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ABSTRAK

Latar belakang : Nyeri akut pasca pembedahan merangsang corficolropin
releasing factor dan adrenal untuk melepaskan kortisol. Infiltrasi anestetik lokal
terbukti mengurangi nyeri akut, menurunkan kortisol. Levobupivakain, anestetik
lokal durasi panjang efektif mengurangi nyeri akut. Kortisol menyebabkan depresi
neutrofil segmen.

Tujuan : Membuktikan adanya hubungan antara kadar kortisol serum, neutrofil
segmen dan infiltrasi anestétik lokal levobupivakain pada penyembuhan luka.
Metode : Dilakukan penelitian eksperimental pada hewan coba tikus Wistar,
dengan desain randomized post test only control group. Sampel 15 ekor dibagi
menjadi 3 kelompok; kelompok I kontrol, kelompok 1 insisi subkutis, kelompok
I insisi subkutis dan infiltrasi levobupivakain setiap 8 jam selama 24 jam.
Diperiksa kadar kortisol seram, absolute neutrophil count serta neutrofil segmen
jaringan pada jam ke-24 pasca insisi. Data dianalisis dengan uji beda Kruskal-
Wallis. Hubungan antara kadar kortisol serum dan neutrofil segmen dianalisis
menggunakan uji korelasi Spearman.

Hasil - Kadar kortisol serum antara kelompok I, Il dan HI berbeda bermakna
(p=0,002). Absolute neutrophil count antara kelompok I, T dan I berbeda tak
bermakna (p=0,100). Kuantitas neutrofil segmen jaringan antara kelompok I, II
dan TTI berbeda bermakna (p=0,007). Hubungan antara kadar kortisol serum dan
fuantitas neutrofil segmen tak bermakna (1=0,057), (p=0,839).

Simpulan : Kadar kortisol serum kelompok infiltrasi levobupivakain lebih rendah
dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi levobupivakain. 4bsolute neutrophil count
darah kelompok infiltrasi dibandingkan tanpa infiltrasi levobupivakain berbeda
tak bermakna. Kuantitas neutrofil segmen jaringan pada kelompok infiltrasi
levobupivakain lebih besar dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi
levobupivakain Tidak terdapat hubungan antara kadar kortisol serum dan
neutrofil segmen pada proses penyembuban luka.

Kata kunci  : levobupivakain, kadar kortisol serum, neutrofil segmen.
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ABSTRACT

THE CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF SERUM CORTISOL,
SEGMENTED NEUTROPHIL AND LEVOBUPIVACAINE
INFILTRATION ON WISTAR RATS WOUND HEALING

Background : Post operative acute pain stimulates corticotropin releasing factor
and adrenal to release cortisol. The use of local anaesthetic infiltration is consider
to control acute pain and will decrease the level of cortisol. Levobupivacaine is a
long acting local anaesthetic, suitable for pain control. Cortisol has an ability to
depress segmented neutrophil.

Objective : To prove the correlation between the level of serum cortisol, the
number of segmented neutrophil and levobupivacaine infiliration.

Methods : This study was an animal experimental stady, randomized post test
only control group design, 15 Wistar rats were divided into 3 groups. Group 1,
control, group 11, rats that got incisions without levobupivacaine infiitration and
group I1I, rats that got incisions and levobupivacaine infiltration every 8™ hours
for 24 hours. On 1% day, blood sample was taken and analyzed for the level of
serum cortisol, absolute neutrophil count and the number of segmented neutrophil
from tissue biopsy was done, Data were analyzed using Kruskal-Wallis test. The
carrelation between the level of serum cortisol and the number of segmented
newtrophil were analyzed using Spearmans correlation test.

Results : There was a significant difference on the level of serum cortisol between
group L, I and T, (p=0.002). There was no significant difference of absolute
neutrophil count between group I, II and III, {p=0.10C). There was a significant
difference on the number of segmented neutrophil from tissue biopsy between
group 1, I and HI, (p=0.007). There was no correlation between the level of serum
cortisol and the number of segmented neutrophil (p=0.839).

Conclusions : The level of serum cortisol in levobupivacaine infiltration group
are lower than that without levobupivacaine infiltration. The number of fissue
segmented neutrophils are greater in levobupivacaine infiltration group and
there’s no significant difference concerning absolute neutrophil count between
those two groups. There’s no correlation between the level of serum cortisol and
the number of segmented neutrophil on wound healing process.

Key words : Levobupivacaine, the level of serum cortisol, segmented neutrophil.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang masalah

Penyembuban Iuka merupakan mekanisme tubuh untuk memperbaiki
kerusakan jaringan akibat frauma yang melibatkan proses kompleks meliputi :
hemostasis, inflamasi akut, regenerasi, migrasi sel, proliferasi sel parenkim,
sintesis protein extracellular matrix (ECM), remodelling jaringan ikat,
pembentukan kolagen dan akuisisi kekuatan luka. ">

Penyembuhan luka dipengaruhi oleh faktor sistemik dan lokal. Salah satn
faktor sistemik tersebut adalah hormon glukokortikoid. Hormon ini mempunyai
efek anti inflamasi, supresi nentrofil, menghambat pembentukan fibroblas dan
sintesis kolagen.! Elenkov dkk melaporkan bahwa glukokortikoid, katckolamin
dan histamin menyebabkan supresi imunitas seluler dan respons imun humoral ?
Webster dkk melaporkan corticotropin releasing hormone (CRH) berperan
penting sebagai pengatur reaksi aksis hypothalamic pituitary adrenal (HPA)
sebagai Tespons tubuh terhadap stres. CRH merangsang pituitary untuk
melepaskan adrenocorticotropin hormone (ACTH) yang menekan sistem imun
secara tidak langsung melalui glukokortikoid dan atau mekanisme sistem
simpatis. Pada respons stres beberapa mediator seperti fumor necrosis Jactor
(TNF)-o, interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) akan memacu CRH dan atau
sekresi vasopresin yang berfungsi untuk mencegah inflamasi berlebihan*®

Kortisol menekan inflamasi dengan menjaga keseimbangan membran lisosom,




menurunkan pelepasan lisosom, menurunkan permeabilitas kapiler, mencegah
kebocoran plasma dan mengurangi migrasi neutrofil ke jaringan inflamasi.>”

Neutrofil sebagai sel fagosit pertama yang bereaksi pada inflamasi. Sel ini
dengan proses kemotaksis berfungsi scbagat fagosit dan bakterisid yang
mengontrol kontaminasi lokal dan mencepah infeksi. Neutrofil melepaskan
protease yaitu elastase dan kolagenase yang berfungsi untuk memperbaiki
kerusakan sel, merubah extracellular matrix dan membersihkan luka dari sel yang
rusak. Luka yang bersih, bebas infeksi akan memperbaiki penyembuhan luka.®
Neutrofil juga mengaktivasi makrofag, melepaskan sitokin, memacu sel fibroblas
dan keratinosit untuk penyembuhan Tuka.>”

Stres pembedazhan menimbulkan respons berupa peningkatan sekresi
hormon katabolik vaitu glukokortikoid, hipermetabolisme, aktivasi sistem
otonom, peningkatan kerja jantung, nyeri, pangguan paru, gangguan saluran
cemna, gangguan sistem koagulasi, fibrinolitik dan imunosupresi.’ Stres nyeri
menjadi stresor pemicu pelepasan glukokortikoid dan endorfin.’”® Nyeri pasca
pembedahan bila tidak dikelola dengan baik akan memperpanjang fase katabolik
berupa peningkatan glukagon, kortisol.™® Peningkatan kortisol 3 kali dari kondisi
basal dengan pencetus stres berupa stimulasi suara pada tikus telah dilaporkan
peneliti terdabulu,!

Beberapa cara felah dilakukan untuk mengurangi terjadinya stres
pembedahan. Pedersen mengurangi respons stres pembedahan dengan teknik
pembedahan non invasif, penggunaan analgetik opioid dan blok saraf, > Bardram

melaporkan teknik laparaskopi, anestesi epidural, nutrisi dini, mobilisasi dini dan




analgetik adekuat terbukti mampu mengurangi respons stres pembedahan. ”
Infiltrasi anestetik lokal dapat mengurangi intensitas nyeri, schingga mengurangi
sekresi glukokortikoid."” Penggunaan infiltrasi bupivakain di sekitar luka pada
dosis tunggal'? atau dosis berulang terbukti efekitif mengurangi nyeri selama 24
jam pasca operasi., mengurangi kebutuhan opioid,”? mengurangi komplikasi
infeksi, inflamasi lokal,'* menurunkan katabolisme protein, mengurangi gangguan
paru, mengurangi pelepasan katekolamin, kortisol dan glukagon,’

Beberapa peneliti telah melaporkan pemakaian anestetik lokal lidokain,
bupivakain topikal pada luka bakar terbukti menghambat ekstravasas: plasma,
mengurangi nyeri, mengurangi komplikasi infeksi maupun alergi, tidak
menyebabkan peradangan lokal, memiliki efek bakteriostatik serta proses
penyembuban uka lebih baik. 17 pepeliti fersebut mengukur berkurangnya
intensitas nyeri dengan penilaian visual analog pain score, tanpa melakukan
pemeriksaan kortisol dan perubahan neuirofil segmen selama masa inflamasi.
Penggunaan infiltrasi levobupivakain di sekitar luka belum dilaporkan.

Penelitian ini akan menerapkan hal barn yaitu penggunaan
levobupivakain, obat anestetik lokal déngau depresi jantung dan sistem saraf pusat
minimal, lama kerja obat 6-8 jam pada penggunaan secara infilfrasi, efektif untuk
mengurangi nyeri akut selama 24 jam pertama pasca pembedahan. Cara ini lazim
digunakan dalam aplikasi klinis anestetik lokal untuk mengurangi nyeri akut.
Infiltrasi levobupivakain di sekitar luka bertujuan untuk menghambat transmisi
rangsang nyeri di jalur saraf. Infilirasi diulang tiap 8 jam sesuai masa kerja obat

selama periode nyeri akut 24 jam pasca insisi. Kadar kortisol serum, absolute




neutrophil éount darah dan neutrofil segmen jaringan diperiksa pada jam ke-24
pasca insisi berdasarkan pertimbangan pada saat tersebut kadar kortisol dan
neutrofil segmen mencapai maksimal. Penelitian ini dilakukan pada binatang
percobaan tikus karena perlakuan insisi tanpa analgetik, tindakan biopsi jaringan
pada jam ke-24 pasca insisi tidak etis bila diterapkan pada manusia. Pemilihan
tikus Wistar berdasarkan pertimbangan karena ukuran tububnya cukup besar,

mudah diperoleh, mudah diberi perlakuan dan lebih tahan terhadap perlakuan.

1.2 Rumusan masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, dirumuskan masalah: Apakah
terdapat hubungan antara kadar kortisel serﬁm, neutrofil segmen darah dengan
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain pada inflamasi awal dalam perjalanan

penyembuhan luka.

1.3 Tujuan penelitian
1.3.1 Umum

Membuktikan bahwa kadar kortisol serum lebih rendah, kuantitas neutrofil
segmen darah dan jaringan lebih besar pada infiltrasi anestetik lokal
Jevobupivakain, Membuktikan adanya hubungan antara kadar kortisol serum
dengan neutrofil segmen darah pada inflamasi awal dalam perjalananan

penyembuhan luka.




1.3.2 Khusus

1. Membuktikan kadar kortisol serum lebih rendah pada kelompok infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain dibandingkan kelompok fanpa infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain. |

2. Membukiikan kuantitas neutrofil segmen darah lebih besar pada kelompok
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain dibandingkan kelompok tanpa
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain.

3. Membuktikan kuantitas neutrofil segmen jaringan lebih besar pada
kelompok infiltrasi anestetik lokal levobupivakain dibandingkan kelompok
tanpa infiltrasi anestetik lokal ievobupivakain. |

4. Membuktikan adanya hubungan antara kadar kortiso! serum dan kuantitas
neutrofil segmen darah pada inflamasi awal dalam perjalanan

penyembuhan luka.

1.4 Manfaat penelitian

1. Sumbangan teori untuk mengungkap mekanisme perbaikan inflamasi
dalam perjalanan penyembuhan luka.

2. Dasar bagi penclitian lebih lanjut untuk memperbaiki inflamasi dalam
perialanan penyembuhan luka berdasarkan kadar kortisol serum lebih
rendah, kuantitas neutrofil segmen darah dan jaringan lebih besar.

3. Infiltrasi anestetik lokal levobupivakain di sekitar luka secara klinis dapat
digunakan untuk memperbaiki inflamasi awal dalam perjalanan

penyembuhan luka.




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 I,evnbupivﬁkain

Levibupivakain adalah anestetik lokal golongan amida (CONH-} dengan
atom karbon asimetrik dan isomir Leve(-). Levobupivakain memiliki pKa 8,1.
Peningkatan pH akan meningkatkan molekul basa bebas, molekul bebas melintasi
membran akson dengan mudah dan beraksi lebih cepat. Ikatan dengan protein
lebih dari 97% terutama pada asam o -1 glikoprotein dibandingkan pada albumin.
Penderita hipoproteinemi, sindrom nefrotik, kurang kalori protein dan bayi baru
lahir dengan sedikit kadar protein akan menyebabkan kadar obat bebas dalam
plasma tinggi sehingga efek toksik sudah terlibat pada dosis rendah'”'®,
Metabolisme obat terjadi di hepar oleh enzim sitokrom P450. Bersihan obat dalam
plasma akan menurun bila terjadi gangguan fungsi bepar. "

Mekanisme aksi levobupivakain sama dengan bupivakain atau anestetik
lokal lain. Apabila minimum local analgesic concentration (MLAC) tercapai,
obat melingkupi membran akson, menutup kanal natrium berakibat hambatan
permeabilitas kanal natrium, sehingga tidak tercapai ambang aksi potensial. Efek
ini menyebabkan hambatan depolarisasi dan penghambatan transmisi impuls
saraf %® Levobupivakain menimbulkan kejadian depresi jantung lebih sedikit
dibandingkan bupivakain dan repivakain, Gejala toksisitas sistem saraf pusat pada

levobupivakain terjadi pada dosis lebih tinggi dibandingkan bupivakain.”’




Levobupivakain dapat digunakan untuk anestesi epidural, subarakhnoid,
blok saraf perifer, infiltrasi lokal, analgesik obstetri dan pengelolaan nyeri pasca
operasi. Dosis tunggal maksimum adalah 2 mg /kg bb dan 5,7 mg/kg bb (400 mg)
dalam 24 jam."® Dosis infiltrasi maksimal 175 mg pada dosis tunggal. "’ Efek
samping obat diantaranya hipotensi, bradikardi, mual, muntah, gatal, nyeri kepala,

pusing, telinga berdenging, gangguan buang air besar dan kejang.”

2.2 Patofisiologi nyeri
Nyeri akibat kerusakan jaringan bersifat subyektif, gejala psikologis
bervariasi, menyatu dengan emosi dan pikiran menghasilkan pengalaman hidup

kompleks. Nyeri merupakan proses pengalaman ayeri 2%

reaksi sensoris sistem
nosiseptif mendadak dan merupakan sinyal mekanisme pertahanan tubuh
Pengelolaan nyeri tidak adekuat berakibat penurunan gerak pernapasan,
kemampuan batuk, ketakutan untuk mobilisasi, kecemasan, peningkatan
pelepasan katekolamin, Katekolamin yang tinggi berefek terhadap pemanjangan
fase katabolik berupa peningkatan glukagon, kortisol.>*>* Bardram melaporkan
penggunaan teknik laparaskopi, teknik anestesi ekstradural, nutrisi dini, mobilisasi
dini dan analgetik opioid dapat mempersingkat lama rawat inap di rumah sakit
tanpa menimbulkan komplikasi jantung, tromboemboli, infeksi, dan kelelahan

Tahap terjadinya nyeri sebagai berikut :

2.2.1 Transduksi
Kerusakan jaringan menyebabkan terlepasnya substansi kimiawi endogen

yaitu: bradikinin, substansi P, serotonin, histamin, ion H, ion X dan prostaglandin.




Kerusakan membran sel akan melepaskan senyawa phospholipid yang
mengandung asam arakhidonat dan dengan pengaruh prostaglandin endoperoxide
synthase akan membentuk mediator inflamasi sekaﬁgus mediator nﬁeri yaitu
tromboksan, prostaglandin dan prostasiklin, Kombinasi scnyawa ini menimbulkan
vasodilatasi dan peningkatan permeabilitas kapiler lokal. Tubuh akan melepaskan
sitokin proinflamasi yaitu ; IL-18, IL-6, TNF-a, inferferron (IFN}y. Proses

transduksi ini dapat dihambat obat anti inflamasi non steroid. %

2.2.2 Transmisi

Scrabut perifer terdiri dari serabut sensoris, motorik somatik, motorik
otonomik. Serabut yang menghantarkan impuls nosiseptif adalah serabut AS dan
C. Impuls di neuron aferen primer melewati radiks pesterior menuju ke kornu
posterior medula spinalis pada berbagai tingkat den membentuk badan sel dalam
ganglia radiks posterior. Impuls dihantarkan ke neuron aferen sekunder menuju ke
traktus spinotalamikus lateralis, somatosensorik di korteks serebri Proses

transmisi ini dapat dihambat oleh obat anestetik lokal.2*%*

2.2.3 Modulasi

Impuls yang mencapai kornu posterior medula spinalis akan mengalami
penyaringan intensitas. Sistem pengendali modulasi ini dikenal sebagai sistem
gerbang kendali nyeri di medula spinalis. Modulator penghambat nyers di medula
spinalis yaitu dinorfin, enkefalin, noradrenalin, dopamin 5 HT2 dan gama amino
butiric acid (GABA). Sedangkan yang meningkatkan nyeri yaitu substansi P,

adenosin triphospate (ATP) dan asam amino eksitatori. 25,26




2.2.4 Persepsi
Hasil proses integrasi pada pusat kognisi, afeksi dan impuls nyeri yang

dirasakan individu.”>?’
2.3 Proses penyembuhan luka

Penyembuhan luka merupakan proses kompleks, meliputi hemostasis,
inflamasi akut, regenerasi , migrasi dan proliferasi sel parenkim, sintesis protein
ECM, remodelling jaringan ikat dan parenkim, kolagenasi dan akuisisi kekuatan

fuka (gambar 1)."

2.3.1 Fase inflamasi

Kerusakan sel memicu reaksi vaskuler kompleks pada jaringan ikat
dengan pembuluh darah. Reaksi ini berguna sebagai proteksi terhadap jaringan
yang mengalami kerusakan agar tidsk mengalami infeksi dan meluas tak
terkendali. Proses inflamasi sangat erat berhubungan dengan penyembuhan luka.
Inflamasi cenderung menimbulkan nyeri. Tanpa adanya inflamasi tidak akan
terjadi proses penyembuhan das luka akan tetap menjadi sumber nyeri.">*° Fase
inflamasi terjadi pada hari ke-0-5 dan dimulai segera setelsh terjadi luka. Luka
mengakibatkan kerusakan struktur jaringan dan perdarahan. Darah akan mengisi
jaringan cedera dan terjadi degranulasi trombosit dan pengaktifan faktor
Hoageman. Terjadi aktivasi komplemen kinin, kaskade pembekuan dan
pembentukan plasmin. Keadan ini memperkuat sinyal dari daerah luka, tidak saja
mengaktifkan pembentukan bekuan yang menyatukan tepi luka tetapi juga

akumulasi dari beberapa mitogen dan menarik zat kimia ke daerah luka.




Pembentukan kinin dan prostaglandin menyebabkan vasodilatasi, peningkatan
permeabilitas pembuluh darah dan edema.’? Sel polymorphonuclear (PMN)
terutama neutrofil adalah sel pertama yang menuju ke daerah luka. Jumlahnya
akan meningkat cepat dan mencapai puncak pada jam ke-24-48. Neutrofil
berperan untuk fagositosis, mencerna organisme patologis dan sisa jaringan. Bila
tidak terjadi infeksi neutrofil berumur pendek dan jumlahnya menurun cepat
setelah hari ke-3."%¢

Elemen imun seluler yang berikutnya adalah makrofag, limfosit T dengan
jumlah bermakna pada hari ke-S dan mencapai puncak pada hari ke-7. Makrofag
dan limfosit T penting keberadaanya pada penyembuhan luka normal. Makrofag
berperan untuk fagositosis dan mencerna organisme patologis dan sisa jaringan.
Makrofag juga mengekspresi sitokin, faktor pertumbuhan dan substansi lain yang

mengawali dan mempercepat pembentukan jaringan granuiasi_"liﬁ

2.3.2 Fase proliferasi

Fase ini terjadi pada hari ke-3-14. Fase proliferasi ditandai dengan
pembentukan jaringan granulasi. Jaringan granulasi merupakan kombinasi elemen
seluler termasuk fibroblas dan sel inflamasi, bersama dengar kapiler baru
tertanam dalam jaringan longgar ekstra seluler dari matriks kolagen, fibronektin
dan asam hialuronik. Fibroblas juga memproduksi kolagen dalam jumlah besar,
upsur utama ECM yang berguna membentuk kekuatan pada jaringan parut.””
Revaskularisai dari luka terjadi secara bersamaan dengan fibroplasia. Pada hari
ke-2 sel endotelial mulai bermigrasi sebagai respons stimuli angiogenik. Proses

ini terjadi dari kombinasi protiferasi dan migrasi (gambar 1). 136
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Gambar 1. Fase penyembuhan fuka (Mast 4B, 2000)

2.3.3 Fase maturasi

Fase ini berlangsung dari hari ke-7 sampai 1 tahun, meliputi
pembentukan ECM, reorganisasi, migrasi sel, penumpukan kolagen oleh
fibroblas. Asam hialuronidase dan proteoglikan berperan dalam pembentuken
ECM. Sintesis kolagen akan dipacu oleh faktor pertumbuhan yaitu fibroblast
growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF)y§ dan -1, L4,
immunoglobulin G1 (gG1) yang diproduksi leukosit dan limfosit. Pada proses
remodelling jaringan, faktor pertumbuhan dan IL-1, TNF-0 akan memacu sintesis
kolagen dan aktivasi metaloproteinase yang berfungsi untuk degradasi komponen
ECM yang merupakan remodelling kerangka jaringan ikat. Kecepatan sintesis
kolagen mengembalikan luka menjadi jaringan normal terjadi dalam waktu 6

bulan sampai 1 tahun, ¢
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2.4 Peran kortisol pada penyembuhan luka

Aktivitas glukokortikoid 95% berasal dari kortisol, sebagian lain dari
kortikosteron dan kortison. Kortisol meningkatkan glukoneogenesis, katabolisme
protein, mobilisasi asam lemak dan anti inflamasi”® Pada reaksi inflamasi,
kortisol menstabilisasi membran lisosom menyebabkan penurunan pelepasan
lisosom vang dipicu inflamasi. Kortisol menurunkan permeabilitas kapiler
sehingga mencegah kebocoran plasma ke jaringan, sehingga mencegah edema.
Kortisol menurunkan migrasi neutrofil ke jaringan inflamasi. Kortisol mengurangi
jumiah neutrofil dan eosinofil dalam darah beberapa menit setelah pemberian.
Kortisol menyebabkan atropi jaringan limfoid tubuh yang menyebabkan
penurunan produksi antibodi. Semua ini menurunkan imunitas tubuh dalam
melawan bakteri atau virus. Kemampuan kortisol menekan imunitas berguna
dalam mengurangi respons penolakan imunologis pada transplantasi jaﬁngan."z"‘
Mekanisme glukokortikoid dalam menghambat inflamasi melalui ikatan dengan
reseptor glukokortikoid dalam sitoplasma, sehingga terjadi dimerisasi, translokasi
menuju pukleus dan berikatan dengan glucocorticoid response elements (GRE).
Tkatan ini terjadi dalam gen yang responsif schingga meningkatkan transkripsi gen
untuk protein anti inflamasi yaitu lipocortin-1, 1L-10, 1L-1 receptor antagonist
dan neutral endopeptidase. Glukokortikeid menghambat faktor inflamasi seperti
sitokin, enzim, reseptor dan molekul adhesi Mekanisme ini terjadi akibat
penghambatan langsung reseptor glukokortikoid terhadap faktor transkripsi yang
mengatur ekspresi faktor inflamasi seperti nuclear factor-kappa B and aktivator

protein-1 A
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Kortisol mencegah respons inflamasi akibat reaksi alergi seperti edema
laring, mempengaruhi aktivasi komplemen dan 1eukotrien.®® Kostisol disckresi
dari korteks adrenal 20 yg/hari pada kondisi basal, meningkat pada stimulasi stres
maksimal sejumlah 150 pg/hari. Kadar kortisol plasma tertinggi pada pagi hari 8-
25 pg/dL Tkatan kortisol dengan globulin atan disebut transkortin sejumlah 80-
90%. Waktu paruh eliminasi 70 menit. Degradasi di hepar menjadi 17-
hidroksikortisteroid, dan ekskresi melélui urine.

Pengaturan sekresi kortisol melalui perangsangan anterior pituitary oleh
CRH yang akan melepaskan ACTH, selanjutnya akan melepaskan kortisol ke
dalam darah. CRH merupakan pengatur utama sekresi glukokortikoid. Kortisol
berperan pada mekanisme vmpan balik negatif langsung ke hipotalamus dan
pituitary, akan menghambat pelepasan CRH dan ACTH. TNF-, IL-1, dan 1L-6
diproduksi berurutan. Ketiganya disebut scbagai tissue corticotropin releasing
hormone yang akan merangsang aksis HPA, ACTH untuk memproduksi
glukokortikoid. Glukokortikoid mempengaruhi sirkulasi leukosit dan menghambat
beberapa fungsi leukosit. Hormon ini menekan fungsi limfosit TH-1, memacu
apoptosis eosinofil dan beberapa limfosit T. Glukokortikoid menghambat ekspresi
molekul adhesi, reseptornya serta memacu reaksi fase akut. 420

Respons stres dapat menghalangi mekanisme umpan balik negatif dan
berakibat peningkatan kortisol. Pemberian kortikosteroid jangka lama berakibat

penckanan aksis HPA menyebabkan hambatan pelepasan kortisol stres, "%




2.5 Peran neutrofil segmen pada penyembuban luka

Luka mengzkibatkan sel inflamasi, epitel, endotel, trombosit dan fibroblas
dilepaskan bersamaan dan berinteraksi untuk memulihkan kerusakan. Proses
hemostasis segera terjadi berupa vasokonstriksi, agregasi trombosit, dan aktivasi
proses pembekuan darah. Bekuan darah akan berfungsi sebagai pertahanan
terhadap kontaminasi bakteri dan mem:egﬁh kehilangan cairan. Fibrin,
fibronektin, asam hialuronik akan mengisi daerah luka untuk meﬁxbexxtuk ECM.
Pembentukan matriks ini akan berfungsi sebagai perekat sel dan jatur masuk sel
ke daerah luka. Vasodilatasi, peningkatan permesbilitas pembuluh darah dan
pelepasan kemoatrakian C5a, protein bakteri, leukotrien By akaﬁ terjadi di sekitar
ks, Kemoatraktan alan menarik leukosit PMN dalam sirkulasi kapiler. ‘Neutrofil
akan bereaksi dan terjadi akumulasi neutrofil mendekati sel endotel dinding
venula. Proses ini disebut marginasi. Akumulasi dan penempelan_neutroﬁl pada
permukaan endotel terjadi karena adanya molekul adhesi yang dilepaskan endotel
akibat pengaruh IL-1 yang diproduksi neutrofil. Molekul adhesi tersebut antara
lain B-selektin, intercellular adhesion molecule (ICAM). Selanjuinya neutrofil
bergulir pada permukaan endotel akibat daya dorong aliran plasma. Penempelan
neutrofil pada endotel makin kuat dan bergerak akiif secara diapédesis, kemudian
berhenti dan mengeluarkan pseudopodia, mengerutkan dirl ménjiusup melewati
celah antara membran basalis scl endotel dan bermigrasi meﬁmggélkan kapiler
menujn jaringan interstitial yang rusak. Neutrofil akan menguatkan proses
inflamasi dengan melepaskan sitokin seperti TNF-& dan interleukin, 7 Neutrofil

berperan dalam mekanisme bakterisid dan fagositosis  yang mengonirol
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kontaminasi lokal dan mencegah ixifeksi‘ Neutrofil melepaskan protease untuk
memperbaiki kerusakan sel, merubah ECM dan membersihkan Tuka’

Aktivitas seperti neutrofil juga terjadi pada eosinofil, basofil, monosit dan
limfosit. Di jaringan sasaran, neutrofil aktif mematikan dan menghancurkan
mikroba. Pada saat yang sama juga terjadi proses penyemhuhan.l'” Jumlahnya
meningkat cepat dan mencapai puncaknya dalam 24 — 48 jam. Neutrofil berperan
untuk fagositosis dan mencerna organisme patologis dan sisa jaringan, Bila tidak
terjadi infeksi, neutrofil berumur pendek dan jumlahnya menurun dengan cepat

setelah hari ke-3.> Peran neutrofil dominan pada fase inflamasi (tabel 1)1

Tabel 1. Peran neutrofil segmen pada penyembuhan luka (Mast AB, 2000)

Fase Sel yang berperan

Proses koagulasi Platelet
Inflamasi Platelet
Neutrofil
Migrasi / proliferasi / granulasi Makrofag
Lymfosit
Fibroblas
Sel epithelial
Sel endotel
Maturasi / remodelling Fibroblas

11. 6 Pengaruh anestetik lokal pada penyembuhan luka

fufiltrasi anestetik lokal levobupivakain dapat mengurangi intensitas nyeri
dengan menghambat jalur transmisi impuls nyeri. Infiltrasi bupivakain 0,25%
dosis tunggal di sekitar luka irisan dapat mengurangi nyeri pasien yang menjalani
sectio caesaria sclama 24 jam pasca operasi.”” Infiltrasi bupivakain 0,25% dosis

tunggal atau berulang di sekitar luka telah terbukti mampu mengurangi nyeri
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pasca operasi dan mengurangi kebutuban analgetik opioid tanpa komplikasi
infeksi, inflamasi lokal. Penggunaan konsentrasi 0,25% lebih efektif dibandingkan
0,5%, namun berbeda tidak bermakna dengan 0,125%. Hal ini dinilai dalam
kaitan dengan potensi analgesik, penambahan opioid, komplikasi, kepuasan
pasien, biaya dan lama tinggal di rumah sakit.'>"

Nyeri secara langsung dapat menimbulkan stres pada sistem imun, atau
melatui peptida hipotalamus, pituitary dan katekolamin sebagai produk simpatis.
Substansi penghubung antara otak dan sistem imun adalah CRH, ACTH, §
endorfin, substansi P. Otak memberikan respons terhadap stres dengan melepas
CRH yang dilakukan oleh paraventricularis nucleus (PVN), dan berperan sebagai
mediator primer dari beberapa perubahan yang diinduksi nyeri. Perubahan
tersebut termasuk aktivasi aksis HPA dan aksis sympathetic adrenomedularis
(SAM). Pada nyeri hebat sinyal melalui aksis HPA, menimbulkan gangguan
regulasi sistem imun sehingga terjadi penurunan ketahanan fubuh. Sinyal juga
melalui aksis SAM, menimbulkan gejala patofisiologis berupa respons otonom,
yang dickspresikan dalam bentuk peningkatan tekanan darah, nadi, respirasi,
keringat dingin dan spasme otot. Respons ini disebut sebagai respons darurat.
14827 Tmpuls nyeri yang dihambat oleh anestetik lokal pada jalur transmisi
mgngaldbatkan impuls bersifat lebih terkendali, tidak bersifat darurat. Otak
memproyeksikan impuls ini dan memberikan sinyal ke hipokampus, amigdala,
dan hipotalamus. Hipotalamus teraktivasi dan berespons dengan melepaskan

CRH yang tidak bersifat darurat. CRH mengaktifkan pituitary untuk melepaskan

ACTH dan B endorfin. CRH melalui serabut preganglioner simpatis mengaktifkan
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medula adrenal untuk melepaskan katckolamin dalam kadar normal sehingga
tidak menimbulkan respons stres berlebihan. ACTH mengaktifkan korteks adrenal
dan melepaskan glikokortikoid dalam dosis tidak tinggi. Kadar kortisol yang
tidak tinggi tersebut tidak lagi menimbulkan supresi atau inhibisi tetapi berubah
menimbulkan stinulasi atau eksitasi.® Peningkatan aktivitas sel B, TH-2, TH-1.
TFN-y yang disckresi TH-1 jumlah dan aktivitasnya juga meningkat, sitokin ini
bekerja dalam sel B dan akiif menginduksi perubahan imunoglobulin menjadi
IgGLH'G’s

1L.-8 menarik semua tipe leukosit ke jaringan rusak dengan pengikatan dan
ekspresi permukaan leukosit pada integrin dan merekatkannya pada endotel. IL-8
meningkatkan migrasi leukosit melintasi dinding pembuluh darah menuju
jaringan ekstravaskuler. IL-6 mengaktifkan pembentukan sel B, leukosit,
neutrophil chemotactic factor (NCF), yang akan menarik elemen pembentuk
jaringan baru ke jaringan rusak. TNF-o. memacu sel endote! vaskuler
mengekspresikan reseptor sehingga permukaan sel endotel menjadi adhesif untuk
neutrofil, leukosit dan limfosit. TNF-a mampu meningkatkan daya lekat eukosit
pada dinding sel jaringan yang rusak, mampu mengaktifkan neutrofil, eosinofil
dan fagosit, untuk membunuh mikroba.**>**® TNF-o memacu sekresi IL-1 dan
1L-6 ke dalam sirkulasi darah, memacu sel endotel vaskuler untuk mengekspresi
molekul adhesi seperti : E-selektin, P-selektin, ICAM-1 dan vascular cell

adhesion molecule {VCAM—l),4’6’3
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2.7 Kerangka patofisiologi
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BAB3

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP

DAN HIPOTESIS
3.1 Kerangka teori
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3.2 Kerangka konsep

INFILTRAS!
LEVOBUPIVAKAIN PADA NYERI
INSISH
KADAR ANTITAS KUANTITAS
KORTISOL NEUTROFIL NEUTROFIL
SERUM SEGMEN DARAH SEGMEN
JARINGAN

3.3 Hipotesis penclitian

1. Kadar kortisol serum pada kelompok infiltrasi anestetik lokal
levobupivakain lebih rendah dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain.

2. Kuantitas neutrofil segmen darah pada kelompok infiltrasi anestetik
lokal levobupivakain lebih besar dibandingkan kelompok tanpa
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain.

3. Kuantitas neutrofil segmen jaringan pada kelompok infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain lebih besar dibandingkan kelompok
tanpa infiltrasi anestetik lokal levobupivakain

4. Terdapat hubungan antara kadar kortisol serum terhadap kuantitas
neutrofil segmen pada inflamasi awal dalam perjalanan

penyembuhan luka.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain

randomized post test only contral group design?! Kelompok penelitian dibagi
menjadi 3 -
KI : Kelompok tikus yang tidak diinsisi dan tidak diberi obat.
KO : Kelompok tikus yang diinsisi dan tidak diberi obat..
KIE : Kelompok tikus yang diinsisi dan diberi obat.
KI Q O
< 24 jam-—-
Insisi + tusukan jarum
K o 0O
& - tusukan jarum diulang 2x tiap 8 jam ---oemv-- 24 jam--——>
Insisi + infiltrasi obat
Kl o O
€ ——infiltrasi obat diulang 2x tiap 8 jam---—mmror—- 24 jara--—=>

Gambar 3. Skema rancangan penelitian




4.2 Sampel penelitian
Hewan coba adalah tikus Wistar yang diperoleh dari Laboratorium

Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Mubammadiyah Surakarta.
4.2.1 Kriteria inklusi

1. Tikus Wistar betina keturunan murni.

2. Belum pernah digunakan untuk penelitian.

3. Umur2-2.5 bulan.

4. Berat badan 250 - 300 gram.

5. Tidak terdapat kelainan anatomis.
4.2.2 Kriteria eksklusi

1. Tikus sakit selama masa adaptasi.

2. Tikus mati selama masa adaptasi.

- 4.2.3 Kriteria drop ont

1. Tikus mati selama masa perlakuan.

4.2.3 Besar sampel

Besar sampel menurut ketentuan penelitian hewan coba untuk perlakuan
jangka pendek dari WHO adalah minimal 5 ekor tiap kelompok ¥
4.2.4 Randomisasi

Sejumlah 15 ekor tikus dikelompokkan secara random menggunakan tabel
randomisasi menjadi 3 kelompok masing-masing 3 ekor.*!
4.3. Waktu dan lokasi penelitian

Penelitian dan pengumpulan data dilakukan selama 24 minggu. Perlakuan,

proses pengambilan jaringan dilakukan di Laboratorium Histologi Fakultas
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Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang. Pemeriksaan kortisol dilakukan di
Laboratorium Penelitian dan Pengembangan Prodia Jakarta melalui Laboratorium
Klinik Prodia Semarang. Pemeriksaan kuantitas neutrofil segmen darah dengan
hematologic analyzer dan hitung jenis dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik
RS Dr Kariadi Semarang. Pemeriksaan histopatologi kuantitas neutrofil segmen
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Sebelas Maret Surakarta.
4.4 Variabel penelitian
4.4.1 Variabel bebas
Infiltrasi anestetik lokal levobupivakain.
4.4.2 Variabel tergantung
Kadar kortisol, kuantitas neutrofil segmen darah serta kuantitas neutrofil
segmen laringan.
4.5 Definisi operasional
1. Infiltrasi levobupivakain 0,25%, dosis 12,6 mog/gram BB memakai
semprit tuberkulin pada jarak 1 cm dari kedua tepi Tuka.
2. Pemeriksaan kortisol serum dengan Immulite Cortisol dengan antibodi
monoklonal kelinci spesifik untuk kortisol, dibaca dengan ELISA reader.
3. Pemeriksaan kuantitas neutrofil segmen darah menggunakan perhitungan
absolute neutrophil count (ANC) dengan hematologic analyzer CELL-
DYNE 3700. Hasil menunjukkan jumlah total neutrofil segmen. Apabila

didapatkan neutrofil batang, akan dilakukan konfirmasi dengan




pemeriksaan hitung jenis apusan darah. Hasil pemeriksaan hitung jenis
diabaikan apabila persentase neutrofil batang kurang dari 2%.

4. Pemeriksaan kuantitas neutrofil segmen jaringan menggunakan pewarnaan
Giemsa, mikroskop cshaya skala ‘pembesaran 100 kali. Penghitangan
dilakukan dengan metode fouch counts menggunakan perangkat lunak
Olimpia 2002 pada komputer OLYMPUS.

4.6 Bahan dan alat penelitian |
4.6.1 Bahan untuk perlakuan

1. Hewan coba tikus Wistar

2. Levobupivakain 0,25%.

4.6.2 Alat untuk pemeriksaan kortisol

1. Kit immulite Cortisol.

2. ELISA reader.

3. Inkubator.

4. Tabung reaksi steril.

5. Centrifuge.

6. Gelas obyek.

4.6.3 Alat untuk pemeriksaan absolute nentfopkil connts

1. Mesin hematologic analyzer CELL-DYNE 3700.

2. Tabung reaksi steril.

4.6.4 Alat untuk insisi-biopsi dan pembuatan preparat histopatologi

1. Minor set steril.

2. Larutan Betadine.
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Larutan bufer formalin
Parafin untuk fiksasi.
Mikrotom

Gelas obyek.

4.6.5 Alat untuk pemeriksaan histopatologi neutrofil segmen

1.

2.

Pengecatan Giemsa.

Tempat pewarnaan dan pencucian.
Gelas obyek.

Mikroskop cahaya.

Komputer OLYMPUS dengan perangkat lunak Olympia 2002.

4.7 Pelaksanaan penelitian'

4.7.1 Cara perlakuan

1.

Sebanyak 15 ekor tikus Wistar dilakukan adaptasi di Jaboratorium dengan
dikandangkan berkelompok terdiri dari 5 eker per kandang, diberi pakan
standar dan minum secukupnya selama 7 hari. Tikus dibagi menjadi 3
kelompok masing-masing 5 ekor tikus yang ditentukan secara acak.
Perlakuzan yang diberikan adalah KI : kelompok kontrol, KII : kelompok
tikus yang dilakukan insisi subkutis 2 em di punggung dan ditusuk dengan
jarum tuberl%ulin, diulang 2 kali tiap 8 jam. KIII : kelompok tikus yang
dilakukan insisi 2 cm di punggung, infiltrasi levobupivakain sesuai dosis
dan diulang 2 kali tiap 8 jam.

Tikus dibius dengan menggunakan ether. Tikus dimasukkan ke toples kaca

yang diberi kapas yang telah dibasahi ether. Setelah berhenti bergerak dan
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tertidur, bulu sekitar punggung dicukur bersih dan dilakukan desinfeksi

menggunakan Betadine.

. Disayat dengan pisan bedah tajam sepanjang 2 cm dengan kedalaman

sampai subkutis. Luka dibersiikan dan dioles Betadine, kemudian kedua
ujung luka dijahit dengan 2 jahitan tunggal sederhana menggunakan jarum
kulit dengan benang monofilamen steril nomor 4-0. Luka dibersihikan dan

dioles dengan Betadine.

. Kelompok Tl diberikan suntikan tanpa obat menggunakan jarum pada

kedua tepi luka dan diulang 2 kali setiap 8 jam. Kelompok HI dilakukan
infiltrasi levobupivakain dengan semprit tuberkulin dosis 12,6 pg/gram BB

dengan perlakuan sama.

_ Kedua kelompok diberikan penicillin il 15 mg intra muskular.

. Pada jam ke-24 tikus dibius, dilakukan pengambilan sampe! darah

intrakardial dengan cara menusukkan semprit 3 ml langsung ke janfung.
Darah dituangkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 2 mi sebagai sediaan
darah beku Sediaan darzh dipindahkan ke tabung reaksi khusus
pemusingan dan segera dipusingkan dengan centrifuge selama 15 menit
dengan kecepatan 6000 rpm. Serum yang terletak di lapisan atas diambil
dengan menggunakan semprit 3 ml secara hati-hati dan dikirim ke

laboratorium untuk pemeriksaan kortisol.

_ Darah sebanyak 1 m! dalam tabung reaksi yang telah ditambahkan EDTA

untuk pemeriksaan ANC dengan hematologic analyzer dan pembuatan

preparat apusan darah.
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0. Dilakukan eksisi biopsi jaringan kira-kira 0,5 cm’ melintasi garis irisan di
tengah Iuka. Jaringan biopsi difiksasi dengan bufer formalin dan dibuat
preparat histopatologi.

10. Tikus dimatikan.




4,8 Alnr kerja penelitian
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4,9 Prosedur pemeriksaan

4.9.1 Prosedur pemeriksaan kortisol

1.

Darah dalam tabung reaksi steril dan diperiksa dengan teknik immulite
cortisol (Solid-phase two sife chemiluminescent enzyme immunoassay).
Prosedur pemeriksaan immulite cortisol dengan manik-manik solid phase,
suatu bola polystyrene pada immudite fest unit, dilapisi antibodi monoklonal
kelinci spesifik untak kortisol.

Sampel darah dan alkali phospatase conjugated rabbit polyclonal anti
cortisol antibody diinkubasi 30 menit pada subu 37° C dalam fes unit.
Enzim konjugat yang tidak terikat dibersihkaﬁ dengan pencucian cenfrifuge.
Ditambahkan substeat dari tes unit dan diinkubasi selama 10 menit. Substrat
chemiluminescent, ester fosfat dari adamantyl dioxetane, mengalami
hidrolisis dengan alkali fosfatase membentuk intermediate tidak stabil.
Produksi terus menerus dari infermediate ini menimbulkan emisi cahaya
Emisi cahaya dapat terbaca sebagai kadar kortisol. Konsentrasi kortisol

diukur dengan Juminometer proporsional menggunakan ELISA reader, 3%

4.9.2 Prosedur pemeriksaan absolute neutrophil counts

1. Pemeriksaan kuantitas neutrofil segmen pada sediaan darah dengan

menggunakan kematologic anclyzer CELL-DYNE 3700. Sampel darah 2
ml ditambah EDTA ditempatkan dalam tabung reaksi steril. Sampel darah
diperiksa secara otomatis. Hasil dinyatakan dalam jumiah total neutrofil

segmen, >
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2. Preparat hasil biopsi jaringan dicat Giemsa sesuai standar. Pemeriksaan
menggunakan mikroskop cahaya untuk melihat adanya neutrofil segmen.
Pengamatan dilaksanakan dengan mikroskop cahaya dalam skala
pembesaran 40-100 kali. Dipilih lapang pandang yang jelas selanjutnya
dihitung jumlah sel neutrofil segmen pada lima lapang pandang searah
jarum jam dan dihitung reratanya. Penghitungan dilakukan dengan metode
touch counts mengguna_kan perangkat lunak Olimpia 2002 pada komputer

OLYMPUS.

4.9.3 Prosedur pembuatan preparat histopatologi

1. Fiksasi
Jaringan biopsi eksisi dimasukkan ke dalam larutan bufer formalin (lantan
formalin 10% dalam phospat buffer saline pada pH 7.0). Waktu fiksasi jaringan
18 — 24 jam. Setelah fiksasi selesai, jaringan dimasukkan dalam larutan aquadest
selama 1 jam untuk menghilangkan laratan fiksasi.

2. Dehidrast
Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol konsentrasi bertingkat. Jaringan
menjadi lebih jernih dan transparan. Jaringan kemudian dimasukkan dalam larutan
alcohol-xylol selama 1 jam dan kemudian larutan xylol murni selama 2x2 jam.

3. Impregnasi
Jaringan dimasukkan dalam parafin cair selama 2x2 jam

4. Embedding
Jaringan ditanam dalam parafin cair ditunggu sampai parafin memadat. Jaringan

dipotong dengan mikrotom setebal 4 mikron, ditempelkan pada gelas obyek yang
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sebelumnya telah diolesi pohylisin sebagai perekat. Jaringan pada gelas obyek
dipanaskan dalam inkubator subu 56-58° C sampai parafin mencair.” Selanjutnya

dilakukan pewarnaan (Giemsa sesuai standar.

4.10 Cara pengumpulian data
Data diambil dari hasil pemeriksaan kortisol, absolute neutrophil count

dan pemeriksaan neutrofil segmen preparat histopatologi.

4,11 Analisis data
Setelah data terkumpu! dilakukan cleaning, coding dan tabulasi. Analisis
data meliputi analisis deslﬂ'ipti_f dan uji hipotesis. Hasil analisis deskriptif kortisol,

jumiah neutrofil segmen darah dan jaringan disajikan dalam bentuk tabel rerata,

simpang baku, median. Dilakukan uji homogenitas menggunakan uji Lavene.

Distribusi data variabel kortiso! dan neutrofil segmen diuji menggunakan uji
Shapiro-Wilk karena sesuai dengan uji non parametrik dan n<30. Selanjutnya
dilakukan uji beda non parametrik untuk 3 variabel menggunakan wji Kruskal
Wallis. Untuk menilai hubungan kortisol terhadap neutrofil segmen digunakan uji
korelasi sesuai dengan uji non parametrik dengan n<30 yaitu uji Spearman.

Analisis data menggunakan program komputer SPSS 11.0 for windows. 3
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BABS

HASIL PENELITIAN

5.1 Hasil Penelitian

Tabel 2. Data berat badan tikus

~ Kelompok
Variabel _ p
1 a it
Beratbadan 2550 +10,00 2554+ 9,48 2570+ 8,72 0,874*
(gram)
p<0.05

Data dinyatakan dalam reratatsimpang baku
* Uji homogenitas variansi

Dari tabel 2 untuk uji homogenitas nilai rerata berat badan pada ketiga
kelompok berbeda tak bermakna (p=0,874). Berarti ketiga kelompok berasal dari

populasi yang homogen schingga layak untuk dibandingkan.

Tabel 3. Nilai rerata kortisol dan neutrofil segmen

Variabel Kel. - N Remta Simpangbaku Minimum Maksimum

Kortisol I 5 1,348 0,1849 1,03 1,50
il 5 3,832 0,4594 3,33 4,49
114 5 2,716 0.4466 211 3,28
ANC 1 5 1,110 0,4881 0,49 1,85
I 5 1,202 0,6845 0,59 238
411 5 1,796 1,2087 1,25 2,38
Neutrofil jar. 1 5 0,80 0,84 0 2
I 5 5,60 1,14 4 7
It 5 il4 9,24 4 27

Rerata kortisol kelompok infiltrasi levobupivakain lebih rendah

dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi obat tersebut. Rerata AN C pada kelompok
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Nilai kortisol, ANC dan neutrofil segmen jaringan pada ketipa kelompok,
dilakukan uji beda antar kelompok menggunakan uji Kruskal-Wallis karena sesuai
untuk data non parametrik dengan jumlah variabel lebih dari 2.

Kortisol pada kelompok infiltrasi anestetik lokal levobupivakain lebih
rendah dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal levobupivakain,
secara statistik berbeda bermakna (p=0,002).

Absolute neutrophil counts pada kelompok infiltrasi amestetik lokal
levobupivakain dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal
levobupivakain berbeda tak bermakna (p=0,100). Terdapat 1 sampel pada
kelompok I yang didapatkan neutrofil batang, sehingga dilakukan pemeriksaan
hitung jenis dengan apusan darah sebagai konfirmasi. Pemeriksaan ini
menunjukkan neutrofil batang <2% sehingga diabaikan.

Neutrofil segmen jaringan pada kelompok infiltrasi amestetik Iokal
levobupivakain lebih tinggi dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal

levobupivakain, secara statistik berbeda bermakna (p=0,007).
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Gambar 4. Diagram nilai rerata kortisol, ANC dan neutrofil segmen jaringan

Dari gambar 4 dapat diketahui peningkatan kortisol kelompok I sebagai
respons stres nyeri insisi mencapai 3 kali kondisi basal. Sedangkan infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain pada kelompok II mampu menghambat
peningkatan kortisol menjadi 2 kali kondisi basal. Insisi menycbabkan neutrofil
segmen jaringan pada kelompok I meningkat 7 kali kondisi basal, Sedangkan
pada kelompok HI dengan infiltrasi anestetik lokal levobupivakain neutrofil
segmen jaringan meningkat 14 kali kondisi basal. Pemeriksaan ANC pada

kelompok II dan T dibandingkan kondisi basal berbeda tak bermakna.




Gambar 5. Gambar mikroskopis sediaan apusan darah tikus Wistar
Keterangan: 1. Neutrofil segmen 2. Limfosit 3. Monosit 4. Sel atipik mononukleus
5.Eritrosit 6. Trombosit. (Pembesaran 100x)

Gambar 5 menunjukkan pada pemeriksaan apusan darah tikus Wistar
didapatkan neutrofil segmen, limfosit, monosit, sel atipik mononukleus, eritrosit,
trombosit. Bentuk sel-sel tersebut relatif sama dengan sel pada manusia. Inti
neutrofil tercat ungu sedangkan sitoplasma.. tercat lebih merah muda. Jumlah

segmen antara 3-5 lobul.

Tabel 6. Analisis hubungan Kkortisol terhadap neutrofil segmen.

Korelasi Spearman J4 [r]
Kortisol — ANC 0,839 0, 057
*p<0,05

[ r 1: koefisien korelasi rho

Dari tabel hubungan kortisol terhadap kuantitas neutrofil segmen diketahui

koefisien korelasi r= 0,057. Hasil ini berarti antara kortisol dan neutrofil segmen
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tidak terdapat korelasi. Derajat kemaknaan p=0,839, berarti hubungan kortisol

terhadap neutrofil segmen secara statistik fak bermakna.
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Gambar 6. Diagram pencar hubungan kortisol terhadap neutrofil segmen

Dari gambar 6 diketahui hubungan bersifat positif berarti hubungan kedua

variabe! searah artinya apabila terjadi kenaikan kortisol akan ditkuti kenaikan

neutrofil segmen. Koefisien korelasi data tersebar mendekati garis nol yang

menunjukkan tidak ada korelasi.

i 5.2 Pembahasan

\ Kortisol pada kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal levobupivakain
meningkat 284% dibandingkan kondisi basal. Pada manusia respons sires
maksimal menyebabkan kenaikan kortisol 7-8 kali dari kondisi basal. Penelitian
lain pada hewan coba tikus dengan pencetus stres berupa suara menunjukkan

peningkatan kortisol 3 kali darj kondisi basal.”




Peningkatan kortisol sebagai respons stres terhadap nyeri insisi sesuai
dengan teori. Peningkatan kortisol menunjukkan respons tubuh terhadap nyeri
melalui aksis HPA, CRH, sistem simpatis, ACTH schingga adrenal terstimulasi
untuk melepaskan glukokortikoid dan § endorfin. Respons stres menghalangi
mekanisme umpan balik negatif ke hipotalamus dan anterior pituitary sehingga
menyebabkan peningkatan kortisol. Pada nyeri hebat akan timbul respons
darurat,”?® sehingga seluruh mekanisme bereaksi berlebihan, Hasil akhir respons
darurat ini meningkatkan glukokortikoid, B endorfin dalam jumlah berlebihan.
Perangsangan CRH juga terjadi dalam jaringan melalui TNF-w, IL-1 dan L-6.
Ketiganya disebut sebagai fissue corticotropin releasing hormone yang akan
merangsang aksis HPA, ACTH untuk memproduksi glukokortikoid.

Sedangkan infiltrasi anestetik lokal levobupivakain dapat menghambat
respon stres sehingga kortisol hanya meningkat 195% dari kondisi basal. Berarti
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain mampu mepgurangi peningkatan kortisol
sebesar 89%. Hasil ini membuktikan bahwa pengelolaan nyeri dengan infiltrasi
anestetik loka! levobupivakain terbukti mengurangi respons stres akibat nyeri
insisi. Hal ini terbukti dari kortisol lebih rendah dibandingkan kelompok tanpa
infiltrasi levobupivakain. Hasil ini sesuai dengan penelitian terdabulu tentang
efektivitas pengelolaan nyeri dengan anestetik lokal. Penggunaan anestetik lokal
lidokain, bupivakain, ropivakain oleh Pettersson dkk, 1999, Budtmann dkk, 1999,
serta Vintar, 2002 diketahui mampu mengurangi nyeri akut pasca operasi,
mengurangi kebutuban analgetik, mengurangi inflamasi dan mencegah infeksi.

Pedersen, 1994 dan Bardram, 1995 mengendalikan respons stres dengan
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menggunakan teknik bedah non invasif, anestesi epidural, nuirisi dini, mobilisasi
dini dan analgesik opioid.

Terjadinya respons stres lebih rendah pada kelompok dengan infiltrast
anestetik lokal levobupivakain dapat dijelaskan karena anestetik lokal memblok
transmisi impuls nyeri. Otak memproyeksikan sebagai impuls yang tidak bersifat
darurat dan memberikan sinyal ke hipotalamus, yang merespons dengan
melepaskan CRH, ACTH yang tidak bersifat darurat. Korteks adrenal melepaskan
glukokortikoid dalam kadar tidak tinggi.

Pada penelitian ini stres nyeri berasal dari nyeri akut pasca insisi subkutis
sepanjang 2 cm di punggung. Peneliti lain memberikan perlakuan. berupa insisi
episiotomi 1 cm pada hewan coba tikus Spraque Dawley telah terbukti
meningkatkan kortisol dibanding kontrol.!! Infiltrasi obat dilakukan 1 cm di kedua
sisi luka dengan volume 1-1,2 ml sesuai dosis obat. Tindakan ini bertujuan
menggenangi serabut saraf sekitar luka dengan anestetik lokal untuk memblok
transmisi impuls nyeri. Tindakan ini dikhawatirkan dapat menghalangi penyatuan
kedua tepi luka yang justru akan mengganggu penyembuhan luka. Tindakan untuk
menghindari kejadian ini dengan infiltrasi obat dengan volume relatif sedikit 1-1,2
ml. Pasca perlakuan tikus dikembalikan ke kandang berkelompok untuk
menghindari stres tambahan. Pemeriksan kortisol diperoleh dari spesimen darah
pada jam 10.00-12.00 menunjukkan kadar tertinggi secara fisiologis, karena
kortisol dalam darah dipengaruhi siklus diurnal ® Dari penelitian ini diketabui

nilai kortisol kondisi basal tikus Wistar betina adalah 1,348 pg/dL.




Hasil penelitian terhadap neutrofil segmen dengan perhitungan ANC pada
kelompok infiltrasi anestetik lokal levobupivakain dibandingkan kelompok taﬁpa
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain berbeda tak bermakna (p=0,100). Analisis
hasil ini dapat diterangkan karena infiltrasi amestetik lokal levobupivakain
menyebabkan efek stimulasi neutrofil segmen akibat terkendalinya respons stres.
Terjadi peningkatan akumulasi, marginasi, diapedesis dan migrasi neutrofil dari
sirkulasi menuju daerah luka. Proses ini terjadi segera setelah adanya fuka dan
akan berlangsung sampai inflamasi berakhir. Pada jam ke-24 proses migrasi
neutrofil segmen dari sirkulasi menuju dacrah luka mencapai maksimal. Proses
pengerahan neutroﬁi segmen dari sirkulasi ke jaringan luka menyebabkan
berkurangnya jumlah sel tersebut dalam sirkulasi. Hal ini berakibat perhitungan
ANC yang mencerminkan kuantitas neutrofil segmen dalam sirkulasi pada
kelompok IT dan Il berbeda tak bermakna.

Penelitian ini menunjukkan kuantitas neutrofil segmen jaringan pada
kelompok infiltrasi anestetik lokal levobupivakain lebih besar dibandingkan
kelompok tanpa infilirasi anestetik lokal levobupivakain secara stafistik berbeda
bermakna (p=0,007).

Hal ini berarti bahwa infiltrasi anestetik lokal levobupivakain mejalui
mekanisme pengendalian tespons stres menghasilkan kuantitas neutrofil segmen
jaringan lebih tinggi pada inflamasi awal dalam perjalanan penyembuban luka
dibandingkan dengan kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal levobupivakain.
Hasil ini sesuai dengan teori yang menyebutkan terjadi peningkatan akumulasi,

marginasi, diapedesis, dan migrasi neutrofil ke jaringan pada inflamasi awal
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dalam perjalanan penyembuhan luka. Kenyataan ini dapat diterangkan bahwa
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain menjadikan impuls ke otak bersifat lebih
terkendali, tidak bersifat darurat. CRH, ACTH merespons dan memacu korteks
adrenal untuk melepasican glukokortikoid dalam dosis tidak tinggi. Kadar kortisol
yang tidak tinggi tersebut tidak lagi menimbulkan supresi atau inhibisi tetapi
menimbulkan stimulasi atau eksitasi termasuk terhadap neutrofil. Efek stimulasi
terjadi terhadap aktivitas sel B, TH-1,TH-2, IFN-y. Semua leukosit termasuk
neutrofil tertarik menuju jaringan rusak dengan stimulasi IL-8 melalui pengikatan
dan ekspresi permukaan levkosit pada integrin dan merekatkannya pada endotel
vaskuler. -8 meningkatkan migrasi leukosit melintasi dinding pembuluh darah
menuju jaringan. IL-6 memacu pembentukan sel B, leukosit, neuwtrophil
chemotactic factor (NCF), yang akan menarik elemen pembentuk jaringan baru ke
tempat jaringan rusak”*** Perubahan ini menyebabkan peningkatan jumlah
neutrofil segmen jaringan yang sesuai dengan penelitian ini.

Neutrofil menguatkan inflamasi dengan melepaskan sitokin : TNF-o dan
interleukin. TNF-o. memacu sel endotel vaskuler mengekspresikan reseptor
sehingga permukaan sel endotel menjadi adhesif untuk neutrofil, lenkosit dan
{imfosit. TNF-o meningkatkan daya lekat leukosit pada dinding sel jaringan yang
rusak, mengaktifkan neutrofil, eosinofil dan fagosit untuk membunuh
mikroba 3% Neutrofil juga melepaskan protease yang akan memperbaiki
kerusakan sel, merubah ECM dan membersihkan 1ukz; dari sel yang rusak.®
Dengan jumlah yang besar proses fagositosis akan berjalan lebih cepat dan

menurunkan potensi infeksi. Neutrofil segmen muncul segera setelah terjadi luka
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dan jumlahnya meningkat cepat dalam 24 — 48 jam. Bila fungsi fagosit
berlangsung efektif,i sisa jaringan luka dapat cepat dibersihkan, tanpa infeksi,
neutrofi! bernmur peﬁdek dan jumlahnya menurun dengan cepat setelah hari ke-3.
Hal ini berarti akan mempersingkat inflamasi dalam perjalapan penyembuhan
luka. Namun peneliﬁan ini tidak mengamati perubahan fase inflamasi, sehingga
tidak dapat dibuktikz:m percepatan inflamasi dalam perjalanan penyembuhan luka.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa hubungan kortisol terhadap
kuantitas neutrofil segmen berbeda tak bermakna (p=0,839). Menurut teori
kortisol mengurangi jumlah neutrofil dalam darah beberapa menit setelah
pemberian. Pengendalian kortisol dengan infiltrasi anestetik lokal levobupivakain
dapat menstimuli akumulasi dan migrasi neutrofil segmen ke daerah luka. Namun
analisis uji korelasi .Spearman menunjukkan hubungan kortisol terhadap neutrofil
segmen tak bermakna. Ada beberapa yang harus diperhitungkan untuk
menyimpulkan hasxl ini. Pertama, berdasarkan teori terdshuly menyebutkan
terdapat beberapa faktor yang mempengarubi neutrofil segmen pada inflamasi
diantaranya IL-1, IL-8, TNF-a, molekul adhesi seperti : E-selektin, P-selektin,
ICAM-1 dan vascular cell adhesion molecule (YCAM-1). Peran faktor-faktor
tersebut tidak dikendalikan pada penelitian ini, sehingga hubungan kortisol dan
kuantitas neutrofil segmen tidak bermakna. Kedua, dari tinjauan klinis
menunjukkan kadar kortisol vang tinggi mensupresi neutrofil segmen.
Pengendalian kada:r kortisol menyebabkan stimulasi sehingga jumlah neutrofil

segmen meningkaf. Peningkatan neutrofil segmen baik dalam darah maupun
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jaringan terjadi pada kelompok dengan kadar kortisol terkendali, namun
peningkatan ini berbeda tak bermakna.

Dalam aplikasi klinis infiltrasi anestetik lokal levobupivakain dapat
dijadikan alternatif untuk mengendalikan nyeri akut pasca pembedahan,
mengendalikan respons stres lebih baik. Respons stres yang tidak tinggi Justru
akan menstimulasi neutrofil segmen lebih banyak menuju daerah luka sehingga
fagositosis, bakterisid dan pembersihan jaringan rusak berjalan lebih efekiif.
Sehingga infilirasi anestetik lokal levobupivakain bermanfaat dalam pengendalian

nyeri sekaligus perbaikan inflamasi awal dalam perjalanan penyembuhan luka.
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BAB6

SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

1. Kadar kortisol sarurﬁ pada kelompok infiltrasi anestetik lokal
levobupivakain lebih rendah dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain.

2. Kuantitas neutrofil segmen darah pada kelompok infiltrasi anestetik lokal
levobupivakain dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi anestetik lokal
levobupivakain berbeda tak bermakna.

3. Kuantitas neutrofil segmen jaringan pada kelompok infiltrasi anestetik
lokal levobupivakain lebih banyak dibandingkan kelompok tanpa infiltrasi
anestetik lokal levobupivakain

4. Tidak terdapat hubungan antara kadar kertisol serum dan kuantitas
neutrofil segmen darah pada inflamasi awal dalam perjalanan

penyembuhan luka.

6.2 Saran
1. Penurunan kadar kortisol serum dan peningkatan | kuantitas neutrofil
segmen jaringan dengan infilirasi anestetik lokal levobupivakain dapat
dijedikan landasan teori proses inflamasi awal dalam perjalanan
penyembuhan luka.
9 TInfilitasi anestetik lokal levobupivakain dapat digunakan untuk

memperbaiki inflamasi awal dalam perjalanan penyembuhan luka.
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