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PENGEMBANGAN METODE UJI REGENERASI
PENYEMBUHAN LUKA MELALUI PENGAMATAN SIRIP
KAUDAL IKAN ZEBRA (Danio rerio)

Rianita Meilinda
Program Studi Farmasi

INTISARI

Ikan zebra (Danio rerio) memiliki keistimewaan pada beberapa bagian
jaringan dan organnya karena memiliki kemampuan meregenerasi secara alami.
Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan metode terbaik untuk uji regenerasi
penyembuhan luka melalui pengamatan sirip kaudal ikan zebra. Metode yang
dilakukan dengan cara pemberian anestesi Tricaine®. Kemudian dilakukan
pemotongan sirip kaudal ikan zebra menggunakan pisau steril. Pengujian ini
menggunakan 10 ekor ikan zebra sehat dipelihara pada suhu 28,5°C. Selanjutnya
dilakukan pengamatan aktivitas regenerasi penyembuhan luka dari sirip kaudal
dibawah mikroskop stereo. Analisis data yang dilakukan pada penelitian ini adalah
dengan menghitung persen area pertumbuhan sirip menggunakan software
imageJ™. Hasil regenerasi menunjukkan sirip kaudal ikan zebra diawali dengan
fase penyembuhan luka dan pembentukan blastema pada hari pertama. Fase
proliferasi dan pemanjangan pada hari ke-8 dan ke-9. Pengamatan pada hari ke-14
menunjukkan terjadinya fase diferensiasi sirip dengan regenerasi sebesar 26,6%.
Hasil uji statistik wilcoxon test (P<0,05) menunjukkan perbedaan signifikan antara
rata-rata luas area sirip O jam pasca pemotongan dengan 14 hari pasca pemotongan.

Kata Kunci: Ikan Zebra, Regenerasi, Sirip Kaudal
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DEVELOPMENT METHOD FOR REGENERATION OF
WOUND HEALING IN CAUDALFIN OF ZEBRAFISH
(Danio rerio)

Rianita Meilinda
Pharmacy Study Program

ABSTRACT

Zebrafish (Danio rerio) has features on several parts of its tissues and organs
because it has the ability to regenerate naturally. This study aims to develop the best
method for regeneration testing through observing zebra fish caudal fins. The
method is performed by administering Tricaine® anesthesia. Then the zebra fish
caudal fins are cut using a sterile knife. This test uses 10 healthy zebra fish kept at
28,5° C. Furthermore, the regeneration activity of the caudal fin under the
microscope stereo. Data analysis conducted in this study was to calculate the
percent growth area of the fins using imageJ software. The regeneration results
showed the zebrafish caudal fin begins with the phase of wound healing and
blastema formation on the first day. Proliferation and elongation phase on days 8
and 9. Observation on the 14th day showed a fin differentiation phase with
regeneration of 26.6%. Wilcoxon test statistical results (P <0.05) showed a
significant difference between the average area of the fin area 0 hours post-cut and
14 days after cutting.

Keywords : Zebrafish, Regeneration, Caudalfin
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Prevalensi kasus luka di indonesia pada tahun 2018 mengalami
peningkatan sebanyak 9,2% (RISKESDAS, 2018). Di dunia menurut MedMarket
asosiasi luka di Amerika menyebutkan bahwa luka bedah menduduki peringkat
tertinggi sejumlah 110.300.000 kasus tiap tahunnya (Driscoll, 2014). Proses
penyembuhan luka dapat terjadi secara alami maupun dengan bantuan zat kimia
atau obat. Penyembuhan luka umumnya bertujuan untuk memulihkan jaringan yang
rusak dengan perbaikan seperti penggantian struktur melalui sel-sel yang sudah ada
(Gonzalez et al., 2016).

Beberapa tahun terakhir, ikan zebra (Danio rerio) sudah cukup dikenal
sebagai hewan model dalam banyak studi praklinis. Salah satu kemampuan luar
biasa yang dimiliki hewan ini adalah kemampuan regenerasi dan mengembalikan
fungsi jaringan pada bagian substansial tubuhnya (Eming et al., 2009). Ikan zebra
dapat meregenerasi banyak jaringan dan organ, seperti sirip, jantung, retina, ginjal,
dan sistem saraf pusat (Gemberling et al., 2013). Bagian sirip dan retina dari ikan
zebra memiliki peran besar untuk aktivitas regeneratif (Yoshinari dan Kawakami,
2011).

Cedera dapat memicu kemampuan meregenerasi sel fotoreseptor dan
neuron retina pada sirip ekor ikan zebra (Stewart et al., 2009). Adanya sinyal sel
protein khusus yang disebut fibroblast growth factors (FGF) berfungsi untuk
melihat bahwa sum-sum tulang belakang membaik dari cedera (Goldshmith et al.,
2012). Pertumbuhan sirip baru dari ikan zebra melewati 4 tahap yaitu
penyembuhan luka akibat cedera, pembentukan blastema, diferensiasi, dan
regeneratif (Mathew et al., 2009b; Petrie et al., 2014). Pemilihan hewan model pada
penelitian ini dipertimbangkan karena akan adanya trauma fisik, cedera pada
jaringan dan organ, serta mengurangi kualitas hidup, dan akibatnya akan
menurunkan populasinya (Mathew et al., 2009a). Sampai saat ini, di Indonesia
belum banyak dilakukan penelitian terkait uji regenerasi sirip kaudal ikan zebra.

Penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan sebagai pengembangan metode



dalam percobaan uji regenerasi alami pada ikan zebra (Danio rerio). Oleh
karenanya, penelitian ini diharapkan dapat menjadi metode jangka panjang yang
sesuai untuk pengembangan metode uji regenerasi secara morfologi sirip kaudal
ikan zebra (Danio rerio) di Indonesia.
1.2 Rumusan Masalah
Bagaimanakah pengembangan meode uji regenerasi penyembuhan luka
melalui pengamatan sirip kaudal serta pengamatan pemberian anestesi pada ikan
zebra (Danio rerio) ?
1.3 Tujuan penelitian
Mengembangkan metode untuk uji regenerasi penyembuhan luka melalui
pengamatan sirip kaudal serta pengamatan pemberian anestesi pada ikan zebra
(Danio rerio).
1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat:
1. Menambah ilmu pengetahuan kepada tenaga kesehatan mengenai ikan zebra
sebagai model hewan uji aktivitas regeneratif.
2. Memberikan informasi mengenai metode yang digunakan untuk rujukan ke

penelitian selanjutnya.



BAB I1
STUDI PUSTAKA

2.1 Tinjauan Pustaka

2.1.1 Penyembuhan Luka (Wound Healing)
Luka dapat menyebabkan sejumlah komplikasi termasuk infeksi dan

perubahan homeostasis. Proses penyembuhan luka dan regenerasi jaringan terdiri
dari urutan peristiwa molekuler dan seluler yang terjadi setelah munculnya lesi
jaringan sebagai upaya untuk mengembalikan jaringan yang luka atau rusak.
Peristiwa sel dan biokimiawi dalam proses penyembuhan luka dibagi dalam
beberapa tahapan berikut: reaksi inflamasi, proliferasi sel dan sintesis elemen-
elemen yang membentuk matriks ekstraseluler, dan tahap posterior yang disebut
fase remodeling. Keseluruhan fase tersebut adalah peristiwa berurutan yang dapat
terjadi dengan melibatkan mediator terlarut, sel darah, dan sel parenkim (Gonzalez
et al., 2016). Homeostasis menjadi tahap pertama dari penyembuhan luka akut
dengan melibatkan pembentukan matriks dalam beberapa jam setelah terjadi cedera
(Reinke and Sorg, 2012). Fase regenerasi meliputi transformasi dan proliferasi.
Fase proliferasi akan berfokus pada proses penyembuhan, pemulihan luka,
pembentukan jaringan granulasi, dan pemulihan jaringan pembuluh darah

(Palagummi et al., 2014).
(a) (b) (c) (d)

scab red blood cell ; granulation tissue
macrophage neutrophil

collagen fiber

platelet

fibroblast myofibroblast

Hemostasis Inflammation Proliferation Remodeling

Gambar 2. 1 Proses penyembuhan luka ((Kawasumi et al., 2012)).

Pada gambar 2.2 menjelaskan bahwa penyembuhan luka pada kulit manusia
meliputi 4 fase yaitu homeostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling. (a)
Trombosit mengaktifkan faktor koagulasi yang berperan dalam pembekuan darah.
(b) Neutrofil dan makrofag menyerang proses pembekuan darah dan memicu
terjadinya respon peradangan. (c) Terjadi pembentukan jaringan granulasi.



Fibroblas mengangtikan matriks menjadi matriks yang penuh dengan kolagen dan
mentransformasi ke dalam myofibroblas. (d) Terjadi peralihan dari granulasi ke
jaringan parut yang akan diperbaiki terus-menerus dibawah permukaan luka
(Kawasumi et al., 2012).

2.1.2 Ikan zebra (Danio rerio)
Danio rerio atau yang biasa dikenal ikan zebra memiliki ukuran tubuh

sekitar 3 cm. lkan yang berasal dari Asia Selatan lebih tepatnya India, biasa
ditemukan di air tawar bahkan banyak yang menggunakan sebagai hewan
peliharaan didalam akuarium. Ikan zebra sudah banyak digunakan sebagai hewan
model karena memiliki kesamaan dalam fungsi fisiologis dan gen (Santorielli,
2012). Hewan model yang mudah diamati menggunakan mikroskop bedah karena
transparan. Ikan zebra umumnya hidup di daerah perairan dengan arus yang tenang,
contohnya seperti sungai atau sawah yang berlumpur. Ikan zebra termasuk pemakan
binatang kecil seperti serangga. Ikan zebra dapat berkembangbiak sepanjang tahun
saat ikan berumur 4 — 6 bulan (Olmeda, 2011). Adapun klasifikasi ikan zebra adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Class : Actinopterygii
Ordo : Cypriniformes
Famili : Cyprinidae
Sub Famili : Danioninae
Genus : Danio

Spesies : Danio rerio



Gambar 2. 2 Ikan zebra (Danio rerio) (Dokumentasi pribadi).

Ikan zebra hidup di sungai, parit, saluran air buatan, kolam, dan aliran air
sawah. Umum dijumpai di anak sungai dikaki bukit. Termasuk hewan omnivora
pemakanan zooplankton, fitoplankton, cacing dan krustasea kecil, dan serangga.
Perkembangbiakan ikan zebra disebabkan karena suhu dan ketersediaan makanan
(Vishwanath, 2010). Umumnya hidup didalam air yang memiliki tingkat keasaman
yaitu sekitar 16,5 dalam suhu 34°C (Arunachalam et al., 2013).

2.1.3 Regenerasi Sirip Kaudal Ikan Zebra
Ikan zebra mempunyai kemampuan mengembalikan fungsi cukup baik

(Lush, 2014). Hal ini dibuktikan dari kemampuan meregenerasi sel fotoreseptor dan
neuron retina yang disebabkan karena adanya cedera. Perlakuan yang dilakukan
dengan mengamputasi sirip ekor belakang dan perut untuk menganalisis aktivitas
regenerasi.

Adapun tahapan regenerasi yang terjadi secara umum pada sirip ikan zebra yaitu
diawali dengan penyembuhan luka, pada fase ini terjadi migrasi beberapa sel
epidermis menuju daerah yang luka sehingga luka akan tertutup dan membeku
membentuk scab yang dapat dilihat berupa jaringan transparan sekitar luka.
Selanjutnya, fase pembentukan blastema yang terjadi karena proliferasi sel-sel
mesenkim. Proliferasi sel-sel akan berdifferensiasi secara mitosis sampai pada
tahap puncak blastema sudah menjadi maksimal atau tidak membesar lagi.
Kemudian, pertumbuhan regeneratif terbentuknya pulau-pulau darah yang akan
berkembang menjadi pembuluh darah. Terakhir fase redifferensiasi, berhentinya

proliferasi sel-sel blastema serta membentuk ruas atau jari-jari dan membran yang



terjadi secara berurutan dan terus menerus sehingga memperbaiki struktur anatomi
dan histologis yang hampir mirip dengan aslinya (Kimbal, 1993; lza, 2010).

Terjadinya proses metolasi histone dilokasi amputasi mengakibatkan sel-sel
ikan zebra menjadi “aktif” seperti sel induknya (Stewart et al., 2009). Ikan zebra
menggunakan sinyal sel protein khusus yaitu fibroblast growth factors (FGF) yang
digunakan untuk melihat bahwa sum-sum tulang belakang membaik dari cedera
(Goldshmith et al., 2012).

Gambar 2. 3 Struktur sirip ikan zebra (Tu & Johnson, 2011).

Ikan zebra memiliki bagian sirip ekor yang merupakan salah satu jaringan
yang dapat digunakan karena aksesibilitas, struktur yang sederhana, serta
regenerasinya yang cepat dan hampir tidak terbatas. Fase regenerasi sirip pada ikan
zebra dibagi menjadi tiga, yaitu penyembuhan luka (wound healing), pembentukan
blastema, dan pertumbuhan regeneratif. Ketika sirip kaudal diamputasi terjadi
pengaktifan regenerasi dan memerlukan waktu sekitar 2 minggu untuk
meregenerasi keseluruhan jaringan dan menyusun fungsional sirip. Dalam waktu 1-
3 jam setelah amputasi (hours post amputation/hpa) sel-sel akan melakukan migrasi
untuk menutup luka. Kemudian 18-24 jam pasca amputasi bagian epidermis apikal
akan terbentuk dan blastema akan terakumulasi. Pada jam ke-24 pasca amputasi
blastema sel memisah menjadi dua kompartemen dan setelah 48 jam aktivitas
regenerasi mulai terjadi dan pertumbuhan renegeratif terus berlanjut sampai tumbuh

seperti jaringan asli ( Azevedo et al., 2011).



Gambar 2. 4 Regenerasi sirip kaudal ikan zebra (Pfefferli, et al., 2015).

Pada gambar 2.4 menjelaskan proses regenerasi sirip kaudal ikan zebra pada
suhu 27°C. Pada hari ke-1 pasca amputasi terbentuk jaringan putih di atas amputasi
yang terdiri dari luka epidermis dan beberapa sel blastema. Pada hari ke-3 pasca
amputasi, bagian putih di atas bidang amputasi berisi blastema. Pada hari ke-6 pasca
amputasi, terjadi perluasan bidang; jaringan putih mempertahankan batas sirip,
sedangkan hasil proksimal mulai memperlihatkan bentuk tulang dan pigmentasi
sebagai tanda redifferensiasi. Pada hari ke-12 pasca amputasi, regenerasi teus
berlanjut. Pada hari ke-20 pasca amputasi, ukuran sirip hampir menyerupai seperti
semula dari segi ukuran dan pola. Bagian putih jaringan tetap bertahan di bagian
ujung untuk melakukan pertumbuhan homeostatis (Pfefferli, et al., 2015).

2.1.4 Parameter Regenerasi Sirip Kaudal
Adanya variasi ukuran ikan dan tingkat regenerasi sirip banyak ditemukan

karena variasi alami dari kondisi masing-masing ikan atau tempat
perkembangbiakannya (Cardeira et al., 2016). Penyebaran ukuran panjang dan
berat pada ikan adalah hal yang normal dijumpai. Umumnya, ikan yang
dibudayakan bersama akan dapat merubah perilaku dan mempertahankan
wilayahnya secara individu.

Penelitian yang dilakukan di Mumbai, India melaporkan studi genetik dua
generasi menunjukkan bahwa sifat pertumbuhan seperti standar ukuran panjang dan
berat badan telah menjadi sifat yang diwariskan. Sebanyak 1516 pengamatan yang
dilakukan untuk berat badan dan panjang standar populasi adalah 195 + 1,87 mg
dan 2,17 + 0,01 cm. Faktor genetik dan non-genetik dapat mempengaruhi sifat

pertumbuhan secara signifikan. Diluar keadaan fisiologis ikan, kualitas air seperti



suhu, pH, amonia, nitrit, dan nitrat harus dimonitor secara teratur (Pathan et al.,
2019).

Dalam beberapa kondisi faktor suhu membawa pengaruh yang cukup besar
terhadap regenerasi dan bentuk tubuh ikan. Suhu yang lebih rendah dapat
menghasilkan bagian tubuh yang lebih besar. Salah satu dari bagian tubuh yang
dipengaruhi regenerasi dan bentuknya adalah sirip (Sfakianakis, et al., 2011).
2.1.5 Anestesi

Anestesi umumnya diberikan untuk menghindarkan dari rasa sakit dan
trauma selama proses bedah dengan menghilangkan kesadaran yang bersifat
reversible. Efek anestesi dapat bertahan jauh melampaui waktu yang diperlukan
dan menyebabkan efek samping. Anestesi umum mempengaruhi pada beberapa
bagian otak (Leung, et al., 2014). Keterlibatan dari beberapa jenis reseptor
membran dan saluran ion sebagai target dari obat anestesi.Tricaine
methanesulfonate (MS-222) banyak dibuktikan dapat digunakan untuk anestesi dan
euthanasia pada hewan uji vertebrata akuatik (Katz, et al., 2020). MS-222 sebagai
pelemas otot yang memblokir natrium dan menyebabkan tindakan yang spontan
merupakan serbuk yang larut dalam air bersifat asam dan dapat menurunkan pH
buffer hingga 5. Penelitian yang telah dilakukan sebelumya menggunakan
konsentrasi 168 mg/L dapat memberikan efek anestesi (Matthews et al., 2012).
Sedangkan tricaine pada konsentrasi 0,2-0,3 mg/ml memberikan efek euthanasia
(Wilson, et al., 2009; Matthews et al., 2012).

2.1.6 Software ImageJ

Sekitar 30 tahun belakangan perangkat lunak ImageJ digunakan sebagai alat
untuk menganalisis gambar secara ilmiah. Beberapa ahli biologi telah
menggunakan variasi berbagai perangkat lunak untuk memperoleh, menganalisis
data, serta konektivitas dengan alat (Schneider, et al., 2012). ImageJ
memungkinkan penggunaan konektivitas dengan perangkat lunak lain. Program ini
sangat berkembang jauh melampaui ruang lingkup awalnya sehingga dapat cukup
kuat untuk digunakan dibidang analisis oleh para ahli (Rueden, et al., 2017).
Penelitian terdahulu, menggunakan perangkat ini untuk menganalisis gambar

struktur tulang ikan seperti operkulum, sinar sirip ekor, dan sisik serta tingkat dan



intensitas pewarnaan spesifik tulang ikan. ImageJ tersedia bagi seluruh komunitas
penelitian ikan zebra untuk standarisasi protokol skrining di dunia akademis dan
industri (Tarasco, et al., 2020).
2.2 Landasan Teori

Pemotongan sirip kaudal bertujuan untuk mengetahui aktivitas regenerasi
sirip kaudal ikan zebra (Danio rerio). Penelitian terdahulu membuktikan adanya
daya regenerasi yang cukup baik dari sirip kaudal ikan zebra. Pada penelitian yang
pernah dilakukan di Indonesia menjelaskan bahwa perkembangan regeneratif
dimulai dari hari ke-3 sampai dengan hari ke-25 (Sari et al., 2016). Amputasi sirip
tidak akan menganggu kelangsungan hidup ikan dan regenerasi dapat terjadi sangat
cepat selama dua minggu (Branddo, 2019). Terjadi pengaktifan regenerasi pada
sirip kaudal ikan zebra setelah pemotongan dan memerlukan waktu sekitar 2
minggu untuk meregenerasi keseluruhan jaringan dan menyusun fungsional sirip
(Azevedo et al., 2011). Umumnya pemberian anestesi dilakukan agar tidak
terjadinya trauma akibat pemotongan sirip. Namun, anestesi menggunakan tricaine
dapat menjadi salah satu faktor yang terlibat dalam kondisi fungsional dari hewan
uji. Perbedaan parameter regenerasi seperti adanya variasi alami karena perbedaan
tempat perkembangbiakan di Indonesia sendiri belum banyak dibahas.
Kemungkinan adanya perbedaan antara ikan zebra diluar negeri dengan di
Indonesia memungkinkan adanya efek yang berbeda. Sehingga pada penelitian ini
akan membuktikan kemampuan regenerasi alami menggunakan metode uji
pemotongan sirip kaudal pada ikan zebra melalui perbandingan luas daerah sirip
sebelum pemotongan dan setelah pemotongan serta pengamatan respon ikan zebra
terhadap larutan anestesi.

2.3 Hipotesis

Berdasarkan landasan teori yang telah dijelaskan didapatkan dugaan bahwa
pembakuan metode uji regenerasi penyembuhan luka sirip kaudal ikan zebra
(Danio rerio) dapat dilakukan dari hari ke-0 sampai 2 minggu setelah pemotongan

sirip serta memperhatikan faktor lain diantaranya yaitu pemaparan larutan anestesi.
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2.4 Kerangka Konsep Penelitian
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BAB I
METODE PENELITIAN
3.1. Alat dan Bahan

3.1.1. Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain peralatan gelas,
akuarium, timbangan analitik, mikroskop merk olympus, pisau steril/Surgical
blade, Salinity meter.
3.1.2. Bahan

Pakan ikan Tetramin®, air, Tricaine®, ASW® salt mix, aquasafe.
3.1.3. Subyek Uji

Subyek uji diperoleh dari salah satu peternak ikan di Bogor. Jumlah hewan
uji yang digunakan dalam penelitian adalah sebanyak 10 ekor ikan zebra. Hewan
uji yang digunakan adalah ikan zebra dewasa berusia 3-6 bulan. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi Praklinik, Program Studi Farmasi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Islam Indonesia,
Yogyakarta.

3.2 Prosedur Kerja

3.2.1 Pengajuan Ethical Clearance

Pengajuan ethical clearance dilakukan dengan mengajukan permohonan
dan proposal penelitian kepada komite etik Penelitian Kedokteran dan Kesehatan

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Indonesia, Yogyakarta.

3.2.2 Uji Aktivitas Regenerasi pada lkan Zebra
3.2.2.1 Identifikasi Ikan Zebra

Identifikasi hewan uji dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI), Bogor untuk mengetahui spesies dan varietas dari ikan
zebra yang akan digunakan untuk penelitian ini.
3.2.2.2 Kriteria Hewan Model

Kriteria inklusi hewan model yang digunakan pada penelitian ini adalah
ikan zebra dewasa berusia 3-6 bulan, dengan keadaan ikan sehat. Untuk
memastikan ikan sehat dilakukan pengamatan dari aktivitas berenang ikan

(berenang di bagian tengah) dan aktvitas bergerak ikan. Adapun Kriteria

11
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eksklusi dari hewan model yang akan digunakan yaitu ikan yang sakit, cacat,
dan mati selama penelitian dilakukan.
3.2.2.3 Aklimatisasi

Aklimatisasi ikan dilakukan setidaknya satu minggu sebelum
dilakukan pengujian. Pada saat masa aklimatisasi ikan akan disimpan di
akuarium yang terpisah dan diberi pakan 2 kali sehari. Suhu dan pH air
dipertahankan masing-masing sebesar 27-28°C dan 7,2 (Spinello et al.,
2019). Selama proses aklimatisasi ada ikan yang tidak dapat diikutkan
kedalam penelitian, hal ini mengacu pada kriteria inklusi dan eksklusi.
3.2.2.4 Pemeliharaan Ikan Zebra

Ikan zebra yang digunakan sebagai penelitian uji aktivitas regenerasi
penyembuhan luka dipelihara menggunakan media air keran didalam
akuarium dengan suhu 28,5 °C. Pemeliharaan didalam sistem pencahayaan
14 jam terang dan 10 jam gelap (Sun et al., 2019).
3.2.2.5 Anestesi

Anastesi digunakan untuk menghindari adanya ketidaknyamanan
saat perlakuan. Pada penelitian ini menggunakan Tricaine. Tricaine adalah
bubuk yang dapat larut dalam air dan bersifat asam. Pembuatan tricaine
mengacu pada penelitian yang telah dilakukan sebelumya pada konsentrasi
0,168 mg/ml dapat memberikan efek anestesi (Matthews et al., 2012).
Adapun waktu-waktu yang dapat diamati ketika anestesi yaitu waktu
anestesi merupakan waktu yang dibutuhkan ikan dari kondisi sadar ke
kondisi tidak sadar. Waktu perlakuan merupakan rentang waktu yang
dibutuhkan ketika perlakuan dari ikan mulai dikeluarkan dari larutan
anestesi sampai ikan dimasukkan kembali kedalam air biasa. Waktu sadar
merupakan waktu yg dibutuhkan ikan pada saat mulai menunjukkan tanda-
tanda sadarkan diri, seperti contohnya menggerakkan ekor atau
membalikkan badan. Waktu pulih merupakan waktu yang dibutuhkan ikan
dari adanya tanda pergerakan sampai dengan ikan kembali berenang

normal.
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3.2.2.6 Amputasi Sirip Kaudal

Ikan zebra yang berusia 3-6 bulan diberikan anestesi menggunakan
triciaine dengan cara perendaman. Sebelum dilakukan amputasi sirip kaudal
perlu dilakukan pengamatan dibawah mikroskop, untuk melihat keadaan
normal sirip dan dilakukan dokumentasi sebagai keadaan sirip sebelum
pemotongan. Selanjutnya, sirip kaudal dipotong lurus dengan menggunakan
pisau steril pada satu segmen sirip yang letaknya dibawah percabangan
pertama. Setelah pemotongan sirip kaudal diamati lagi dibawah mikroskop
dan dilakukan dokumentasi dianggap sebagai keadaan sirip 0 jam pasca
pemotongan. Setelah itu dapat dilakukan pengamatan kembali pada hari ke-
14 dan dilakukan dokumentasi dibawah mikroskop untuk melihat hasil
pertumbuhan sirip kaudal.
3.2.2.7 Perhitungan Luas Area Sirip Menggunakan ImageJ™

Perhitungan luas area dilakukan menggunakan hasil dari
dokumentasi yang telah dilakukan pada saat sebelum dilakukan amputasi, 0
jam pasca amputasi, dan 14 hari pasca amputasi untuk membandingkan data
luas area regenerasinya. Penggunaan untuk setiap foto dilakukan kalibrasi
ukuran menjadi cm. Selanjutnya klik binary dan make binary untuk
menjadikan area sirip berwarna hitam seluruhnya. Klik tools selection untuk
menseleksi bagian sirip yang akan dihitung luasnya. Kemudian, klik analyze
- tools - ROl Manager - add - Measurement. Akan mencul tabel luas
area dari sirip.

3.3 Analisis Hasil

Untuk mengetahui hasil pertumbuhan sirip perlu dilakukan analisis

kuantitatif menggunakan perhitungan regenerasi sirip kaudal yang dilakukan

dengan pengamatan menggunakan mikroskop optilab dan menggunakan aplikasi

ImageJ™. Adapun cara perhitungan yang akan dilakukan sebagai berikut (Utami,

2018) :

Daerah yang hilang = Daerah sebelum amputasi — Daerah pasca amputasi

Daerah regenerasi = Daerah hari ke-14 pasca amputasi — Daerah yang hilang
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. Daerah regenerasi
Presentase regenerasi = - x 100 %
Daerah yang hilang

Kemudian dilakukan analisis menggunakan uji statistik. Uji statistik diawali
dengan penentuan normalitas distribusi data. Apabila data yang didapatkan
memenuhi syarat distribusi normal atau mendekati normal dapat menggunakan uji
statistik parametrik yaitu Paired T Test, apabila data tidak memenuhi syarat uji
parametrik dapat dilanjutkan dengan uji non-parametrik yaitu Wilcoxon Test.
Kedua uji tersebut membandingkan antara luas area sesudah amputasi dan luas area
regenerasi setelah amputasi dianggap memiliki perbedaan ketika nilai P < 0,05
(Santoso, 2010).

3.4 Skema Kerja Penelitian

Pengajuan
Ethical Clearance

v

Aklimatizazi Ikan zebra
selama 7 han

h 4
Dilakukan anastesi
menggunakan Tricaine

Y
Amputasi Sinip Kaudal
Ikan Zebra
N=10

h 4
Dilakukan Pengamatan
regenerasi pada sirip kaudal
1kan zebra
selama 14 han pasca amputasi

A 4
Anahsis data

Gambar 3. 1 Skema kerja penelitian.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui metode regenerasi
penyembuhan luka melalui pengamatan sirip kaudal serta pengamatan pemberian
anestesi pada ikan zebra (Danio rerio). Sebanyak 10 ekor ikan zebra yang
digunakan dalam penelitian ini. Tahap awal penelitian ini melihat respon ikan
terhadap larutan anestesi agar dapat digunakan untuk menghindarkan ikan dari
trauma akibat pemotongan sirip. Pemotongan sirip dilakukan dibelakang
percabangan. Pengamatan yang dilakukan ditujukkan untuk mengetahui regenerasi
sirip dan dibuktikan dengan perhitungan persen regenerasi sirip kaudal.
Pengamatan dilakukan setelah 14 hari pasca amputasi sirip dengan memperhatikan
faktor lain seperti pemaparan anestesi dan suhu pemeliharaan.
4.1 Ethical Clearens

Penelitian ini telah mengajukan surat kelayakan etik yang diajukan kepada

tim Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Indonesia di Yogyakarta.
4.2 Anestesi Ikan Menggunakan Tricaine

Pada penelitian ini dilakukan pemberian anestesi dengan tujuan agar sesuai
dengan prinsip kesejahteraan hewan yaitu 3R dan 5F. Refinement, sebagai salah
satu prinsip 3R vyaitu upaya pemeliharaan hewan uji dari tindakan yang
menyebabkan rasa sakit dan stress, salah satunya dengan pemberian anestesi yang
adekuat. Adapun prinsip 5F yang ditarget adalah Freedom from pain, injury and
diseases terkait dengan prosedur yang dilakukan sebagai tindakan pencegahan
dengan pemberian obat pengurang rasa sakit. Menurut US Food and Drug
Administrasi (FDA) tricaine methanesulfonate (MS-222) merupakan anestesi dan
penenang yang sudah terbukti paling banyak digunakan untuk spesies akuatik salah
satunya adalah ikan zebra (Matthews et al., 2012). Penyiapan tricaine perlu
diperhatikan karena pada konsentrasi 0,2-0,3 mg/ml sudah dapat mematikan ikan
(Wilson, et al., 2009; Matthews et al., 2012). Pada penelitian ini anestesi dibuat
dalam konsentrasi tricaine 0,168 mg/ml dengan volume yang berbeda yaitu 100 ml
dan 50 ml.

15
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Tabel 4. 1 Hasil pengujian waktu anestesi.

Anestesi *  Perlakuan ** Pemulihan (detik)
(detik) (detik) Sadar ***  Pulih **** Total
rata- 47,7 159,39 36,3 86,1 110,4
rata

(*waktu dari keadaan sadar sampai hilang kesadaran. **mulai dari dikeluarkan dari larutan anestesi
sampai dimasukkan kembali ke air. ***pada saat mulai menunjukkan pergerakan. ****berenang
normal)

Data anestesi ini diurutkan dari awal pembuatan larutan tricaine dan urutan
ikan yang masuk kedalam larutan. Dari hasil penelitian ini didapatkan waktu rata-
rata yang dibutuhkan ikan dari keadaan sadar hingga teranestesi adalah selama 47,7
detik. Waktu pemulihan tidak dapat ditarik kesimpulan yang definit namun dapat
dikatakan bahwa waktu perlakuan dapat berpengaruh terhadap total waktu
pemulihan akhir yang dibutuhkan. Perlakuan yang ideal dilakukan dalam waktu 3-
8 menit sebelum ikan dimasukkan kembali direndam kedalam air kembali. Tidak
ada perbedaan yang signifikan dari pengamatan tingkah laku ikan pada larutan
tricaine dengan volume 50 ml dan 100 ml, hanya saja pada volume 100 ml ikan
lebih bebas bergerak sebelum akhirnya teranestesi.

Penggunaan anestesi tricaine dengan dosis 0,168 mg/ml ini tidak dapat
dipaparkan ke ikan setiap hari, idealnya bisa dalam rentang waktu 7 hari setelah
paparan pertama. Sehingga, perlu dilakukannya optimasi larutan tricaine dosis lebih
rendah untuk penelitian yang membutuhkan pengamatan setiap hari. Adanya respon
tingkat stres ikan ketika direndam kedalam larutan anestesi dapat mempengaruhi
kondisi ikan. Selama proses anestesi tidak jarang ikan mengalami pendarahan pada
tubuhnya lebih tepatnya di area dekat kepala. Didukung dari hasil penelitian
terdahulu yang menyebutkan bahwa pendarahan pada insang dapat mudah terjadi.
Hal ini disebabkan karena adanya respon stress asam atau asidosis karena induksi
anestesi, perubahan osmolaritas plasma ikan, dan peningkatan tekanan darah.
Tricaine MS-222 dapat menjadi netral dengan perendaman kedalam larutan natrium
bikarbonat atau natrium hidroksida (Harper and Lawrence, 2011). Adapun efek
samping lain dari pemaparan MS-222 adalah kerja jantung dapat menurun sehingga

dapat menyebabkan kematian pada ikan. Pemberian isofluran dan MS-222 pada
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ikan zebra mampu menurunkan denyut jantung kembali normal, serta mampu
memperpanjang waktu anestesi dan mempersingkat waktu pemulihan (Huang, et
al., 2010).

Faktor lain yang dapat mempengaruhi efek tricaine adalah penyimpanan.
Tricaine umumnya disimpan disuhu ruang menggunakan gelas beaker dan ditutup
dengan alumunium foil. Selama percobaan anestesi dapat digunakan selama 2
minggu. Didukung oleh penelitian sebelumnya terkait stabilitas dari larutan tricaine
yang telah disimpan selama 4-6 bulan pada suhu 4°C dan -20°C dengan larutan
yang masih baru ternyata tidak ada perbedaan yang signifikan secara klinis pada
ikan zebra (Katz, et al., 2020). Penggunaan larutan tricaine sebagai anestesi
idealnya tidak lebih dari 15 ikan karena dapat mempengaruhi respon ikan terhadap
tricaine, waktu anestesi semakin lama, dan waktu total pemulihan juga semakin
lama. Sehingga perlu dilakukan pergantian larutan tricaine agar anestesi kembali
optimal.

4.3 Proses Regenerasi Sirip Kaudal Ikan Zebra

Pada penelitian ini hasil pengamatan sirip kaudal ikan zebra sebelum
amputasi tidak ada kecacatan pada ruas tulang ekornya. Pemotongan dilakukan
dibelakang percabangan dengan rata-rata daerah yang hilang yaitu 0,181+0,051.
Setelah proses pemotongan tidak jarang ikan mengalami pendarahan pada bagian
ekornya, namun pendarahan ini hilang setelah 24 jam pasca amputasi. Ditemukan
adanya perubahan warna di bagian yang dekat dengan pemotongan. Perubahan
warna ini terjadi pada hari ke-1 pasca amputasi sampai hari ke-3 diikuti dengan
pertambahan bentuk sirip. Setelah hari ke-3 sirip mengalami pemanjangan dan
perlahan warna yang berbeda tersebut mulai menghilang pada daerah proksimal
dekat dengan tubuh. Pengamatan yang dilakukan pada hari ke-14 setelah
pemotongan ekor percabangan dan ruas-ruas terlihat jelas dan hampir sempurna
seperti awal. Namun, adanya ruas yang terlihat tidak rata mengikuti ruas semula
(Gambar 4C). Menurut penelitian yang sudah dilakukan sebelumnya perubahan
warna berhubungan dengan pertumbuhan melanosit pola pigmen. Penelitian lain
menyebutkan, garis keputihan yang muncul bertujuan untuk menutupi bagian

amputasi dapat terjadi pada hari pertama sampai hari ke-5 jaringan putih ini akan
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bertahan di daerah dekat dengan pertumbuhan, sedangkan daerah lain akan
melakukan perbaikan kembali dan memperoleh pigmentasi (Pfefferli, et al., 2015).
Ketika sirip mulai tumbuh terjadi fase proliferasi yang akan memperpanjang organ.
Perpanjangan struktur sirip akan terjadi pada setelah hari ke-3 sampai hari ke-8.
Dilanjutkan dengan mulai terjadi pembentukan ruas pada hari ke-9 sampai dengan
hari ke 11 (Sari, et al., 2016).

(b)

Gambar 4. 1 Pengamatan sirip kaudal. (a) sebelum amputasi, (b) setelah amputasi, (c) setelah 14
hari, diamati dibawah mikroskop stereo Sdibantu dengan aplikasi Image Raster ™

Penelitian lain menyebutkan bahwa pengamatan pada hari ke-13 sampai 14
ruas-ruas sudah mencapai bagian dekat dengan daerah ujung ekor (Sari, et al.,
2016). Adanya bentuk ruas yang tidak sama seperti semula disebabkan karena ruas
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daerah regenerasi tumbuh dengan diameter yang lebih kecil dibandingkan ruas
daerah yang tidak terpotong. Regenerasi alami pada sirip ikan zebra karena
ditemukan adanya beberapa ikatan gen dan protein yang memiliki mekanisme

sebagai komunikasi sel dan pertumbuhan jaringan (Quoseena, et al., 2020).

Tabel 4. 2 Luas area sirip.

Subjek ;ﬁ%edf[‘;?i Setelah amputasi (cm?)
(cm?) 0 jam 14 hari
1 0,31 0,15 0,22
2 0,38 0,17 0,24
3 0,28 0,13 0,19
4 7 0,30 0,17 0,20
5 7 70,35 - 707,1757 A 0,25
6 Bl | 07,45 1 0,17 ol 0,30
7 ] 0,728 - 0,15 Ol 0,17
rerata Bl | 634 -— 0,16' y4 0,23
sd 006 002 004

Pada penelitian ini terdapat 3 ekor ikan yang mati pada hari ke-3 dan hari
ke-7, sehingga dimasukkan kedalam kriteria eksklusi atau dikeluarkan dari
kelompok penelitian. Keterbatasan penelitian ini ialah tidak dapat menyimpulkan
penyebab dari kematian ikan karena tidak dilakukan analisis lebih lanjut terkait hal
tersebut. Kemungkinan adanya faktor-faktor lain penyebab kematian ikan karena
kondisi fisiologis dari masing-masing ikan. Menurut OECD 203 terkait jumlah dan
penanganan hewan uji dalam percobaan dapat digunakan minimal 7 ekor ikan
(OECD, 2019). Sehingga dari 7 ekor ikan zebra tersebut dapat dilakukan pengujian
data perbandingan luas area menggunakan uji statistik Wilcoxon Test dan
didapatkan nilai P < 0,05 sehingga dapat disimpulkan adanya perbedaan yang
signifikan antara luas area 0 jam setelah amputasi dan luas area 14 hari setelah

amputasi.
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Tabel 4. 3 Hasil perhitungan %regenerasi sirip kaudal.

Subjek %Regenerasi

1 43,51

2 15,71

3 22,08

4 43,88

5 25,25

6 8,33

7 27,41
rata-rata 26,60
SD 13,29

Didapatkan nilai rata-rata % regenerasi dari tujuh ikan yaitu sebesar 26,60
+ 13,29. Kelemahan dari penelitian ini adalah belum dilakukannya konsistensi
terhadap ukuran panjang ekor yang dipotong dan tidak semua hewan uji mengalami
tahapan yang sama setelah fase penyembuhan luka sehingga memunculkan adanya
variasi dari persen regenerasi. Didukung oleh penelitian terdahulu, adanya
penghambatan salah satu jalur sinyal pembetukan epitel luka dan terjadi hambatan
komunikasi yang dapat mempengaruhi pembentukan blastema (Pfefferli, et al.,
2015). Selain itu, faktor suhu juga dapat berpengaruh. Pemeliharaan ikan pada
penelitian ini yaitu pada suhu 28,5<C. Menurut penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya yang membandingkan suhu pemeliharaan ikan dalam suhu 33<C
terbukti lebih cepat mengalami pembentukan blastema dibandingkan pada suhu
25C (Sari, et al., 2016). Hal ini menjadi cukup penting karena kehadiran blastema
akan mempengaruhi pembentukan jaringan pada permukaan bekas luka.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Metode pemotongan sirip kaudal terbukti menunjukkan adanya regenerasi
penyembuhan luka di hari ke-14 pada suhu pemeliharaan 28,5<C dengan rata-rata
luas regenerasi sirip kaudal dari tujuh ekor ikan yaitu sebesar 26,6%. Perendaman
ikan pada larutan anestesi menggunakan tricaine dengan konsentrasi 0,168 mg/ml
terbukti memberikan efek yang baik.
5.2 Saran
1. Perlu adanya penelitian percobaan terhadap variasi suhu yang berpengaruh
terhadap regenerasi
2. Perlu adanya penelitian mengenai pengaruh faktor stress akibat anestesi
terhadap lama waktu regenerasi
3. Perlu adanya penelitian lanjutan yang mengkaji terkait keabnormalan
regenerasi sirip kaudal ikan zebra
4. Perlu dilakukannya konsistensi ukuran panjang pemotongan sirip kaudal

ikan zebra
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Lampiran 2 Dokumentasi Perubahan Sirip Kaudal

28

Subjek

Sebelum

Sesudah

Setelah 14 hari

Mati dihari ke-7
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6
7 Mati di hari ke-7
8
9 Mati dihari ke-3

10




Lampiran 3 Hasil Pengujian Waktu Anestesi

30

Anestesi | Perlakuan Pemulihan (detik)
Subjek
(detik) (detik) Sadar Pulih Total
1 56 180 60 99 159
2 55 174 18 72 90
3 45 90 34 94 128
4 52 120,9 53 100 93
5 34 133 34 100 134
6 48 148 36 91 127
7 53 316 38 107 145
8 42 91 22 46 68
9 45 238 41 53 94
10 47 103 27 99 66
rata-rata 47,7 159,39 36,3 86,1 110,4
SD 6,70 71,74 12,92 21,46 32,42
Lampiran 4 Hasil Pengukuran Luas Area Sirip Kaudal
Sebelum Setela(r:: rz:]r;])putaﬂ D?;ah re[)zireargs %
Subjek | amputasi yang ger regeneras
(cm?) 0jam 14 hari hilang : i
(cm?) (cm?)
1 0,31 0,15 0,22 0,15 0,07 43,51
2 0,38 0,17 0,24 0,21 0,03 15,71
3 0,28 0,13 0,19 0,15 0,03 22,08
4 0,30 0,17 0,20 0,14 0,06 43,89
5 0,35 0,15 0,25 0,20 0,05 25,25
6 0,45 0,17 0,30 0,28 0,02 8,33
7 0,28 0,15 0,17 0,14 0,04 27,41
rata-rata 0,34 0,16 0,23 0,18 0,04 26,60
sd 0,06 0,02 0,04 0,05 0,02 13,29
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Lampiran 5 Hasil Pengamatan Sirip

Hari ke-

Hasil Pengamatan

1,2,3

Ditemukan adanya perubahan warna di bagian distal.

4-13

Perubahan warna masih ada namun semakin mengikuti

warna dari sirip asli.

Terjadi pemanjangan sirip terus menerus, ruas-ruas ikut

memanjang.

14

Percabangan dan ruas-ruas terlihat jelas dan hampir
sempurna seperti awal. Namun, ditemukan ruas yang
terlihat tidak rata mengikuti ruas semula pada semua

subjek uji.

Lampiran 6 Hasil Pengujian Statistik Normalitas Luas Area Regenerasi sirip kaudal Ikan Zebra

Menggunakan uji Saphiro-Wilk

Tests of Normality
kaolmogorov-Smirnos Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sin.
0 jam pasca amputasi 184 7 2000 944 7 634
14 hari pasca amputasi 147 7 2000 965 7 .BE0

a. Lilliefors Significance Correction

* This is a lower bound ofthe true significance.

Descriptives

Statistic | Std. Error

0jam pasca amputasi  Mean
95% Confidence Interval
for Mean
5% Trimmed Mean
Median
Yariance
Std. Deviation
Minirurmn
Maxirnurn
Range
Interguartile Range
Skewness
Kuttosis

15488 005548

14 hari pasca amputasi  Mean
95% Confidence Interval
for Mean
5% Trimmed Mean
Median
Variance
Std. Deviation
Minimurn
Maximum
Range
Interguartile Range
Skewness
Kurtosis

Lower Bound 14128
Upper Bound 16843
15529
15300
.aog
014679
130
A72
.04z
02z
-A77 794
-2 1.587
22614 016477
Lowrer Bound 18482
Upper Bound 26546

.22399
22100
i)
043594
A72
.299
A27
065
(GO0 794
-.136 1.587




Case Processing Summany
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Cases
Yalid Missing Total
[+ Percent I+ Percent I FPercent
Ojarm pasca amputasi BY.a% 1 12.8% a 100.0%
14 hari pasca amputasi T B7.8% 1 12.8% a 100.0%

Lampiran 7 Hasil Pengujian Statistik Homogenitas Luas Area Regenerasi sirip kaudal lkan Zebra

Test of Homogenety of Variances

Haszil redenetrasi

Levene
Statistic 1 df2 =115
5.9749 1 12 031

Hasil analisis statistik menggunakan Saphiro-Wilk Test menunjukkan nilai P > 0,05

ini menunjukkan bahwa data terdiistribusi secara normal dan hasil uji

homogenitas menunjukkan P < 0,05 yang berarti data tidak homogen. Sehingga

pengujian dilanjutkan menggunakan uji non parametrik.

Lampiran 8 Hasil Pengujian Statistik Wilcoxon Test antara luas area sesudah amputasi dan luas

area 14 hari setelah amputasi

Wilcoxon Signed Ranks

Ranks
I+ hMean Rank | Sum of Ranks
14 hari pasca amputasi - Megative Ranks 0= a0 K]
0 jam pasca amputasi Positive Rarks 78 400 28,00
Ties i
Tatal T

a. 14 hari pasca amputasi = 0 jam pasca amputasi
b. 14 hati pasca amputasi = 0 jam pasca amputasi
c. 14 hati pasca amputasi= 0jam pasca amputasi



Test Statistics®
14 hari pasca
amputasi- 0
jam pasca
amputasi
il -2.3669
Asymp. 5ig. (2-tailed) 14

a. Based on negative ranks.
b, Wilcoxon Signed Ranks Test
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HO : Terdapat perbedaan yang signifikan antara rata-rata luas area sirip 0 jam

setelah amputasi dengan 14 hari setelah amputasi

H1 : Tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara rata-rata luas area sirip 0

jam setelah amputasi dengan 14 hari setelah amputasi

Pengambilan Keputusan :

Jika signifikansi (P) < 0,05 maka HO diterima
Jika signifikansi (P) > 0,05 maka HO ditolak

Keputusan :

Berdasarkan hasil analisis statistik menggunakan Wilcoxon Test dapat diambil

kesimpulan P < 0,05 maka Ho diterima, sehingga antara luas area 0 jam setelah

amputasi dan luas area 14 hari setelah amputasi terdapat perbedaan yang

signifikan.



