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Abstrak

Latar belakang : Enterocutaneous fistula (ECF) adalah salah satu tantangan bagi banyak
ahli bedah di dunia. Meskipun terdapat perkembangan dalam perawatan medis dan
tekhnik operasi, namun morbiditas dan mortalitas terkait ECF masih tinggi. Keberhasilan
dalam tatalaksana ECF memerlukan perawatan yang komprehensif dan sumber daya
yang mahal, dimana tidak terjangkau oleh sebagian masyarakat Indonesia. Fenitoin dan
Vitamin C adalah obat yang murah dan telah menunjukan manfaat baik dalam
penyembuhan luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah pemberian
fenitoin dan vitamin C akan meningkatkan kolagenisasi dan menurunkan diameter ECF
pada tikus wistar. Kemudian untuk mengevaluasi apakah pemberian kombinasi fenitoin
dan vitamin C memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan pemberian tunggal
fenitoin atau fitamin C.

Metode : Peneliti membuat caecostoma sebagai model ECF pada 24 ekor tikus. Tikus
kemudian dibagi menjadi empat kelompok perlakuan dengan : perawatan NaCl,
Kombinasi fenitoin-vitamin C, Fenitoin saja dan Vitamin C saja. Pengamatan hasil
dilakukan pada hari ke-7 dengan mengamati deposisi kolagen dan mengukur diameter
ECF.

Hasil : Penelitian ini menunjukan perbedaan kolagenisasi dan penurunan diameter ECF
bermakna secara statistik (p<0,05) pada tiap kelompok perlakuan jika dibandingkan
kelompok kontrol (5,521 + 2,552 %; 9,395 * 0,582 mm). Penelitian ini juga
mengungkapkan bahwa pemberian kombinasi fenitoin dengan vitamin C (28,110 + 6,535
%; 5,742 £ 0,394 mm) memberikan hasil yang lebih baik (p<0,05) dibanding pemberian
tunggal fenitoin (15,448 + 5,184 %; 8,101 + 0,822 mm) atau vitamin C (19,118 + 4,190 %;
6,883+0,744mm).

Simpulan : Kami menyimpulkan baik fenitoin maupun vitamin C memiliki efek baik dalam
penyembuhan ECF. Pemberian kombinasi Fenitoin dan vitamin C terbukti lebih
bermanfaatdibandingkan pemberian tunggal.

Kata kunci : Enterocutaneous fistula, Fenitoin, Vitamin C, kolagen, Diameter fistula
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Effect Phenytoin and Vitamin C Therapy to Collagen Deposition
and Diameter of Enterocutaneous Fistula in Wistar Rat

Abstract

Background : Enterocutaneous fistule (ECF) is one of the most challanging problem for many surgeon accross the world. Despite
advancements in medical treatment and surgical technique, the morbidity and mortality ascociated with ECF remains high. Success in
managing ECF need comprehensive treatment and expensive resources, that many people in Indonesia couldn't afford. Phenytoin and
Vitamin C are medications which is not only cheap but also has been shown positive effect on wound healing. The aim of this study was to
determine, whether phenytoin and vitamin C administration would increase collagen deposition and reduce the diameter of ECF in wistar
rats. Furthermore to evaluate whether combining phenytoin with vitamin C would give better result in ECF healing compared to phenytoin
orvitamin Calone.

Methods : We made caecostoma as the ECF model on 24 rats. The rats were divided into four groups: normal saline-treated, phenytoin-
vitamin C combined, phenytoin only and vitamin C only group. The results were observed on day 7", by assessing the collagen deposition
and macroscopically by meassuring diameter of the fistule.

Results : This study showed significant (p<0.05) increase in collagenation and reduction of ECF diameter in all treatment group compared to
normal saline-treated group (5.521 + 2.552 %; 9.395 *+ 0.582 mm). This study also revealed that, combination of phenytoin-vitamin C
(28.110+6.535 %; 5.742 +0.394 mm) gave better result (p<0.05) compared to phenytoin (15.448 + 5.184 %; 8.101 + 0.822 mm) or vitamin C
(19.118+4.190 %; 6.883 +0.744 mm) alone.

Conclusion : We conclude that both phenytoin and vitamin C show positive effect on ECF healing. The combination of phenytoin and

vitamin Cappears to be more benificial than single administration.

Keywords : Enterocutaneous fistule, Phenytoin, Vitamin C, Collagen, Fistule diameter

PENDAHULUAN

Fistula enterokutan atau Enterocutaneous fistula (ECF)
adalah suatu keadaan adanya hubungan yang tidak
normal antara traktus gastrointestinal (GI) intraabdomen
dengan kulit.!* ECF masih menjadi momok yang
menakutkan bagi ahli bedah di dunia hingga saat ini.*
Hal ini karena sebanyak 75% dari semua kejadian ECF
adalah akibat langsung dari operasi laparoskopi atau
laparotomi (iatrogenik), Sedangkan etiologi ECF dari
proses penyakit seperti radang usus, patologi
divertikular, trauma, radiasi dan keganasan hanya
berkisar 25% dari semua kejadian ECF.2%*5¢ 90% pasien
ECF akan mengalami morbiditas mulai dari eksoriasi
kulit, dehidrasi, hingga sepsis. Mortalitas yang
disebabkan oleh ECF berkisar antara 5-20% dan
tergantung pada sejumlah faktor seperti infeksi dan
karakteristik fistula.>” Angka kematian untuk sebagian
besar prosedur bedah elektif kurang dari 2%, namun
pada pasien dengan ECF angka kematian meningkat
hingga berkisar dari 6% hingga 48%.” ECF juga
meningkatkan beban keuangan dengan menambah
panjang hari rawat rumah sakit dan unit perawatan
intensif 28

Tatalaksana ECF masih menjadi tantangan bagi
dunia kedokteran. Keberhasilan dalam manajemen ECF
membutuhkan pendekatan multidisiplin.'¢ Dengan
penanganan yang komprehensif, disebutkan bahwa
tingkat penutupan spontan ECF dengan manajemen
konservatif adalah mulai dari 5-20%, sedangkan angka
penutupan ECF dengan tindakan operatif berkisar antara
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75-85%.18 Terapi konservatif yang dilakukan antara lain,
resusitasi cairan, kontrol sepsis, terapi nutrisi dan
elektrolit, kontrol output, serta perawatan luka dan
kulit.}?

Metode yang perawatan luka yang terbukti
bermanfaat dalam mengurangi output ECF dan
meningkatkan penutupan spontan ECF adalah
menggunakan negative pressure wound therapies (NPWT)
atau yang sering dikenal vacuum assisted closure (VAC).>?
Penggunaan VAC selama 7 hari telah terbukti efektif
menurunkan output ECF pada 98% pada pasien yang
diteliti. VACjuga terbukti melindungi kulit sekitar fistula
agar tidak terjadi kontak dengan effluent sehingga
mencegah terjadinya maserasi kulit.” Penelitian
menunjukan bahwa penggunaan VAC akan
menurunkan produksi sitokin pro-inflamasi dan matrix
metalloproteinase (MMPs) yang berperan dalam
mendegradasi kolagen.!®!2 Namun, penggunaan VAC
memerlukan sumber daya yang besar sehingga
aplikasinya sulit diterapkan di rumah sakit dengan
fasilitas yang kurang dan perekonomian masyarakat
yang rendah.

Salah satu bahan yang banyak diteliti sebagai
bahan penyembuhan luka adalah fenitoin. Fenitoin
(diphenylhydantoin) mulai diperkenalkan pada tahun
1937 sebagai terapi kejang yang terbukti efektif dan
masih digunakan sampai saat ini. Efek stimulasi fenitoin
terhadap pertumbuhan jaringan ikat pada ginggiva
menunjukkan kemungkinan untuk digunakan dalam
penyembuhan luka.’®'* Beberapa mekanisme kerja
fenitoin yang diketahui dapat mendukung terjadinya
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penyembuhan luka antara lain adalah stimulasi
proliferasi dari fibroblas, meningkatkan angiogenesis,
meningkatkan pembentukan jaringan granulasi,
antagonis glukokortikoid, menurunkan aktifitas
kolagenase, peningkatan deposit kolagen, penurunan
eksudat pada luka serta ditemukan pula adanya efek
antibakteri.’>"” Jaber et al mengamati manfaat fenitoin
intravena dalam mengobati fistula gastrointestinal.’®8
Penelitian lain menenujukan, pemberian fenitoin
sistemik pada pasien ECF akan menurunkan aliran
efluen serta menurunkan ukuran fistula.!? Pada pasien
dengan high output ECF, direkomendasikan untuk
mendapat terapi tambahan =zinc dengan dosis
ditingkatkan hingga 50%, dan vitamin C dengan dosis
ditingkatkan hingga 5-10 kali dosis normal.
Suplementasi vitamin C pada beberapa penelitian
terbukti mempercepat proses penyembuhan luka.>?!22
Valsangkar et al menyebutkan bahwa pada penelitiannya
angka kejadian fistula yang terjadi pada populasi
kekurangan vitamin C adalah 60%.%

Tujuan akhir keberhasilan terapi adalah
penutupan spontan ECF. Uraian di atas telah
menjelaskan bahwa vitamin C telah terbukti membantu
penyembuhan ECF lewat perannya dalam pembentukan
jaringan fibrosa dan kolagen, sedangkan fenitoin juga
telah terbukti membantu percepatan penutupan fistula,
melalui perannya sebagai anti kolagenase yang
mencegah degradasi fibroblast maupun kolagen.
Kombinasi vitamin C yang merangsang terbentuknya
kolagen dikombinasikan dengan fenitoin sebagai anti
kolagenase, diduga akan mempercepat penyembuhan
ECF dibandingkan dengan hanya pemberian vitamin C
atau fenitoin saja. Mekanisme tersebut menjadi dasar
bagi peneliti untuk meneliti kombinasi pemakaian
vitamin C dan fenitoin dibandingkan hanya vitamin C
atau fenitoin saja dengan mengamati diameter ECF dan
jumlah kolagen sebagai marker kesembuhan ECF.

METODE PENELITIAN

Penelitian eksperimental ini menggunakan desain
Randomized Controlled trial with post test only group design.
Kelompok penelitian dibagi menjadi 4 yaitu kelompok,
kelompok kontrol yang mendapat perawatan luka (kassa
lembab-kering), Perlakuan 1 yang mendapatkan
perawatan luka dan terapi kombinasi fenitoin-vitamin C
oral, Perlakuan 2 yang mendapatkan perawatan luka dan
terapi fenitoin oral, Perlakuan 3 yang mendapatkan
perawatan luka dan terapi vitamin C oral. Peneliti
memberikan perlakuan secara sonde satu kali sehari
dengan dosis fenitoin 0,01 mg/grBB dan dosis vitamin C
0,09mg/ grBB.

Penelitian dilakukan di laboratorium Biosience
Universitas Brawijaya Malang, menggunakan 24 ekor
tikus jantan dari galur wistar. Tikus yang digunakan
berusia 8-10 minggu, dengan berat badan 150-200 gram

dan tidak memiliki kelainan anatomis. Jika selama
perlakuan tikus tampak sakit (gerakan tidak aktif) atau
mengalami penurunan berat badan >10% atau tikus mati
saat penelitian maka akan dieksklusi dari penelitian.
Pembagian kelompok dilakukan secara random dengan
pengambilan undian, dengan pembagian pada tiap
kelompok sebanyak 6 ekor sesuai ketentuan besar sampel
menurut WHO. Selama percobaan, hewan coba
ditempatkan pada kandang individual dengan siklus
gelap-terang 12 jam dan diberi makanan dan minuman
secara ad libitum. Sebelum perlakuan, ljin etik hewan coba
pada penelitian ini telah disetujui komisi etik. Tikus
menjalani masa aklimatisasi selama 1 minggu. Setelah
aklimatisasi, tikus dilakukan prosedur pembuatan fistula
enterokutan dengan prosedur Bultmann et a/**, kemudian
dilanjutkan perlakuan.

Pada hari ke-7, akan dilakukan terminasi hewan
coba sekaligus pengambilan data. Pengukuran diameter
fistula dilakukan pada dua titik, di tepi batas luka,
selanjutnya kedua titik difoto, kemudian pengukuran
menggunakan software Image] untuk mendapatkan
ukuran yang akurat. Data pengamatan histopathologi
jumlah seluruh tipe kolagen yang didapatkan dengan
dengan pewarnaan Sirius red dengan Picrosirius red
kemudian diukur dengan persentase area fraksi
menggunakan aplikasiimage].

Setelah data terkumpul dilakukan data cleaning,
coding dan tabulasi. Seluruh hasil dinilai dengan rerata +
standar deviasi. Setelah dilakukan uji normalitas (Saphiro
Wilk) dan homogenitas (Lavene Static), pengujian rerata
pada penelitian ini menggunakan uji One Way Anova,
dilanjutkan dengan Post-Hoc Test untuk menilai
perbedaan antar kelompok. Hasil dikatakan bermakna
apabila p > 0,05 dengan 95% interval kepercayaan tidak
melewati angka 1. Analisa data dilakukan menggunakan
SPSS versi 25 for Windows.

HASIL

Analisis Deskriptif Jumlah kolagen

Jumlah kolagen yang terbentuk pada jaringan fistula
enterokutan diamati dengan dilakukan pengecatan sirius
red. Pengukuran jumlah kolagen yang terbentuk
dilakukan dengan menilai presentase area fraksi
menggunakan aplikasi image]. Data rata-rata jumlah
kolagen pada jaringan fistula enterokutan pada tiap
kelompok dapat diamati pada Tabel 1.

Dari tabel 1, kita dapat mengamati rata-rata area
fraksi kolagen terbanyak adalah pada kelompok
perlakuan 1 (P1) yang diberikan terapi kombinasi
fenitoin dan vitamin C yaitu sebesar 28,110 + 6,535.
Sedangkan rata-rata area fraksi kolagen yang paling kecil
terdapat pada kelompok kontrol yang mendapatkan
perawatan luka dengan kassa lembab-kering yaitu
sebesar 5,521 * 2,552. Dari hasil uji normalitas
Shapiro-Wilk didapatkan data berdistribusi normal
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TABEL 1

Analisis deskriptif, uji normalitas dan homogenitas jumlah kolagen

Kelompok Mean = SD Median P Homogenity
(Min-Max) (Shapiro-Wilk) test
K 5,521 + 2,552 6,372 0,420*
(Kassa lembab — kering) (1,376-8,037)
P1 28,110 £ 6,535 27,941 0,757*
(Fenitoin + Vitamin C) (20,426-37,062)
0,128**
P2 15,448 + 5,184 16,947 0,334*
(Fenitoin) (6,329-20,341)
P3 19,118 + 4,190 18,763 0,925*
(Vitamin C) (13,133-24,491)
Keterangan: *Distribusi normal (p > 0,05); ** Homogen (p > 0,05)
40,000 —
30,000
c
& *
o
2 20,000 —
= *
E *
3
10,000 —
@ *
,000 —
I I I
Kassa lembab Fenitoin dan Fenitoin Vitamin C
kering Vitamin C
Kelompok

Gambar 1. Grafik boxplot dari jumlah kolagen fistula enterokutan dari tiap kelompok.

K: perawatan luka fistula dengan kassa lembab , P1: perawatan luka fistula dengan kombinasi fenitoin oral dan vitamin C oral,
P2: perawatan luka fistula dengan fenitoin oral (P2), P3: perawatan luka fistula dengan vitamin C oral (P3). Terdapat
perbedaan bermakna secara statistik (One Way ANOVA P<0,05). Serta didapatkan pula perbedaan bermakna pada tiap
kelompok perlakuan jika dibandingkan kelompok kontrol; * signifikan P<0,05

(p>0,05) dan dari uji homogenitas data diperoleh nilai
>0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa data yang
diperoleh adalah homogen.

Uji Statistik Jumlah Kolagen

Pemeriksaan jumlah kolagen di hari ke-7 memberikan
hasil yang berbeda untuk pada tiap kelompok. Jumlah
area fraksi kolagen terbesar terbanyak didapatkan pada
kelompok perlakuan 1 (P1) yang mendapatkan terapi
kombinasi fenitoin dan vitamin C yaitu sebesar 27,941
(20,426 - 37,062). Sedangkan jumlah area fraksi kolagen
terkecil didapatkan pada kelompok kontrol yang hanya
mendapatkan perawatan luka dengan kassa lembab-
kering dengan median sebesar 6,372 (1,376 - 8,037). Pada
kelompok perlakuan 2 (P2) yang mendapat fenitoin oral
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didapatkan median jumlah area fraksi kolagen adalah
16,947 (6,329 - 20,341), sedangkan jumlah area fraksi
kolagen untuk kelompok perlakuan 3 (P3) yang
mendapat terapi vitamin C adalah sebesar 18,763 (13,133
- 24,491).

Analisis statistik yang dilakukan dengan uji One
Way Anova menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,0001
(p<0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa rata-rata
jumlah kolagen fistula enterokutan berbeda secara
signifikan. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji Post
Hocuntuk menguji beda antar kelompok.

Dari uji Post Hoc didapatkan perbandingan antara
kelompok kontrol (K) dengan kelompok perlakuan (P1,
P2, P3) berbeda secara signifikan (p<0,05). Hasil uji
tersebut menunjukan peningkatan jumlah kolagen yang
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Gambar 2. Gambaran serat kolagen pada preparat histologi jaringan fistula enterocutan dengan pembesaran 100x. Tampak
kolagenisasiyang lebih meningkat pada kelompok yang mendapatkan kombinasi fenitoin dan vitamin C (P1) disusul kelompok
yang mendapatvitamin C(P2) dan fenitoin (P3). Preparat histologi dibuat dengan pengecatan sirius red.

lebih besar pada pemberian terapi fenitoin dan vitamin C
baik diberikan secara sendiri-sendiri maupun secara
kombinasi dibandingkan dengan yang hanya diberikan
perawatan luka dengan kassa lembab-kering.

Terdapat perbedaan jumlah kolagen pada
kelompok perlakuan 1 (P1) dibandingkan dengan
kelompok perlakuan 2 (P2) dan berdasarkan uji post hoc
didapatkan bahwa perbedaan tersebut bermakna secara
statistik (p<0,05). Hasil uji tersebut menunjukan bahwa
kelompok yang mendapatkan kombinasi fenitoin dan
vitamin C mengalami peningkatan jumlah kolagen yang
lebih besar dibandingkan kelompok yang hanya
mendapat fenitoin saja.

Sedangkan perbandingan jumlah kolagen
kelompok P1 dengan kelompok P3, didapatkan
perbedaan dengan nilai signifikansi yang bermakna
(p<0,05). Hasil perbandingan tersebut menunjukan
bahwa pemberian terapi kombinasi fenitoin dan vitamin
C meningkatkan jumlah kolagen yang lebih besar secara
bermakna dibandingkan pemberian vitamin C saja.

Pengujian dilanjutkan dengan membandingkan
kelompok perlakuan P2 dibandingkan dengan kelompok
perlakuan P3. Didapatkann rata-rata jumlah kolagen
pada kelompok P3 lebih besar dibandingkan rata-rata
jumlah kolagen pada kelompok P2. Namun dari hasil uji
post hoc didapatkan perbedaan tersebut tidak bermakna
secara statistik (p>0,05), menunjukan bahwa tidak
terdapat perbedaan peningkatan jumlah kolagen pada
kelompok yang hanya diberikan fenitoin saja
dibandingkan kelompok yang mendapat vitamin C saja.

Analisis Deskriptif Diameter Makroskopis Luka
Diameter makroskopis fistula enterokutan diukur setelah
terminasi dilakukan. Diameter fistula enterokutan

diukur menggunakan program komputer Image],
kemudian data dari seluruh sampel dicatat dalam ukuran
milimeter. Data rata-rata diameter fistula enterokutan
pada tiap kelompok dapat diamati pada Tabel 2.

Dari tabel 2, kita dapat mengamati rata-rata
diameter akhir terkecil adalah pada kelompok perlakuan
1 (P1) yang diberikan terapi kombinasi fenitoin dan
vitamin C yaitu sebesar 5,742 + 0,394. Sedangkan rata-
rata diameter akhir terbesar terdapat pada kelompok
kontrol yang mendapatkan perawatan luka dengan kassa
lembab-kering yaitu sebesar 9,395 + 0,582. Dari hasil uji
normalitas Shapiro Wilk didapatkan data berdistribusi
normal (p>0,05) dan dari uji homogenitas data diperoleh
nilai > 0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa data yang
diperoleh adalah homogen.

Uji Statistik Diameter Akhir
Pemeriksaan diameter akhir fistula di hari ke-7
memberikan hasil yang berbeda untuk pada tiap
kelompok. Diameter fistula terkecil didapatkan pada
kelompok perlakuan 1 (P1) yang mendapatkan terapi
kombinasi fenitoin dan vitamin C dengan nilai median
sebesar 5,742 mm (5,201 - 6,388). Sedangkan median
diameter fistula terbesar didapatkan pada kelompok
kontrol yang hanya mendapatkan perawatan luka
dengan kassa lembab-kering yaitu sebesar 9,541 mm
(8.445 - 9,976). Pada kelompok perlakuan 2 (P2) yang
mendapat fenitoin oral didapatkan median diameter
adalah 7,966 mm (6,839 - 9,150), sedangkan untuk
kelompok perlakuan 3 (P3) yang mendapat terapi
vitamin C adalah sebesar 5,709 mm (5,824 - 7,809).
Analisis statistik yang dilakukan dengan uji One
Way Anova menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,0001
(p<0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa rata-rata
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TABEL 2

Analisis deskriptif diameter fistula

Kelompok Mean = SD Median P Homogenity
(Min-Max) (Shapiro-Wilk) test*
K 9,395 + 0,582 9,541 0,456*
(Kassa lembab — kering) (8.445-9,976)
P1 5,742 £ 0,394 5,742 0,804*
(Fenitoin + Vitamin C) (5,201-6,388)
0,410**
P2 8,101 + 0,822 7,966 0,708*
(Fenitoin) (6,839-9,150)
P3 6,883 + 0,744 5,709 0,535*
(Vitamin C) (5,824-7,809)
Keterangan : *Normal (p > 0,05) **Homogen (p > 0,05)
10,000 —
k
9,000 —
T
S *
2 8,000
9]
@
€ 7,000 —
(T
a *
6,000 —|
k
5,000 —
I I I
Kassa lembab Fenitoin dan Fenitoin Vitamin C
kering Vitamin C
Kelompok

Gambar 3. Grafik boxplot dari diameter akhir fistula enterokutan dari tiap kelompok. K: perawatan luka fistula dengan kassa
lembab , P1: perawatan luka fistula dengan kombinasi fenitoin oral dan vitamin C oral, P2: perawatan luka fistula dengan
fenitoin oral (P2), P3: perawatan luka fistula dengan vitamin C oral (P3). Terdapat perbedaan bermakna secara statistik (One
Way ANOVA P<0,05). Serta didapatkan pula perbedaan bermakna pada tiap kelompok perlakuan jika dibandingkan kelompok

kontrol; * signifikan P<0,05

diameter akhir fistula enterokutan berbeda secara
signifikan. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji Post
Hocuntuk menguji beda antar kelompok.

Dari hasil uji Post Hoc didapatkan, perbandingan
antara kelompok kontrol (K) dengan kelompok
perlakuan (P1, P2, P3) menunjukan perbedaan yang
signifikan (p<0,05). Hasil uji tersebut menunjukan
penurunan diameter yang lebih besar pada pemberian
terapi fenitoin dan vitamin C baik diberikan secara
sendiri-sendiri maupunn kombinasi dibandingkan
dengan yang hanya diberikan perawatan luka dengan
kassalembab-kering.

Terdapat perbedaan diameter akhir pada
kelompok perlakuan P1 dibandingkan dengan kelompok
perlakuan P2 dan berdasarkan uji post hoc didapatkan
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bahwa perbedaan tersebut bermakna secara statistik
(p<0,05). Hasil uji tersebut menunjukan bahwa kelompok
yang mendapatkan kombinasi fenitoin dan vitamin C
mengalami penurunan diameter yang lebih besar
dibandingkan kelompok yang hanya mendapat fenitoin
saja.

Sedangkan perbandingan kelompok perlakuan P1
dengan kelompok perlakuan P3, didapatkan perbedaan
dengan nilai signifikansi yang bermakna (p<0,05). Hasil
perbandingan tersebut menunjukan bahwa pemberian
terapi kombinasi fenitoin dan vitamin C menurunkan
diameter fistula yang lebih besar secara bermakna
dibandingkan pemberian vitamin C saja.

Pengujian dilanjutkan dengan membandingkan
kelompok perlakuan P2 dibandingkan dengan kelompok
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Gambar 4. Penampakan makroskopis fistula enterokutan setelah pemberian terapi. (K: Kelompok kontrol, P1: Kelompok yang
diberikan fenitoin dan vitamin C, P2: Kelompok yang diberikan fenitoin saja, P3: Kelompok yang diberikan vitamin C saja)

perlakuan P3. Dari hasil uji post hoc didapatkan
perbedaan yang signifikan secara statistik (p<0,05),
menunjukan bahwa dimana terapi vitamin C lebih
memperkecil diameter fistula daripada terapi fenitoin.

DISKUSI

Pada hari ke-7 perlakuan dilakukan terminasi hewan
coba sekaligus pengambilan data. Pada masa ini luka
berada dalam fase proliferasi proses penyembuhan luka,
sehingga efek peningkatan jumlah kolagen dan efek
terhadap penurunan ukuran fistula dapat diamati
dengan jelas.® Beberapa indikator yang dapat diamatai
dari proses penyembuhan fistula adalah jumlah kolagen,
jumlah fibroblast, angiogenesis, jumlah limfosit, dan
penurunan diameter fistula. Peneliti mengamati jumlah
kolagen secara mikroskopis serta diameter fistula sebagai
variabel yang secara nyata menggambarkan proses
penyembuhan fistula.

Jumlah kolagen fistula enterocutan

Kolagen merupakan salah satu indikator dalam proses
penyembuhan luka. Kolagen berperan pada semua fase
penyembuhan luka. Pada fase hemostasis dan inflamasi,
fibrillar kolagen berperan penting dalam tahap awal
penyembuhan luka karena dipercaya sebagai elemen
kunci yang terlibat dalam peningkatan agregasi platelet
setelah cedera vaskular.”® Pada fase proliferasi, kolagen
berperan pada proses kontraksi luka yang dimulai segera
setelah terjadi luka dan mencapai puncak pada 2 minggu
setelah luka.? Pada fase Maturasi dan remodelling,
terjadi perubahan komposisi kolagen dimana kolagen
tipe I yang lebih dominan pada fase awal terjadinya luka
akan digantikan dengan kolagen tipe III hingga
mendekati komposisi kolagen pada kulit sehat. Setelah
beberapa bulan perubahan dalam komposisi kolagen
dalam jaringan yang mengalami penyembuhan secara
perlahan akan meningkatkan kekuatan jaringan hingga
maksimum sekitar 80% darijaringan normal.?”

Dari penelitian ini, dapat diamati peningkatan jumlah
kolagen yang signifikan pada seluruh kelompok

perlakuan P1, P2 dan P3 (kombinasi fenitoin dengan
vitamin C, fenitoin saja dan vitamin C saja) dibandingkan
dengan kelompok kontrol K yang hanya mendapat
perawatan luka dengan kassa lembab-kering. Perbedaan
ini menunjukan manfaat pemberian fenitoin dan vitamin
C terhadap peningkatan jumlah kolagen, baik diberikan
secara kombinasi maupun secara sendiri-sendiri.
Temuan ini sejalan dengan penelitian terdahulu
mengenai manfaat fenitoin dan vitamin C terhadap
peningkatan kolagen. Meena et al pada penelitiannya
mengenai efek fenitoin pada luka bakar tikus putih juga
menemukan bahwa terjadi peningkatan jumlah kolagen
pada kelompok tikus yang diaplikasikan fenitoin
dibandingkan dengan kelompok kontrol yang mendapat
perawatan dengan normal salin.® Penelitian yang
dilakukan oleh Kato et al, didapatkan peningkatan
jumlah kolagen pada hipertrofi ginggiva pada manusia
yang mendapatkan terapi fenitoin.’ Penelitian yang
dilakukan oleh Mohammed et al pada luka full thickness
tikus, menunjukan bahwa terdapat peningkatan jumlah
kolagen pada tikus yang mendapat vitamin C
dibandingkan dengan kelompok yang mengalami
defisiensi vitamin C.?!

Hasil uji Post hoc antar kelompok perlakuan
menunjukan bahwa, kelompok perlakuan P2 yang
mendapat terapi kombinasi fenitoin dengan vitaminC,
mengalami peningkatan jumlah kolagen yang signifikan
dibandingkan kelompok perlakuan P2 dan P3, yang
mendapat terapi fenitoin saja maupun vitamin C saja.
Hal ini menunjukan bahwa pemberian kombinasi
fenitoin dan vitamin C mampu memberikan efek
akumulasi jumlah kolagen secara sinergis, sehingga
terjadi peningkatan kolagen yang bermakna pada
kelompok kombinasi fenitoin dan vitamin C
dibandingkan pemberian secara sendiri-sendiri.
Sebagian besar penelitian tentang pengaruh vitamin C
terhadap aktifitas pembentukan jaringan ikat telah
dilakukan dan telah menunjukkan manfaat vitamin C
dalam sintesis, maturasi dan sekresi kolagen.*® Vitamin
C bertindak sebagai kofaktor pada proses sintesis
kolagen. Pembentukan kolagen membutuhkan vitamin C
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untuk hidroksilasi prolin, suatu proses yang
memungkinkan molekul kolagen mencapai konfigurasi
terbaik dan mencegah kolagen menjadilemah dan rentan
terhadap kerusakan. Vitamin C juga meningkatkan
mRNA prokolagen dan diperlukan untuk mengekspor
molekul prokolagen keluar dari sel.*» Sedangkan peran
fenitoin telah diketahui mampu meningkatkan jumlah
kolagen pada luka melalui mekanisme penurunan
degradasi kolagen. Pada jalur degradasi kolagen
ekstraseluler, matrix metalloproteinases (MMPs) dan
kolagenase bertanggung jawab untuk degradasi kolagen.
Aktivitas enzimatik MMP dikendalikan oleh Tissue
inhibitor matrix metalloproteinases (TIMP) yang fungsinya
untuk menghambat aksi MMPs.32 Pada 2005, Kato et al
menunjukkan bahwa ekspresi gen MMP-1, 2, dan 3
menurun jumlahnya dengan pemberian fenitoin,
sedangkan TIMP meningkat. Kato et al juga
menyebutkan bahwa terjadi penurunan pembentukan
MMPs oleh makrofag dengan pemberian fenitoin.?

Penelitian ini menunjukan rata-rata jumlah
kolagen pada kelompok perlakuan P3 yang mendapat
terapi vitamin C, lebih meningkat dibandingkan rata-rata
pada kelompok perlakuan P3 yang mendapat terapi
fenitoin. Pengujian secara statistik tidak mendapatkan
perbedaan yang bermakna dari kedua kelompok
tersebut. Hal tersebut menunjukan bahwa fenitoin dan
vitamin C memiliki manfaat terhadap peningkatan
jumlah kolagen pada fistula enterokutan tikus wistar.

Peneliti menggunakan uji Intraclass Correlation
Coefficient (ICC) untuk mengetahui kesepakatan
(agreement) kolagenasi pada sampel yang diamati oleh
dua ahli patologi anatomi. Kami mendapatkan
kesepakatan (agreement) yang sangat baik antara
keduanya (ICC 0.98 dengan Confidential Interval 95% :
0,97-99).

Ukuran Makroskopis Fistula Enterokutan

Salah satu indikator dalam proses penyembuhan luka
adalah penurunan diameter luka.*® Proses penurunan
diameter luka terjadi karena adanya kontraksi luka yang
merupakan suatu proses dimana tepi luka dari semua sisi
tertarik secara sentripetal pada luka yang terbuka.?
Kontraksi luka merupakan hasil dari kombinasi
kekuatan traksi yang dihasilkan oleh migrasi fibroblast
dan aksi fenotip fibroblast khusus, yaitu
myofibroblast.34%

Dari penelitian ini tampak perbedaan diameter
fistula yang signifikan pada seluruh kelompok yang
mendapatkan perlakuan P1, P2 dan P3 (kombinasi
fenitoin dengan vitamin C, fenitoin saja dan vitamin C
saja) dibandingkan dengan kelompok kontrol K yang
hanya mendapat perawatan luka dengan kassa
lembab-kering. Perbedaan ini menunjukan manfaat
pemberian fenitoin dan vitamin C terhadap proses
penyembuhan luka, baik diberikan secara kombinasi
maupun secara sendiri-sendiri. Temuan mengenai
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manfaat fenitoin ini serupa dengan hasil penelitian yang
dilakukan oleh Usha et al yang menyebutkan bahwa
aplikasi fenitoin secara signifikan menurunkan area luka
pada luka insisi tikus wistar dibandingkan dengan yang
mendapat perawatan luka dengan kassa lembab-
kering.’ Manfaat fenitoin pada penyembuhan luka juga
diamati oleh Meena et al, dimana kelompok tikus putih
yang mendapat terapi fenitoin terbukti mengalami
penurunan area luka bakar yang signifikan
dibandingkan dengan kelompok yang diberikan
silversulfadiazin dan kelompok yang mendapat terapi
dengan normal salin.?® Penelitian lain yang dilakukan
oleh Hajong et al pada 100 orang pasien ulkus diabetes,
menunjukan bahwa pemberian fenitoin mempercepat
waktu yang dibutuhkan untuk terjadinya kontraksi luka
50% dari luka awal (13,42 hari) dibandingkan dengan
pasien yang mendapatkan perawatan luka dengan
normal salin (23,16 hari).!* Penelitian ini juga
menunjukan manfaat pemberian vitamin C oral yang
secara signifikan menurunkan diameter fistula
enterokutan tikus wistar dibandingkan dengan yang
hanya dilakukan perawatan luka dengan kassa
lembab-kering. Hasil temuan tersebut sejalan dengan
hasil penelitian Jagetia et al, yang menyebutkan bahwa
pemberian vitamin C mampu meningkatkan kontraksi
luka pada mencit yang terekspos radiasi sinar y.3* Bikker
et al melaporkan case report mengenai pasien yang
mengalami wound dehiscence pasca operasi laparatomy
eksplorasi atas indikasi divertikulitis. Terjadi penurunan
luas luka hingga sepertiga dari luas awal pada minggu ke
2 pemberian vitamin C, dan terjadi penutupan luka
secara spontan setelah 2,5 bulan pemberian vitamin C.3
Hasil uji Post Hoc juga menunjukan bahwa
kelompok P1 yang mendapat terapi kombinasi fenitoin
dengan vitamin C mengalami penurunan diameter yang
lebih besar daripada kelompok perlakuan lain, baik pada
kelompok P2 maupun P3 yang hanya mendapat fenitoin
saja maupun vitamin C saja. Hal ini menunjukan bahwa
pemberian kombinasi fenitoin dan vitamin C mampu
memberikan efek pengecilan diameter fistula
enterokutan secara sinergis, sehingga diameter fistula
akhir menjadi lebih kecil dibandingkan pemberian
fenitoin dan vitamin C secara sendiri-sendiri. Pengecilan
diameter luka adalah hasil dari terjadinya kontraksi luka,
yang merupakan gabungan dari kekuatan traksi yang
dihasilkan oleh migrasi fibroblast dan aksi
myofibroblast.3* Penelitian terdahulu menunjukan
bahwa fenitoin memiliki aksi stimulasi pada fibroblast
dan akumulasi kolagen yang merupakan komponen
penting dalam kontraksi luka,' sedangkan vitamin C
bertindak sebagai kofaktor pada proses sintesis kolagen.
Tanpa kadar vitamin C yang cukup, pembentukan
kolagen akan terganggu.’! Myofibroblast dan kolagen
berperan penting pada proses kontraksi luka,
pseudopodia pada myofibroblast dapat meluas dan
mengikat fibronektin ekstraseluler atau menempel pada
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serat kolagen dan menarik serat kolagen dengan
demikian menghasilkan kontraksi luka.? Penelitian yang
dilakukan Russel et al memberikan hasil yang menarik
dimana pada hipertrofi ginggiva yang terinduksi fentoin
ditemukan peningkatan jumlah myofibroblast dan
kolagen.®® Kedua komponen tersebut merupakan
komponen penting dalam proses kontraksi luka yang
mengakibatkan pengecilan diameter luka.'?

Diameter fistula kelompok P3 (vitamin C)
menunjukan pengecilan diameter fistula yang signifikan
jika dibandingkan dengan kelompok P2 (fenitoin).
Temuan ini menunjukan manfaat vitamin C lebih unggul
dalam memperkecil diameter fistula dibandingkan
manfaat pemberian fenitoin. Kemampuan vitamin C
dalam menurunkan diameter luka diperkirakan karena
kemampuannya dalam meningkatkan akumulasi
kolagen, meningkatkan jumlah fibroblast serta menekan
produksi mediator pro inflamasi.3%%

Penelitian mengenai manfaat pemberian fenitoin
dan vitamin C masih dapat disempurnakan pada
penelitian-penelitian di masa depan. Pada penelitian ini
proses penyembuhan fistula hanya diamati hingga hari
ketujuh perlakuan dimana fase penyembuhan luka
masih berlangsung, di masa mendatang dapat dilakukan
penelitian dengan masa pengamatan yang lebih panjang
sehingga dapat mengamati fase penyembuuhan luka
hingga tuntas. Karena keterbatasan peneliti, pengamatan
kolagen pada penelitian ini dengan metode
histopatologi. Pada penelitian selanjutnya dapat
ditingkatkan dengan menggunakan metode
imunohistokimia. Sehingga pengamatan dapat lebih
akurat dan dapat dilakukan pengamatan terhadap
petanda proses penyembuhan luka lain seperti growth
factor, makrofag, dan mediator-mediator lain.

SIMPULAN

Pemberian suplemantasi vitamin C, fenitoin oral secara
sendiri ataupun kombinasi meningkatkan kolagen dan
memperkecil diameter fistula enterokutan tikus wistar,
dan pemberian kombinasi lebih baik dibanding tunggal.
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