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ABSTRACT

Bone fracture fixation device have been using rigid metallic materials such as titanium, titanium-alloy or cobalt
chrome. Besides having some advantages, as the titanium fixation devices also have disadvantages. It is challenge to
develop the use of polymeric materials have good biocompatibility and mechanical strength appropriate to have a bone
fracture fixation devices that can be absorbed by the body, such as Polyvinyl Alcohol (PVA). The purpose of this study
is to know whether the PVA-HA composite with catgut reinforced has good biocompatibility without toxicity and
hypersensitivity effects in experimental animals. Biocompatibility testing include local cytotoxicity and type IV contact
hypersensitivity test using wistar rats (Rattus norvegicus). Testing is done through two phases, induction or
sensitization phase is by rubbing PVA-HA composite with catgut reinforced ointment puder on the ears. Local toxicity
testing is done by implantation of PVA-HA composite with catgut reinforced on the back catgut wistar rats. The results
showed no discoloration or induration on animal ears in all treatment and control groups on the sensitization and the
elicitation phase. There were no significant differences of the thickness of the wistar rats ears from all treatment groups
before and after treatment on measures 24, 48 and 72 hours (p >0.05). Microscopic examination showed no infiltration
of acute inflammatory cells such as neutrophils, basophils or eusinofil and chronic inflammatory cell infiltration such
as macrophages, lymphocytes and plasma cells. It can be concluded that the PVA-HA (60:40)composite with catgut
reinforced is a material that does not cause toxicity and hypersensitivity in experimental animals, thus potentially be
used as bone fractures fixation material.
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PENDAHULUAN menimbulkan reaksi alergi.’> Beberapa kekurangan
Biokompatibilitas merupakan kemampuan suatu tersebut menyebabkan perlunya dilakukan operasi
material untuk berinteraksi dengan sel-sel / jaringan sekunder untuk pengambilan kembali alat fiksasi ini,
hidup atau sistem metabolisme yang tidak menyebabkan yang menyebabkan peningkatan waktu dan biaya
toksisitas, injuri atau reaksi imun saat berfungsi pada perawatan.
tempat spesifik." Biokompatibilitas menentukan apakah Untuk menghindari operasi sekunder
bahan tersebut dapat digunakan di dalam tubuh, di dikembangkan penggunaan bahan polimer yang bisa
samping sifat secara fisik dan kimia, kemudahan proses, diserap tubuh,’®®® pada penelitian ini digunakan
estetika dan harga yang terjangkau. Secara umum, Polivinil Alkohol (PVA). Material ini sebelumnya telah
biokompatibilitas dapat diukur berdasarkan banyak digunakan untuk menggantikan jaringan tubuh
sitotoksisitas setempat, sistemik dan kemampuan yang mengalami kerusakan atau penyakit karena
menimbulkan alergi serta karsinogenik.? Tujuan dari uji memiliki sifat fisikokemikal terutama sifat bio-
biokompatibilitas adalah untuk mengetahui interaksi tribological yang sangat baik yaitu memiliki permukaan
antara material terhadap jaringan tubuh.* Respon licin, tahan terhadap gesekan dan keausan.'*** Bahan ini
inflamasi ditunjukkan dengan meningkatnya jumlah sel diketahui memiliki biokompatibilitas yang sangat baik
neutrofil terutama di bagian tepi dari jaringan yang sehingga telah digunakan pada beberapa aplikasi
mengalami reaksi toksisitas,’ sedangkan reaksi atau biomedis seperti drug delivery, lensa kontak, graf
respon imun akan terjadi apabila terdapat penolakan tulang, penutup luka dan jaringan lunak sendi
terhadap bahan implan berupa reaksi hipersensitivitas. lutut.®*"*® PVA memiliki karakteristik mekanis yang
Alat  fiksasi patah tulang selama ini rendah, sehingga selama ini diaplikasikan hanya pada
menggunakan material dari bahan logam seperti tempat yang tidak membutuhkan kekuatan mekanis
titanium, titanium-alloy atau cobalt chrome. Kekuatan yang tinggi.
dan kekakuan titanium yang terlalu tinggi dibandingkan Penelitian sebelumnya’®, PVA dikompositkan
dengan tulang yang patah menyebabkan stimulus tulang dengan beberapa material untuk meningkatkan
terus menerus. Kondisi ini menyebabkan terjadinya karakteristik ~ mekanisnya. Penelitian  tersebut
atropi tulang di bawah plat, yang selanjutnya menggunakan hidroksiapatit (HA) bovine sebagai bahan
menganggu pertumbuhan tulang terutama pada anak- pengisi (filler), anyaman catgut (bioresorbable suture)
anak.®’ Kekurangan lain material logam lainnya adalah sebagai penguat (reinforcement), dan glutaraldehid
bahan ini dapat terlihat atau teraba secara visual, sekrup sebagai crosslinker. Hidroksiapatit merupakan bahan
mudah longgar atau terlepas, sensitif terhadap suhu®® bioaktif, osteokonduktif serta memiliki
dan merupakan penghalang pada terapi radiasi.’®* biokompatibilitas yang baik.?’ Penelitian sebelumnya
Penelitian selanjutnya juga menunjukkan bahwa bahan menunjukkan bahwa komposit PVA-HA (60:40)
ini menyebabkan penyebaran ion—-ion logam pada dengan penguat catgut memiliki kekuatan mekanis yang
kelenjar limfe regional (lymph nodes) dan sering cukup dan stabil sebagai bahan penyambung patah
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tulang.” Tujuan penelitian ini adalah ingin mengetahui
apakah komposit PVA-HA (60:40) dengan penguat
catgut memiliki biokompabilitas yang baik tanpa
menimbulkan efek toksisitas dan hipersensitivitas pada
hewan coba, sehingga dapat digunakan sebagai bahan
penyambung patah tulang.

BAHAN DAN METODE
A. Pembuatan Spesimen Komposit

Pembuatan spesimen dilakukan dengan cara
sebagai berikut.”® Serbuk PVA dan HA ditimbang
masing-masing sesuai dengan proporsinya. PVA
dilarutkan dalam akuades dengan perbandingan 7,5%
(w/v), dipanaskan pada suhu 95 °C dengan 600 putaran
permenit (rpm) selama 30 menit. Setelah PVA larut,
ditambahkan HA sesuai perbandingan kelompoknya,
diaduk dengan mesin stirer dan dipanaskan pada suhu
60 °C dengan putaran 600 rpm selama 60 menit. Proses
lay up dilakukan selapis demi lapis pada cetakan yang
sudah diberi lapisan anyaman benang catgut,
dipanaskan menggunakan oven pada suhu 70 °C selama
15 menit. Dilakukan proses lay up dan pemanasan
selanjutnya sampai jumlah layer dan ketebalan yang
diinginkan.  Setelah cetakan penuh, dipanaskan
menggunakan oven pada suhu 70 °C selama 2 jam.
Setelah dingin, spesimen dikeluarkan dari cetakan dan
dipanaskan menggunakan oven pada suhu 70 °C selama
2 jam.

B. Uji Hipersensitivitas Kontak Tipe IV (Patch Tes)

Spesimen komposit PVA-HA (60:40) dengan
penguat catgut dipotong dan digerus menggunakan
wadah keramik (mortal) sampai halus. Serbuk yang
sudah halus ditimbang menggunakan timbangan digital
dan dicampur dengan vaselin menggunakan mortal
sesuai konsentrasi masing-masing. Setelah didapatkan
konsentrasi serbuk dalam vaselin 2,5%; 5% dan 10%,
salep dimasukkan dalam botol plastik tertutup dan
diberi tanda.

Jenis penelitian adalah eksperimental
laboratorium in vivo. Subjek penelitian menggunakan
20 ekor tikus putih galur Wistar (Rattus norvegicus),
jenis kelamin betina, umur 3 bulan dan berat 200-250
gram. Rancangan penelitian terdiri dari 3 (tiga)
kelompok perlakuan dan 1 (satu) kelompok kontrol,
masing-masing terdiri dari 5 (lima) ekor. Kelompok
perlakuan dibedakan berdasarkan konsentrasi komposit
PVA-HA (60:40) dengan penguat catgut terhadap salep
vaselin yaitu 2,5%, 5% dan 10%. Kelompok kontrol
mengandung salep vaselin saja. Sampel penelitian
adalah kulit punggung dan telinga tikus putih galur
Wistar. Pengujian dilakukan melalui dua tahap, tahap
induksi atau sensitisasi berlangsung sampai dengan 10
hari. Setelah diistirahatkan selama 3 hari, dilanjutkan
kontak tahap kedua (elisitasi) pada hari ke 14 dan
diamati pada periode 24, 48, dan 72 jam.

Tikus putih galur Wistar (Rattus norvegicus) 20
ekor dibagi menjadi 4 kelompok, masing-masing terdiri
dari 5 ekor. Semua hewan coba dibius dengan ketamin
0,2 cc dan dicukur pada kulit punggungnya. Kelompok |
(kontrol) diolesi bahan dasar salep (vaselin) pada kulit
punggung (Gambar 1.a), kemudian dibalut dengan
plester dengan lebar 2,5 cm. Kelompok II, I, IV,
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diolesi salep puder komposit PVA-HA (60:40) dengan
penguat catgut dengan konsentrasi berturut-turut 2,5%,
5% dan 10%, kemudian dibalut dengan plester selebar
2,5 cm. Plester dibuka setelah 10 hari. Setelah
diistirahatkan selama 3 hari, kemudian pada hari ke 14
dilakukan kontak tahap kedua (elisitasi) yaitu dengan
pengolesan salep puder komposit PVA-HA (60:40)
dengan penguat catgut sesuai kelompoknya pada daun
telinga (Gambar 1.b). Sebelum diolesi salep, dilakukan
pengamatan secara makroskopis dan ketebalan telinga
diukur dengan mikrometer.

Gambar 1. (a) Pengolesan salep pada tahap elisitasi; (b)
Pengolesan salep pada telinga luar; (c) Pengukuran telinga
dengan mikrometer

Pada periode waktu 24, 48, dan 72 jam dilakukan
pengamatan makroskopis pada telinga hewan coba dan
dilakukan pengukuran ketebalan telinga menggunakan
mikrometer  (Gambar 1l.c). Hasil pengamatan
makroskopis dicatat dengan cara pemberian skor 0-2,
yaitu: O (tidak ada tanda merah); 0,5 (warna pink/merah
muda); 1 (warna merah merata); 2 (benjolan warna
merah):?  selanjutnya dilakukan analisis  data
menggunakan uji statistik ANOVA satu jalan.

C. Uji Toksisitas Setempat

Uji toksisitas setempat dilakukan dengan cara
penanaman (implantasi) potongan komposit PVA-HA
(60:40) dengan penguat catgut pada kulit punggung
tikus putih galur Wistar. Selanjutnya dalam periode
waktu tertentu, bahan implan dibuka dan dilakukan
pemeriksaan kulit punggung tikus secara histologis dan
diamati di bawah mikroskop cahaya.

Jenis penelitian adalah eksperimental
laboratorium in vivo. Subjek penelitian adalah 8
(delapan) ekor tikus putih galur wistar (Rattus
norvegicus). Sampel penelitian adalah kulit punggung
tikus putih galur Wistar. Rancangan penelitian terdiri
dari 1 (satu) kelompok perlakuan dan 1 (satu) kelompok
kontrol, masing-masing berjumlah 5 ekor (lima) ekor.
Kelompok  perlakuan adalah  kelompok  yang
diimplankan potongan komposit PVA-HA (60:40)
dengan penguat catgut berukuran 0,5 x 0,5 x 0,5 cm di
bawah kulit (subkutan) punggung tikus putih galur
Wistar. Kelompok kontrol adalah kelompok tikus tanpa
dipasang implan.

Lima hewan coba dibius dengan ketamin 100 mg
sebanyak 0,2 ml. Kulit punggung hewan coba dicukur
berukuran 2x2 cm dan diinsisi pada bagian kulitnya.
Potongan komposit PVA-HA (60:40) dengan penguat
catgut berukuran 0,5x0,5x0,5 cm dimplankan di bawah
kulit (subkutan) punggung hewan coba dan dilakukan
penjahitan luka (Gambar 2.a). Setelah 5 hari, hewan
coba didekapitasi. Kulit punggung hewan coba dipotong



(eksisi) berukuran 2,5x2,5 cm (Gambar 2.b) dan di
simpan dalam wadah berisi cairan fiksatif (PBS 10%
dan formalin). Selanjutnya dilakukan prosedur
pemeriksaan histologis yang meliputi pembuatan blok
parafin, pengirisan dengan mikrotom dan pewarnaan
dengan hemaktosilin eosin (HE). Pengamatan slide
dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya
Olymphus® dengan pembesaran 40 kali. Hasil
pengamatan diproses dan ditampilkan menggunakan
optilab® viewer 2.1.

Gambar 2. Proses uji toksisitas setempat (a) Insisi pada kulit
punggung dan penanaman implan; (b) Eksisi kulit punggung
setelah 5 hari

HASIL DAN DISKUSI
1. Uji Hipersensitivitas Kontak Tipe IV (Patch
Test)

Pengujian dengan metode patch test dilakukan
dalam dua tahap yaitu tahap sensitisasi dan elisitasi.
Tahap sensitisasi dilakukan dengan cara kontak tahap
pertama Yyang berlangsung sampai dengan 10 hari,
dilanjutkan dengan kontak tahap kedua (tahap elisitasi)
pada hari ke 14 setelah diistirahatkan selama 3 hari.
Pengamatan dilakukan pada 24, 48 dan 72 jam setelah
kontak tahap kedua tersebut, dengan melihat adanya
perubahan bentuk dan warna daun telinga hewan coba
secara makroskopis serta adanya penebalan telinga.
Tabel 1 menampilkan tabulasi pengamatan secara
makroskopis perubahan bentuk dan warna telinga tikus
putih pada tahap sensitisasi dan elisitasi.

Tabel 1. Pengamatan makroskopis telinga tikus putih tahap
sensitisasi dan elisitasi (n=5)

Kip Harike10  24jam 48 jam 72 jam
Skor Skor Skor Skor
P1 0 0 0 0
P2 0 0 0 0
P3 0 0 0 0
K 0 0 0 0
Ket: P1(kelompok tikus putih yang mendapat paparan salep

2,5%, P2(kelompok tikus putih yang mendapat
paparan salep 5%, P3(kelompok tikus putih yang
mendapat paparan salep 10%, K(kelompok tikus putih
yang mendapat paparan salep vaselin saja)

Setelah dilakukan pengamatan secara
makroskopis, dilakukan pengukuran ketebalan telinga
tikus putih dengan menggunakan mikrometer. Data
ketebalan telinga yang dicatat pada periode 24, 48, dan
72 jam setelah tahap elisitasi dibandingkan dengan data
ketebalan telinga sebelum perlakuan dan kelompok
kontrol. Tabel 2 menampilkan rerata dan simpang baku

ketebalan telinga tikus putih sebelum dan sesudah

perlakuan.

Tabel 2. Rerata dan simpang baku ketebalan telinga tikus
putih sebelum dan sesudah pemaparan salep puder komposit
PVA-HA (60:40) dengan penguat catgut (n=5)

Sebelum 24 jam 48 jam 72 jam
Klp Tebal Tebal Tebal Tebal
(mm) (mm) (mm) (mm)
P1 0,40+0,05 0,43+0,05 0,45+0,04 0,45+0,01
P2 0,45+0,03 0,47+0,03 0,46+0,03 0,45+0,03
P3 0,43+0,02 0,46+0,02 0,47+0,01 0,44+0,01
K 0,44+0,06 0,48+0,05 0,47+0,05 0,47+0,05
Ket: P1(kelompok tikus putih yang mendapat paparan salep
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2,5%, P2(kelompok tikus putih yang mendapat paparan
salep 5%, P3(kelompok tikus putih yang mendapat
paparan salep 10%,K(kelompok tikus putih yang
mendapat paparan salep vaselin)

Hasil uji hipersensitivitas kontak dengan cara
pengamatan secara makroskopis menunjukkan tidak
adanya perubahan warna ataupun benjolan pada telinga
hewan coba pada semua kelompok perlakuan dan
kontrol pada tahapan sensitisasi maupun tahapan
elisitasi (Tabel 1). Hasil uji juga menunjukkan rerata
ketebalan telinga yang relatif sama pada semua
kelompok perlakuan dan kontrol pada tahapan
sensitisasi maupun tahapan elisitasi (Tabel 2). Uji
Anava Satu Jalan menunjukkan tidak terdapat pengaruh
dosis salep puder PVA-HA (60:40) dengan penguat
catgut (2,5%, 5% dan 10%) terhadap penebalan telinga
hewan coba pada pengukuran periode 24, 48 dan 72 jam
(p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa polimer PVA,
hidroksiapatit, catgut dan glutaraldehid secara individu
atau dalam bentuk komposit tidak bersifat imunogenik.

Hipersensitivitas kontak tipe IV adalah reaksi
tipe yang tidak diperantarai oleh antibodi tetapi oleh sel
T yang bersifat spesifik antigen. Aktivasi kelompok sel
T tertentu di dalam organ limpoid akan menyebabkan
lepasnya Ag-binding factor. Selanjutnya Ag-binding
factor akan mengaktivasi sel mast untuk menghasilkan
serotonin yang mengakibatnya naiknya permeabilitas
pembuluh darah, sehingga sel T spesifik antigen keluar
dari pembuluh darah menuju jaringan.?? Pada tahap
induksi, terjadi kontak antara alergen (hapten) dengan
komponen kulit. Hapten dan protein kulit berikatan
membentuk komplek hapten—carrier. Molekul alergen
diekspresikan ke permukaan sel dalam bentuk ikatan
dengan molekul major histocompatibility complex
(MHC) klas Il yang terdapat pada antigen presenting
cells (APC).” Selanjutnya bila terjadi kontak ulang
dengan antigen, sel T efektor yang spesifik antigen akan
menghasilkan limfokin yang bersifat kemotaktik
sehingga terjadi infiltrasi sel-sel inflamasi yang
menimbulkan adanya gambaran kemerahan (erythema)
dan penonjolan (indurasi) pada tempat terjadinya reaksi
tersebut. %22

Pemaparan salep puder komposit PVA-HA
(60:40) dengan penguat catgut tidak menyebabkan
terjadinya ikatan dengan komponen protein pada kulit.
Kondisi ini menyebabkan tidak terbentuknya kompleks
hapten carrier, menyebabkan tidak terjadinya ikatan
dengan MHC Klas Il yang dimiliki oleh sel Langerhans
epidermis. Dengan demikian, tidak terjadi reaksi



hipersensitivitas pada fase induksi ataupun fase elisitasi.
Kondisi ini menunjukkan bahwa komposit PVA-HA
(60:40) dengan penguat catgut tidak menyebabkan
reaksi hipersensitivitas kontak tipe 1V pada hewan coba.

2. Uji Toksisitas Setempat

Uji toksisitas setempat dilakukan dengan cara
penanaman potongan komposit PVA-HA (60:40)
dengan penguat catgut pada kulit punggung tikus putih
galur Wistar. Pada hari ke-6, bahan implan dibuka dan
dilakukan pemeriksaan kulit punggung tikus secara
histologis dan diamati di bawah mikroskop cahaya.
Pemeriksaan yang sama juga dilakukan pada kelompok
kontrol yaitu kelompok tikus tanpa dipasang implan.
Gambar 3 menampilkan gambaran histologis potongan
jaringan kulit punggung tikus pada kelompok perlakuan
dan kontrol tersebut.

Gambar 3. Gambaran mikroskopis jaringan kulit punggung
tikus setelah implantasi (a) Kelompok Perlakuan dan (b)
Kelompok Kontrol (perbesaran 40 x)

Gambaran histologis potongan jaringan kulit
punggung tikus putih pada kelompok perlakuan dan
kontrol menunjukkan gambaran lapisan epidermis dan
dermis normal (Gambar 3). Tidak tampak adanya
infiltrasi sel radang akut seperti neutrofil, eusinofil dan
basofil ataupun infiltrasi sel radang kronis seperti
makrofag, limposit dan sel plasma. Kondisi tersebut
menunjukkan bahwa komposit PVA-HA (60:40)
dengan penguat catgut tidak menyebabkan reaksi
toksisitas setempat yang ditandai dengan tidak adanya
infiltrasi sel radang.

Suatu material dapat menimbulkan efek toksik
jika material tersebut berhubungan langsung dengan sel
atau jaringan sasaran.? Material toksik harus menembus
membran yang melindungi makhluk hidup (organisme)
dari pengaruh luar untuk dapat menimbulkan suatu efek
toksik. Perpindahan zat toksik dari satu bagian tubuh
dengan cara menembus beberapa membran biologik
yang terjadi pada proses absorbsi, distribusi, dan
ekskresi.® Alat fiksasi patah tulang rahang dipasang
untuk memfiksasi kedua sisi tulang yang patah,
sehingga akan kontak langsung dengan tulang pada sisi
dalam dan gusi pada sisi luar. Material yang kontak
tersebut dapat menyebabkan lepasnya mediator kimia
dan faktor-faktor pertumbuhan sehingga menimbulkan
reaksi keradangan sekitar plat tersebut. Implantasi
material tersebut menyebabkan terjadinya reaksi tubuh
terhadap benda asing, dimulai dari respon inflamasi
akut, bahkan pada beberapa kasus dapat menyebabkan
terjadinya respon inflamasi kronis, yaitu terbentuknya
jaringan granulasi dan kapsul fibrus.®® Lama dan
intensitas masing-masing respon ini tergantung atas
luasnya injuri yang terjadi pada implantasi, komposisi
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kimia material, bentuk permukaan, porositas, kekasaran,
bentuk dan ukuran implan.”’

Reaksi toksisitas akut, diawali dengan adanya
respon inflamasi pada jaringan dan secara morfologi
menunjukkan gambaran sel yang membengkak, terjadi
denaturasi protein dan hidrolisis, serta hilangnya
komponen sel.?? Inflamasi berupa respon protektif tubuh
terhadap trauma atau benda asing yang berbahaya
dengan gejala lima tanda radang yang ditetapkan oleh
Cornelius Celsus antara lain: yaitu sakit (dolor), panas
(calor), merah (rubor), bengkak (tumor), dan hilangnya
fungsi (functiolaesa).”*° Tanda-tanda tersebut di atas
dijumpai pada kondisi radang akut, namun pada radang
kronis bila fokus-fokus radang sudah mulai berkurang,
tanda-tanda tersebut akan menghilang.®

SIMPULAN

Dari hasil penelitian dan pembahasan di atas
dapat disimpulkan bahwa komposit PVA-HA (60:40)
dengan penguat catgut merupakan bahan yang
biokompatibel tanpa menimbulkan efek toksisitas dan
hipersensitivitas pada hewan coba, sehingga berpotensi
digunakan sebagai bahan penyambung patah tulang.
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