled :

EFEK PAPARAN BIOINSEKTISIDA Bacillus thuringiensis TERHADAP DEFEK
EPITEL KORNEA MATA TIKUS WISTAR

Nama Peneliti Utama : Fathiah Ulil Albab.
Name of the principal investigator

NIM 1162010101132

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution \

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

=Y Macet &030



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

53

Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik. berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan

telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)
Review Proposal

I. Penelitian menggunakan hewan coba memegang prinsip 3R (Replacement, Reduce,

Refinement).

2. Pada saat penelitian terkait Bacillus thuringiensis harap menggunakan alat pelindung diri
(APD).

3. Penilaian defek epitel kornea mata tikus wistar harap dilakukan oleh tenaga yang
kompeten.

4. Foto bukti defek epitel kornea menggunakan kamera dengan spesifikasi foto preparat.
Mohon diperhatikan oleh peneliti, pembuangan limbah medis dan B3 agar tidak
mencemari lingkungan.

w

Jember, 17 Februari 2020
Reviewer

NG

dr. Ayu Munawaroh Aziz, M.Biomed
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6.

Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu
pada buku pedoman etik penelitian kesehatan (penggunaan hewan coba dengan prinsip
3R: Replacement, Reduce, Refinement).

Harap diperhatikan penyimpanan bacillus thuringiensis (Bi) yang digunakan dalam
penelitian ini disimpan di tempat yang sesuai agar tidak mempengaruhi hasil penelitian
ataupun mencemari lingkungan.

Harap diperhatikan general precaution saat penelitian, peneliti wajib menggunaan APD
(alat pelindung diri) untuk keamanan penelitian dan menurunkan risiko akibat penelitian.
Untuk pengambilan ekstraksi kornea dari hewan coba harus dilakukan tenaga ahli yang
kompeten.

Pengecekan defek kornea mata tikus harap dikonsulkan kepada ahlinya yang memiliki
kompetensi menilai defek epitel kornea.

Pengukuran defek dilakukan secara blinding, dilakukan oleh minimal 2 orang
(pengamat).

Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari
lingkungan.

Jember, 20 Februari 2020
Etik Penclitian Reviewer

N \. d,ri‘ _R'ini‘Ri)g)' i, Sp.PK dr. Desie Dwi Wisudanti, M.Biomed
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Lampiran 4.4 Lembar Rekomendasi Bebas Plagiasi

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN
Alamat : Jalan Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto. Kotak Pos Jember 68121
Telp/Fax. (0331) 337877, 324446, *Faximili (0331) 337877
E mail : fk@unej.ac.idLaman/:www.fk.unej.ac.id

SURAT REKOMENDASI BEBAS PLAGIASI

Nomor: {2 2 Z /UN25.1.11/PT/2020

Komisi Bimbingan KTI dan Publikasi, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam
upaya peningkatan kualitas dan originalitas karya tulis ilmiah mahasiswa berupa skripsi,
telah melakukan pemeriksaan plagiasi atas skripsi mahasiswa Fakultas Kedokteran
Universitas Jember di bawah ini:

Nama : Fathiah Ulil Albab

NIM. 1162010101132

Angkatan ;2016

Judul Skripsi : Efek Paparan Bioinsektisida Bacillus Thuringiensis terhadap Defek
Epitel Kornea Mata Tikus Wistar

Bersama ini kami merekomendasikan dan menyatakan  Bebas Plagiasi *
Demikian surat rekomendasi ini, atas perhatian saudara kami mengucapkan terima kasih.

29 APR 2020
Komisi Bimbingan KTI & Publikasi
Ketua,

9

Dr. dr. Yunita Armiyanti, M.Kes
NIP. 19740604 200112 2 002
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