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RINGKASAN

Pengaruh Pasta Tulang Ikan Gurami (Osphronemus Gouramy) sebagai Bahan
Direct Pulp Capping Terhadap Ekspresi TNF-a pada Tikus Wistar Jantan (Rattus
Norvegicus); Dheamira Rosida; 161610101023; 2020; 96 Halaman; Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Trauma mekanis dapat menyebabkan inflamasi pulpa. Inflamasi pulpa ditandai
dengan adanya akumulasi sel-sel inflamasi yang melepaskan mediator inflamasi
(sitokin), seperti tumor necrosis factor-a (TNF-o). TNF-a pada kadar berlebihan
merupakan tanggapan terhadap tingginya pertumbuhan mikroorganisme dan dapat
menyebabkan kerusakan jaringan yang sangat berat dan fatal. Pulp capping adalah
salah satu jenis perawatan pada inflamasi pulpa untuk mempertahankan vitalitas gigi.
Bahan yang sering digunakan dalam perawatan pulp capping adalah kalsium
hidroksida dan mineral trioxide aggregate (MTA). Akan tetapi, penggunaan bahanh
tersebut memiliki potensi menimbulkan efek samping karena memiliki kandungan
berbagai bahan aktif atau agen kimiawi. Oleh karena itu, dibutuhkan bahan alternatif
yang berasal dari bahan alami dan dapat meminimalisir efek samping. Salah satu bahan
alternatif yang dapat digunakan adalah tulang ikan gurami. Kandungan tulang ikan
gurami yaitu, omega 3, omega 6, dan flavonoid, asam amino, dan kolagen sebagai
antiinflamasi dan antibakteri, sehingga dapat menurunkan ekspresi sitokin pro-
inflamasi diantaranya adalah TNF-o. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
menganalisis pengaruh penggunaan pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy)
sebagai bahan direct pulp capping terhadap ekspresi TNF-o.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris. Jumlah sampel sebanyak 32
ekor tikus wistar jantan dengan berat 150-200 gr yang dibagi secara acak menjadi 4
kelompok dengan masing-masing kelompok terdiri dari 8 ekor. Kelompok pulpa
normal (K1), gigi molar tikus tidak dilakukan perforasi dan perlakuan. Kelompok

kontrol negatif (K2) gigi dipreparasi dengan bur bulat pada permukaan oklusal molar
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kiri sampai perforasi pulpa ditumpat dengan tumpatan sementara tanpa diberi bahan
apapun. Kelompok kontrol positif (K3), gigi molar tikus diperforasi lalu diberi kalsium
hidroksida kemudian ditumpat sementara. Kelompok perlakuan (K4) gigi molar tikus
diperforasi lalu diberi pasta tulang ikan gurami kemudian ditumpat sementara. Empat
ekor tikus dari masing-masing kelompok didekapitasi pada hari ke-4 dan ke-7 untuk
mendapatkan sampel jaringan. Kemudian dilakukan pengamatan ekspresi TNF-a pada
sel leukosit (makrofag, neutrofil dan limfosit) menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 1000X.

Hasil perhitungan didapatkan ekspresi TNF-o pada leukosit tertinggi pada
kelompok K2 hari dekapitasi ke-4 (13,08 + 1,44) dan terendah pada kelompok K1 hari
dekapitasi ke-7 (1,83 = 0,19). Data yang didapat kemudian dianalisis dengan uji
parametrik One Way Anova, selanjutnya dilakukan uji LSD. Hasil uji LSD
menunjukkan perbedaan yang signifikan antara setiap kelompok. Tulang ikan gurami
mengandung asam amino, Omega-3, Omega-6, flavonoid dan kolagen. Senyawa
tersebut bekerja dengan menghambat cyclo-oxygenase (COX) sehingga dapat
menurunkan PGE-2. Turunnya PGE-2 menyebabkan proses transkipsi NF-xB
menurun, sehingga dapat terjadi penurunan sitokin proinflamasi TNF-a. Selain itu,
flavonoid juga dapat berperan sebagai antibakteri karena mampu menghambat proses
sintesis DNA bakteri yang menyebabkan kematian sel bakteri. Tulang ikan juga
mengandung kolagen yang dapat mempercepat proses pengendapan garam mineral dan
akhirnya akan terbentuk lapisan odontoblas-like cell yang berperan sebagai sel
pembentuk dentin reparatif. Pasta tulang ikan gurami menurunkan ekspresi TNF-a
lebih kuat dibandingkan dengan pasta kalsium hidroksida dan tanpa pemberian bahan
pulp capping. Sehingga, dapat disimpulkan bahwa pasta tulang ikan gurami pengaruh
dalam menurunkan ekspresi TNF-o pulpa gigi tikus wistar. Oleh karena itu, dengan
penelitian lebih lanjut nantinya diharapkan pasta tulang ikan gurami dapat digunakan

sebagai alternatif bahan direct pulp capping.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Salah satu penyebab inflamasi pulpa adalah trauma mekanis (Nirwana, 2012).
Trauma mekanis dapat menyebabkan terbukanya pulpa, sehingga menyebabkan invasi
berbagai macam mikroorganisme patogen ke dalam pulpa dan menyebabkan inflamasi
serta kerusakan pada jaringan pulpa (Diana dan Santosa, 2013).

Terjadinya inflamasi pulpa ditandai dengan adanya akumulasi sel-sel radang
yang melepaskan mediator inflamasi (sitokin), diantaranya adalah tumor necrosis
factor-a (TNF-a). TNF-a adalah sitokin utama pada respon inflamasi akut terhadap
bakteri gram-negatif dan mikroba lainnya pada inflamasi yang disekresi oleh berbagai
macam sel tubuh (Abbas, 2016). Peningkatan ekspresi TNF-o pada jaringan akan
menyebabkan terjadinya proses inflamasi akut dan stimulasi imunitas adaptif. Sekresi
TNF-a pada kadar yang berlebihan merupakan respon terhadap tingginya pertumbuhan
mikroorganisme dan dapat menyebabkan kerusakan jaringan yang sangat berat dan
fatal (Irawati, 2014; Bratawidjaja dan Rengganis, 2014). Menurunnya ekspresi TNF-a
menandakan terjadinya penurunan fase inflamasi dan adanya respon perbaikan jaringan
(Domini dkk., 2019).

Pulp capping merupakan satu jenis perawatan yang bertujuan untuk
mempertahankan vitalitas pulpa dengan memberikan lapisan material pelindung atau
bahan di atas pulpa yang terbuka (Ghoddusi dkk., 2014). Pulpa gigi yang terbuka
dikarenakan kesalahan mekanis yang kecil atau karena trauma dengan kondisi respon
pulpa terhadap penyembuhan masih baik dan gigi dalam keadaan vital dapat dilakukan
perawatan dengan direct pulp capping (Didilescu dkk., 2018).

Bahan yang biasa digunakan dalam perawatan direct pulp capping adalah
kalsium hidroksida [Ca(OH)2] yang menjadi “material of choice” dalam perawatan
direct pulp capping selama beberapa dekade (Ghoddusi dkk., 2014). Kalsium

hidroksida merupakan bahan kedokteran gigi yang memiliki sifat antibakteri yang kuat
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dan dapat merangsang pembentukan dentin reparatif (Sari dan Untara, 2014; Nowicka
dkk., 2015). Bahan lain yang digunakan dalam perawatan pulp capping adalah Mineral
Trioxide Aggregate (MTA). MTA dipilih karena memiliki sifat biokompatibilitas yang
baik, kemapuan sebagai sealer yang tinggi dan memiliki kemampuan untuk
menghentikan perdarahan (Mostafa dkk., 2018).

Perawatan pulp capping menggunakan bahan-bahan seperti kalsium hidroksida
dan MTA memiliki potensi menimbulkan efek samping karena memiliki kandungan
berbagai bahan aktif atau agen kimiawi (Astuti dkk, 2018). Oleh karena itu, diperlukan
suatu bahan alternatif dari bahan dasar alami yang dapat memenuhi syarat sebagai
bahan direct pulp capping, berperan sebagai antiinflamasi, antibakteri, dan dapat
mengurangi efek samping dari bahan kimiawi. Salah satu bahan alternatif yang dapat
digunakan adalah tulang ikan gurami.

Ikan gurami (Osphronemus gouramy) merupakan jenis ikan yang paling sering
dikonsumsi oleh masyarakat Kabupaten Jember (Dewanti dkk., 2019). Berdasarkan
data Dinas Peternakan dan Perikanan Kabupaten Jember, produksi ikan gurami di
Kabupaten Jember dari tahun ke tahun mengalami peningkatan. Produksi ikan gurami
pada tahun 2013 sebesar 1.182.400 kg dan meningkat pada tahun 2016 yaitu 2.395.900
kg (Badan Pusat Statistik Kabupaten Jember, 2017). Konsumsi ikan gurami dalam
skala industri maupun skala rumah tangga biasanya hanya memanfaatkan daging ikan
sebagai bahan baku utama, sehingga bagian tubuh ikan yang lain akan menjadi limbah.
Saat ini pemanfaatan gurami dalam bidang kesehatan masih belum banyak dilakukan.
Salah satu limbah gurami yang dapat bermanfaat untuk meningkatkan kesehatan gigi
dan mulut adalah bagian tulang ikan. Berdasarkan keunggulan gurami dari segi
tingginya permintaan dan tingginya produksi diharapkan ketersediaan tulang ikan
gurami akan stabil jika dimanfaatkan sebagai bahan alternatif (Nurjanah dkk., 2010).

Tulang ikan gurami mempunyai komposisi kimia yaitu protein yang tinggi
dibandingkan dengan jenis ikan air tawar lain (Tridhar, 2016). Berdasarkan penelitian
Pratama dkk. (2018), tulang ikan gurami mengandung berbagai macam asam amino

yang berfungsi untuk meningkatkan proliferasi dan meningkatkan fungsi dari sel-sel
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leukosit untuk membunuh patogen dan memproduksi sitokin antiinflamasi sebagai
penghambat sitokin proinflamasi diantaranya adalah TNF-o dan berperan dalam
penyembuhan luka dan memperbaiki jaringan yang rusak dengan mempercepat proses
angiogenesis. Berdasarkan penelitian pendahuluan yang dilakukan oleh Dewanti dkk.
(2019), tulang ikan mengandung omega 3, omega 6, dan flavonoid yang berperan
sebagai antiinflamasi. Senyawa tersebut bekerja dengan menghambat cyclo-oxygenase
(COX) dan transkipsi nuclear factor kappa-beta (NF-xB) yang mengaktifkan sitokin
proinflamasi (Apolinario dkk., 2015; Tortosa-Caparrés dkk., 2016; Widiartini dkk.,
2018), sehingga diharapkan tulang ikan gurami dapat menurunkan sitokin proinflamasi
diantaranya TNF-a. Tulang ikan mengandung kolagen yang dapat mempercepat proses
pengendapan garam mineral dan akhirnya akan terbentuk lapisan odontoblas-like cell
yang berperan sebagai sel pembentuk dentin reparatif (Permana dkk., 2012). Selain itu
limbah ikan dapat dimanfaatkan karena memiliki komposisi mirip dengan dentin dan
tulang manusia karena kaya akan hidroksiapatit, protein, dan kolagen dan merupakan
sumber kalsium (Dewanti dkk., 2020).

Berdasarkan uraian tersebut maka penulis tertarik untuk meneliti lebih lanjut
mengenai pengaruh penggunaan pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy)
sebagai bahan direct pulp capping terhadap ekspresi TNF-a pada pulpa tikus wistar.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh penggunaan pasta tulang ikan gurami sebagai bahan
direct pulp capping terhadap ekspresi TNF-a?

1.3 Tujuan
Menganalisis pengaruh penggunaan pasta tulang ikan gurami (Osphronemus
gouramy) sebagai bahan pulp capping terhadap ekspresi TNF-a.
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1.4 Manfaat

1.

Memberikan informasi kepada masyarakat ilmiah mengenai ekspresi TNF-a pada
pulpa setelah dilakukan perawatan pulp capping menggunakan pasta tulang ikan
gurami (Osphronemus gouramy).

Dapat digunakan sebagai acuan penelitian lebih lanjut yang berkaitan dengan
potensi pasta tulang ikan gurami sebagai bahan alternatif untuk pulp capping.
Memberikan informasi kepada masyarakat ilmiah tentang manfaat tulang ikan

gurami sebagai anti-inflamasi.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Inflamasi

Inflamasi adalah suatu respon fisiologis yang merupakan reaksi lokal jaringan
terhadap adanya infeksi atau cidera. Penyebab utama inflamasi antara lain
mikroorganisme, trauma mekanis, zat-zat kimia, dan pengaruh fisika. Tujuan akhir dari
respon inflamasi adalah menarik protein plasma dan fagosit ke tempat yang mengalami
cidera atau terinvasi agar dapat mengisolasi, menghancurkan atau menginaktifkan agen
yang masuk; membersihkan debris serta mempersiapkan jaringan untuk proses
penyembuhan. Inflamasi dapat terjadi secara lokal, sistemik, akut dan kronis yang
dapat menimbulkan kelainan patologis. Tanda utama terjadinya inflamasi lokal berupa
rubor (kemerahan), tumor (bengkak), kalor (panas), dolor (sakit) dan functio laesa
(kehilangan fungsi) (Bratawidjaja dan Rengganis, 2014). Inflamasi akut terjadi segera
setelah adanya cidera, sedangkan inflamasi kronis adalah inflamasi yang berlangsung
lebih dari dua minggu dan dapat timbul setelah terjadinya inflamasi akut atau karena
infeksi yang tidak kunjung sembuh (Apriani, 2011). Proses terjadinya inflamasi
sebenarnya merupakan salah satu mekanisme pertahanan diri dari tubuh terhadap
benda asing, tetapi jika proses ini berlangsung secara terus menerus (kronis) justru akan
merusak jaringan (Laka dkk., 2018)

Jaringan yang terkena inflamasi akan mengirimkan mediator-mediator
pertahanan sel inang dan protein dalam darah menuju ke daerah infeksi. Inflamasi
dimulai saat sel mast, yaitu makrofag, sel dendritk dan sel lain bergranulasi dan
melepaskan bahan kimia seperti histamin, serotonin dan bahan kimia lainnya. Histamin
merupakan mediator kima utama inflamasi, akibat pelepasan histamin akan terjadi
vasodilatasi pembuluh darah sehingga terjadi peningkatan aliran darah dan terjadi
peningkatan permeabilitas kapiler pada saat awal inflamasi (Bratawidjada dan
Rengganis, 2014).
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Mediator lain yang dilepaskan selama proses inflamasi yaitu faktor
kemotaktik neutrofil dan eosinofil yang dilepaskan oleh leukosit dan berfungsi
untuk menarik sel ke daerah cidera. Selain itu juga dilepaskan protaglandin
terutama seri E (PGE). Saat membran sel mengalami kerusakan, fosfolipid akan
diubah menjadi asam arakidonat dan dikatalis oleh fosfolipase A>. Asam arakidonat
selanjutnya akan dimetabolisme oleh lipooksigenase dan siklooksigenase (COX).
Pada jalur siklooksigenase inilah prostaglandin di sintesis. Prostaglandin berfungsi
untuk meningkatkan aliran darah ke tempat inflamasi, meningkatkan permeabilitas
kapiler dan merangsang reseptor nyeri. Leukotrin adalah produk akhir dari
metabolisme asam arakidonat pada jalur lipooksigenase. Senyawa ini juga
berfungsi untuk meningkatkan permeabilitas kapiler dan meningkatkan adhesi
leukosit pada pembuluh kapiler selama fase inflamasi (Apriani, 2011).

Mediator inflamasi lain yang diproduksi adalah sitokin. Sitokin adalah
protein terlarut yang memerantarai reaksi imun dan inflamasi dengan cara
merangsang sistem imun untuk berproliferasi atau menjadi aktif dan bertanggung
jawab dalam komunikasi leukosit atau antara leukosit dengan sel lain (Abbas,
2016). Terdapat dua jenis sitokin, yaitu, sitokin pro-inflamasi dan sitokin anti-
inflamasi. Sitokin pro inflamasi antara lain interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-
6), interleukin-2 (IL-2), tumor necrosis factor (TNF), dan interferon gamma (INF-
v). Sitokin pro-inflamasi berperan dalam merangsang makrofag untuk
meningkatkan fagositosis dan merangsang sumsum tulang untuk meningkatkan
produksi leukosit dan eritosit. Selain itu endotel yang teraktifasi akan melepaskan
nitric oxide (NO), suatu bahan vasodilator poten yang berperan pada syok sepsis
(Apriani, 2011).

Inflamasi juga mengaktifkan produksi dan pelepasan sitokin antiinflamasi.
IL-10 adalah sitokin anti inflamasi utama. Sitokin ini menghambat produksi TNF-
a, IL-1R, IL-6, IL-8. Sitokin ini juga menekan pelepasan radikal bebas dan aktifitas
NO serta produksi prostaglandin. Beberapa sel yang dapat memproduksi IL-10
adalah CD-4, CD-8, makrofag, monosit, limfosit B, sel dendrit dan sel epitel.

Monosit merupakan sumber utama dari sitokin ini (Sinaga, 2017).
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Terdapat unsur-unsur dalam sistem kekebalan spesifik yang berperan dalam
proses inflamasi, yang dapat dikelompokkan menjadi, fagosit mononuklear
(monosit dan makrofag) dan granulosit (neutrofil, eosinofil, dan basofil). Sel-sel
tersebut berasal dari sel induk hematopoietik multipoten terletak di sumsum tulang
dan hati janin. Berdasarkan fungsinya, sel-sel ini tersebut dikelompokkan menjadi
sel fagosit, sel mediator, dan limfosit. Peran sel-sel ini dalam respon imun dapat
dilihat pada aktivitas fagositik dan peradangan yang merupakan bagian dari respon
imun bawaan. Sementara itu monosit diketahui memiliki reseptor yang dapat

mengenali antigen asing (Ratna dkk., 2018).

2.2 TNF-a.

TNF-o merupakan salah satu jenis sitokin disekresi oleh berbagai macam
sel tubuh, diantaranya odontoblas, fibroblas, makrofag, monosit dan diaktifkan oleh
sel limfosit T, antigen, sel NK, dan sel mast (Fatimatuzzahro, 2014; Abbas, 2016:44
(Abbas, 2016).

TNF-o berperan sebagai imun primer dalam regulasi sistem imun sebagai
respon terhadap patogen, diproduksi secara kontinyu oleh sel untuk homeostasis
dan akan meningkat dengan tujuan remodeling atau replacement dari jejas. TNF-a
yang berada dalam makrofag berfungsi khusus untuk meningkatkan aktivitas dalam
membunuh patogen, aksi ini menjadi mediator penting pada inflamasi (Hikmah dan
Dewanti, 2010). TNF-a bertanggung jawab untuk berbagai aktivitas pensinyalan
sel, mendorong terjadinya nekrosis atau apoptosis sel (Lestari dkk., 2016).

TNF-o memiliki peran ganda, yaitu pada kadar yang tepat akan memberi
perlindungan dan penyembuhan jaringan, akan tetapi pada kadar berlebihan
merupakan tanggapan terhadap tingginya pertumbuhan mikroorganisme dan dapat
menyebabkan kerusakan jaringan yang sangat berat dan fatal (Irawati dkk., 2014).
Kadar rendah TNF- o dalam plasma (<107°) akan memicu respon inflamasi lokal
dengan bekerja terhadap leukosit dan endotel untuk menginduksi inflamasi akut,
kadar sedang TNF- o bekerja terhadap efek sistemik inflamasi dan dalam kadar
tinggi (>107) akan menimbulkan kelainan patologis berupa syok septik
(Bratawidjaja dan Rengganis, 2014).
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Peran TNF-a pada proses inflamasi menurut Abbas (2016), antara lain:
a. Dapat meningkatkan peran dari pro trombotik dan merangsang molekul adhesi
dari sel leukosit serta menginduksi sel endotel.
b. Memiliki peran dalam mengatur aktivitas makrofag dan respon imun dalam
jaringan dengan cara merangsang faktor pertumbuhan dan sitokin lain.

c. Merekrut sel imun neutrofil, monosit, limfosit darah ke lokasi infeksi.

d. Menjadi respon imun terhadap bakteri, virus, jamur, dan invasi parasit.

e. Bersifat pirogenik, dapat menimbulkan demam ketika bekerja pada hipotalamus.
TNF-a adalah sitokin pleiotropic yang dihasilkan oleh berbagai jenis sel

dalam tubuh. TNF-a bekerja melalui dua reseptor transmembran yaitu: reseptor

TNF 1 (TNF-R1), dan reseptor TNF 2 (TNF-R2). TNF-R1 dan -R2 diekspresikan

pada hampir seluruh sel yang memiliki nukleus (inti sel) (Horiuchi dkk., 2010).
TNF-a dihasilkan sebagai bentuk prekursor yang disebut transmembran

TNF- o yang diekspresikan pada permukaan sel tipe II polipeptida yang terdiri dari

233 residu asam amino (26 kDa) oleh makrofag aktif dan limfosit serta sel-sel

lainnya. Setelah TNF-a diproses oleh enzim metalloproteinase seperti TNF-a-

convert enzim (TACE), TNF-a akan menjadi bentuk yang larut, kemudian dari 157

residu asam amino (17 kDa) dilepaskan dan menjadi perantara dari aktivitas

biologis melalui reseptor TNF-R1 dan -R2 (TNF-R1 juga dikenal sebagai

TNFRSF1A, CD120a dan TNF-R2 juga dikenal sebagai TNFRSF1B, CD120b)

(Gambar 2.1) (Horiuchi dkk., 2010;Yu dkk., 2009).
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Gambar 2.1 Struktur Biologi TNF-a (Horiuchi dkk., 2010)
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Transmembran TNF-a (tmTNF) adalah bentuk prekursor dari TNF-a yang
larut yang diekspresikan pada sel penghasil TNF sebagai homotrimer. Setelah
diproses oleh TACE, TNF-a yang larut (STNF) akan berikatan dengan TNF-R1 atau
-R2. Setelah mengikat ke reseptor TNF, baik transmembran dan TNF-a berperan
dalam efek pleiotropik (apoptosis, proliferasi sel dan produksi sitokin). Sisa
transmembran TNF-a setelah pembelahan dengan TACE adalah selanjutnya
diproses oleh SPPL2b dan domain intraseluler ditranslokasi ke dalam nukleus dan

seharusnya menjadi perantara produksi sitokin (Horiouchi dkk., 2010).

2.3 Pulpitis
2.3.1 Definisi Pulpitis
Pulpitis adalah inflamasi pulpa sebagai reaksi jaringan ikat vaskuler yang
sangat penting terhadap cedera. Reaksi pulpitis mirip dengan inflamasi jaringan ikat
pada bagian tubuh lainnya. Sel-sel yang berhubungan dengan reaksi inflamasi pada
jaringan ikat adalah leukosit polimorfonuklear dan leukosit mononuklear termasuk
makrofag dan limfosit (Enggardipta dkk., 2016).
2.3.2 Etiologi Pulpitis
Etiologi pulpitis menurut Grossman (2014) adalah:
a. Fisis
1) Mekanis
a) Trauma
(1) Kecelakaan (olahraga kontak)
(2) Prosedur gigi iatrogenic (pemasangan baji pada gigi, preparasi atau
mahkota, dll.)
b) Pemakaian patologik (atrisi, abrasi, dll.)
c) Retak melalui badan gigi (sindroma gigi retak)
d) Perubahan barometric (barodontalgia)
2) Termal
a) Panas berasal dari preparasi kavitas, pada kecepatan rendah atau terlalu
tinggi
b) Panas eksotermik karena menjadi kerasnya (setting) semen
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¢) Konduksi panas dan dingin melalui tumpatan yang ada dalam suatu
bahan dasar protektif
d) Panas friksional (pergesekan) disebabkan oleh pemolesan restorasi
3) Listrik (arus galvanik dari tumpatan metalik yang tidak sama
b. Kimiawi
1) Asam fosfat, monomeric akrilik, dll.
2) Erosi (asam)
c. Bakterial
1) Toksin yang berhubungan dengan karies
2) Invasi langsung pulpa dari karies atau trauma
3) Kolonisasi mikrobial di dalam pulpa oleh mikroorganisme bloodborne

(anakoresis)

2.4 Klasifikasi Penyakit Pulpa
a. Pulpitis Reversibel

Pulpitis reversibel adalah suatu kondisi inflamasi pulpa yang tidak parah,
ringan hingga sedang. Keadaan pulpa dapat kembali normal dan dapat pulih
kembali jika penyebab inflamasi dihilangkan, namun apabila keadaan pulpitis
reversibel dibiarkan dan tidak segera dilakukan perawatan, maka dapat
menyebabkan terjadinya inflamasi yang lebih parah, yaitu pulpitis irreversibel
hingga terjadi kematian pulpa (nekrosis). Pulpitis reversible dapat disebabkan
karena adanya trauma oklusi, stimulus kimiawi misalnya bahan makanan manis
serta bakteri karies, dehidrasi kavitas dengan alkohol atau klorofm yang berlebihan,
rangsangan pada leher gigi yang dentinnya terbuka atau syok termal misalnya
karena bur yang terlalu lama menyebabkan panas (Torabinejad dan Walton, 2014).

Gejala pulpitis reversibel meliputi gejala simtomatik dan asimtomatik.
Gejala simtomatik berupa rasa sakit ngilu saat minum manis, asam, panas, atau
dingin yang tidak timbul secara spontan dan tidak berlanjut apabila penyebab
ditiadakan, sedangkan gejala asimtomatik dapat disebabkan oleh karies yang baru
mulai dan dapat normal kembali apabila karies dihilangkan dan gigi direstorasi
dengan baik (Tarigan, 2015).
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b. Pulpitis Irreversibel

Pulpitis irreversibel adalah inflamasi pada pulpa yang terus-menerus dengan
atau tanpa gejala dan disertai dengan kerusakan jaringan pulpa meskipun
rangsangan dihilangkan. Penyebab utama pulpitis irreversibel adalah bakteri.
Penyebab lainnya diantaranya, makanan manis, stimulus termis, mekanis, kimiawi
dan asam.

Gejala pada pasien pulpitis irreversibel dapat berupa akut atau kronis. Pulpitis
akut apabila terjadi sakit terus menerus, spontan, dan bisa menjalar, sakit yang
tajam, rasa sakit bertahan beberapa menit sampai berjam-jam tetap ada meskipun
stimulus dihilangkan. Gejala kronis apabila pasien tanpa gejala dan biasanya sudah
terjadi drainase eksudat. Jenis pulpitis yang termasuk kedalam pulpitis ireversibel
adalah acute irreversible pulpitis, chronic irreversible pulpitis, dan chronic
hiperplastic pulpitis (Tarigan, 2015).

c. Nekrosis Pulpa

Nekrosis pulpa adalah kematian pulpa yang merupakan proses lanjutan dari
radang pulpa akut maupun kronis atau terhentinya sirkulasi darah secara tiba-tiba
akibat trauma. Nekrosis pulpa dapat parsial atau total. Nekrosis parsial
menunjukkan gejala seperti irreversibel pulpitis dengan nyeri spontan sedangkan
nekrosis pulpa total tidak menunjukkan gejala dan tidak ada respon terhadap tes
termal dan tes listrik (Tarigan, 2015).

2.5 Mekanisme Inflamasi Pulpa

Jaringan pulpa akan memberikan suatu respon inflamasi sejak lapisan
enamel terbuka oleh rangsangan eksternal seperti cedera mekanik, termis, kimia
atau bakteri. Proses ini diawali dengan adanya rangsangan pada jaringan pulpa yang
nantinya akan mengaktifkan enzim fosfolipase untuk mengubah fosfolipid menjadi
asam arakidonat. Kemudian oleh enzim siklooksigenase, asam arakidonat sebagian
diubah menjadi endoperoksida yang akhirnya menjadi prostaglandin. Prostaglandin
akan mempengaruhi permeabilitas pembuluh darah dan sel-sel radang yang terlibat
dalam proses inflamasi. Sedangkan bagian lain dari asam arakidonat akan diubah
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oleh enzim lipooksigenase menjadi hidroperoksida dan leukotrien (Kurniasari,
2017).

Adanya rangsangan eksternal pada jaringan pulpa, akan mulai terlihat
adanya lapisan odontoblas yang cedera. Odontoblas adalah sel bentukan dentin
yang membentang kedalam tubuli dentin dan merupakan sel pertama yang
menghadapi injuri (Kurniasari, 2017). Jejas yang terjadi pada pulpa akan
menyebabkan kerusakan sel. Respon inflamasi awal terhadap jejas terlihat dengan
akumulasi sel inflamasi kronis pada suatu titik. Sebagai sel yang paling tepi dalam
pulpa, odontoblas ditempatkan sebagai yang pertama kali melawan jejas dengan
mengenali antigen asing dan memulai respon imun. Deteksi patogen dilakukan
dengan reseptor spesifik yang disebut pattern recognition receptors (PRRS).
Reseptor ini mengenali polamolekuler patogen (PAMPS) pada organisme yang
menginvasi dan memulai pertahanan host melalui aktivasi nuclear factor (NF-«).
Salah satu molekul pengenal PAMPs adalah toll-likereceptor family (TLRs). Dalam
sitosol terdapat NF-kp yang merupakan faktor transkripsi terjadinya respon
inflamasi. NF-k yang inaktif terdapat sebagai komplek dengan inhibitor yaitu 1k
sehingga berbentuk NF-«p-Ixp. TLRs dapat mengaktivasi NF-kf-lkp dengan cara
fosforilasi Ixp. Ikf yang terfosforilasi kemudian terlepas dari NF-xf3 sehingga
terjadi degradasi Ik diikuti translokasi NF-k ke dalam inti. Kejadian tersebut akan
memicu proses transkripsi untuk pembentukan berbagai sitokin pro-inflamasi
diantaranya TNF-a yang selanjutnya akan dilepaskan ke luar sel (Nirwana, 2012;
Domini dkk., 2019). Peningkatan ekspresi dari sitokin dan molekul adhesi tersebut
akan menyebabkan terjadinya proses inflamasi akut dan stimulasi imunitas adaptif
(Margono dkk., 2016). Lepasnya sitokin pro-inflamasi akan menyebabkan
leukositosis, yaitu jumlah leukosit khususnya neutrofil meningkat dan teraktivasi.
Neutrofil yang teraktivasi akan mengeluarkan MMP-9 sehingga menyebabkan
kerusakan jaringan pulpa yang banyak mengandung kolagen. Sehingga, diperlukan
suatu bahan yang dapat menekan terjadinya inflamasi untuk mendorong terjadinya
perbaikan jaringan pulpa (Nirwana, 2012).

Sitokin hasil produksi odontoblas akan berinteraksi dengan sel endotel

pembuluh darah, mengubah sistem mikrosirkulasi dalam jaringan pulpa, sehingga


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

13

terjadi hambatan aliran darah dan metabolisme dalam jaringan. Mula-mula terjadi
vasodilatasi sistem mikrovaskularisasi yang menyebabkan sirkulasi darah menjadi
statis. TNF-a berperan menginduksi ekspresi molekul adhesi pada sel endotel
seperti E-selectin, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) dan Intracellular
Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) yang akan menyebabkan sel leukosit
menempel pada dinding pembuluh darah dan bermigrasi ke jaringan untuk
mengeliminasi iritan atau debris seluler. TNF-o dapat menginduksi sel endotel dan
sel dendritik untuk menghasilkan monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) yang
akan menyebabkan monosit keluar dari pembuluh darah menuju ke daerah
inflamasi. Di jaringan, monosit akan berdiferensiasi menjadi makrofag
(Fatimatuzzahro, 2014). Di dalam arteri terjadi mobilisasi leukosit, sel-sel
polimorfonuklear neutrofil (PMN) mengadakan marginasi yang dilanjutkan dengan
emigrasi ke jaringan sekitarnya. Hal ini mengakibatkan pengumpulan eksudat di
jaringan untuk proses fagositosis, keadaan ini disebut inflamasi akut. PMN yang
berperan pada respon inflamasi akut dan hanya berumur pendek (24-36 jam).
Neutrofil akan mulai mati setelah menghancurkan iritan dan jaringan yang rusak
melalui proses fagositosis. Kemudian sisa benda asing dan luruhan sel yang tidak
terfagosit oleh neutrofil akan difagositosis oleh makrofag sebagai pertahanan lini
kedua untuk mengisolasi, menghancurkan, atau mengaktifkan pertahanan,
membersihkan debris, mempersiapkan proses penyembuhan dan perbaikan jaringan
(Kurniasari, 2017).

Proses yang terjadi dalam inflamasi adalah fagositosis yang merupakan
salah sistem kekebalan terhadap patogen. Proses fagositosis terdiri dari tahapan
berikut: pengenalan, yang merupakan proses di mana mikroorganisme atau partikel
asing dideteksi oleh sel fagosit; pergerakan (kemotaksis), sel-sel fagosit bergerak
menuju patogen; adhesi, patogen akan melekat pada reseptor pada membran sel
fagosit; proses menelan, proses menelan patogen ke dalam sitoplasma; pencernaan,
lisosom yang mengandung enzim destruktif seperti asam hidrolase dan peroksidase,
akan berfusi dengan fagosom untuk membentuk fagolisosom, kemudian mencerna
benda asing; yang terakhir sekresi, sisa produk partikel asing yang tidak dicerna

akan diekskresikan oleh sel fagosit. Proses fagositosis selalu terjadi dalam
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inflamasi. Mediator kimia yang penting dalam inflamasi adalah TNF-a dan I1-1p.
TNF-o adalah sitokin proinflamasi yang kuat dan berperan dalam sistem kekebalan
tubuh. Proses inflamasi harus terjadi, akan tetapi juga menyebabkan kerusakan sel
karena dapat melepaskan mediator kimia, enzim fagosit oksidase, nitrat oksida
sintase yang dapat diinduksi, dan protease lisosom, protease radikal bebas, dan
superoksida (Dewanti dkk., 2019).

2.6 Pulp Capping
2.6.1 Definisi Pulp Capping

Pulp capping adalah salah satu jenis perawatan untuk jenis karies dalam
tetapi pulpa gigi masih dalam keadaan vital. Tujuan utama dari perawatan pulpa
vital adalah untuk mempertahankan jaringan pulpa, menghilangkan jaringan yang
terkontaminasi oleh bakteri, dan memicu terjadinya perbaikan jaringan melalui

barier jembatan dentin (dentin bridge) (Brizuela dkk., 2017: 1176).

2.6.2 Klasifikasi Pulp Capping

a. Direct Pulp Capping

Direct pulp capping adalah suatu prosedur pemberian obat, pelapis atau
bahan yang diletakkan secara langsung diatas pulpa yang terbuka untuk
mempertahankan vitalitas pulpa dan dilakukan dalam sekali kunjungan. Tujuan
utama dari perawatan ini adalah untuk menstimulasi terjadinya pembentukan dentin

reparatif tersier (Lipski dkk., 2017).

Indikasi direct pulp capping menurut Garg & Garg (2011), yaitu:

1. Pulpa dalam keadaan pulpitis reversibel.

2. Pulpa terbuka karena kesalahan dalam pemakaian instrumen saat preparasi
kavitas (iatrogenic) atau karena trauma pada gigi.

3. Ukuran pulpa yang terbuka kecil, yaitu tidak lebih dari Imm.

4. Pasien dengan usia dibawah 30 tahun, hal ini mempengaruhi usia dari pulpa
karena tingkat keberhasilan perawatan lebih tinggi pada gigi permanen usia
muda, oleh karena pulpa memiliki vaskularisasi darah yang lebih baik.

5. Tidak ada rasa sakit spontan, karena apabila timbul rasa sakit spontan maka
tingkat keberhasilan perawatan akan lebih rendah.
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Kontraindikasi direct pulp capping menurut Garg & Garg (2011), yaitu:
1. Pemeriksaan radiografi ditemukan patologi pada pulpa.
2. Riwayat nyeri gigi spontan atau dalam kondisi pulpitis irreversibel.
3. Terjadi pendarahan pada lokasi jejas.
4. Pulpa yang terbuka akibat karies karena pulpa sudah terinfeksi oleh bakteri
5. Ukuran pulpa yang terbuka dari 1mm.
b. Indirect Pulp Capping

Indirect Pulp Capping adalah prosedur yang digunakan dalam perawatan
karies yang dalam apabila seluruh dentin yang terkena karies dibuang akan
menyebabkan terbukanya pulpa. Perawatan ini hanya dilakukan pada pulpa yang
tidak memiliki tanda-tanda pulpitis irreversibel. Setelah seluruh dentin lunak
dibuang, diatas dentin sisa diletakkan bahan pulp capping untuk menekan bakteri
lalu ditumpat sementara, kemudian setelah beberapa minggu tumppatan sementara
dan bahan pulp capping dibuang dan digantikan oleh restorasi permanen
(Torabinejad dan Walton., 2014).
Indikasi indirect pulp capping menurut Kay (2016), yaitu:
1. Kondisi rongga mulut yang sehat dan baik.
2. Adanya gejala pulpitis reversibel ringan, misalnya: rasa sakit ketika terdapat

rangsangan saja.

3. Karies yang dalam tetapi tidak ada abses dan pembengkakan.
4. Karies yang tidak mencapai pulpa sehingga pulpa tidak terbuka.
Kontraindikasi indirect pulp capping menutu Kay (2016), yaitu:
1. Karies yang mencapai pulpa.
2. Adanya gejala pulpitis irreversibel, misalnya: muncul rasa sakit ketika malam

hari atau rasa sakit yang muncul tanpa adanya rangsang.

2.7 Bahan Pulp Capping
2.7.1 Syarat Bahan Pulp Capping

Bahan pulp capping harus memenuhi syarat biokompatibilitas yang dapat
diterima tubuh atau tidak membahayakan bagi penggunanya. Bahan yang

diletakkan dalam rongga mulut idealnya tidak boleh membahayakan jaringan pulpa
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dan jaringan lunak rongga mulut. Selain itu, bahan pulp capping harus memiliki
sifat-sifat, yaitu (Kurniasari, 2017; McCabe, 2015; Song dkk., 2017):

10.

11.

N o a s~ w D Pe

Isolator termal atau tidak menghantarkan panas.

Isolator elektris atau tidak menghantarkan listrik.

Dapat merangsang pembentukan dentin reparatif.

Dapat mempertahankan vitalitas pulpa.

Bersifat antibakteri.

Adesif pada dentin dan bahan restoratif.

Tahan terhadap tekanan selama penempatan restorasi dan selama masa restorasi,
steril, bersifat radiopaque dan memberikan segel terhadap bakteri .

Tidak mengandung bahan toksik yang mampu berdifusi dan dapat diabsorbsi
kedalam sistem sirkulasi tubuh yang menyebabkan reaksi toksik secara sistemik.
Bahan yang digunakan harus bebas dari agen-agen sensitizing yang dapat
berperan menimbulkan alergi dan seharusnya tidak karsinogenik.

Bersifat radiopak supaya dokter mudah untuk melihat keberadaan bahan ketika
dilakukan rontgen.

Memiliki pH yang tinggi karena berpengaruh dalam pembentukan dentin
reparatif.

2.7.2 Pasta

Pasta adalah sediaan obat setengah padat yang mengandung satu atau lebih

bahan obat yang ditujukan untuk pemakaian topikal (Departemen Kesehatan

Republik Indonesia, 2012). Menurut Anief (2019), pasta adalah salep yang

mengandung lebih dari 50% zat padat serbuk.

Macam-macam pasta menurut Murtini (2016), adalah:

1.

Pasta berlemak

Pasta berlemak adalah suatu salep yang mengandung lebih dari 50% bahan padat
(serbuk). Sebagai bahan dasar salep digunakan vaselin, parafin cair, bahan tidak
berlemak seperti gliserin, mucilago atau sabun dan digunakan sebagai antiseptik
atau pelindung kulit. Pasta berlemak merupakan salep yang tebal, kaku, keras
dan tidak meleleh pada suhu badan. Komposisi salep ini memungkinkan

penyerapan pelepasaan cairan berair yang tidak normal dari kulit. Karena jumlah
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lemaknya lebih sedikit dibandingkan serbuk padatnya, maka supaya dapat lebih
homogen lemak-lemak dapat dikerjakan dengan melelehkannya terlebih dahulu
baru kemudian dicampurkan.

2. Pasta kering
Pasta kering merupakan suatu pasta yang tidak berlemak, mengandung kurang
lebih 60% bahan padat (serbuk).

3. Pasta pendingin
Pasta pendingin merupakan campuran serbuk dengan minyak lemak dan cairan
mengandung air. Contohnya adalah Salep Tiga Dara

2.7.3 Macam Bahan Pulp Capping

a. Kalsium Hidroksida

Salah satu bahan yang sering digunakan sampai saat ini untuk perawatan
pulp capping adalah kalsium hidroksida (Ca(OH).). Kalsium hidroksida dapat
dihasilkan melalui reaksi kalsium oksida (CaO) dengan air (H20). Kalsium
hidroksida dapat berupa kristal tidak berwarna atau bubuk putih (Sumarna, 2017).
Penggunaan bahan Ca(OH). pada tindakan pulp capping didasarkan pada
kemampuan bahan tersebut untuk merangsang jaringan keras, reaksi inflamasi yang
minimal, memiliki sifat antibakteri dan biokompatibel terhadap jaringan (Aries,
2015).

Kalsium hidroksida merupakan bakterisid karena memiliki pH yang sangat
tinggi, yaitu 11-13 dan bersifat alkali. Pelepasan ion hidroksil (OH"), menyebabkan
terciptanya suasana basa. Aktivitas antimikroba dari kalsium hidroksida terkait
dengan pelepasan ion hidroksil. lon hidroksil adalah oksidan radikal bebas yang
memiliki reaktivitas yang tinggi dan dapat bereaksi dengan beberapa biomolekul.
Suasana basa yang terbentuk dari pelepasan hidroksil dapat mempengaruhi atau
mengubah lingkungan, sehingga bakteri tidak dapat berkembang biak dan
memberikan kondisi netral, ion hidroksil bekerja dengan mendenaturasi protein dan
berikatan dengan gugus karbonil bakteri untuk menghidrolisis lemak
lipopolisakarida (LPS) sehingga menurunkan pirogenitas, toksisitas, dan memicu
aktivasi makrofag dan komplemen, sehingga dinding sel bakteri akan rusak

kemudian mengakibatkan kematian bakteri (Widyasri, 2010). Salah satu penelitian
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menunjukkan bahwa terjadi penurunan bakteri sebanyak 100% setelah mengalami
kontak dengan kalsium hidroksida (Hilton, 2009).

Pelepasan ion kalsium (Ca?*) dapat melarutkan jaringan nekrotik,
menetralisir kondisi asam, serta menyebabkan terjadinya remineralisasi jaringan
keras gigi karena berperan untuk stimulasi diferensiasi odontoblas sehingga
terbentuk jembatan dentin dan memelihara vitalitas pulpa (Mellisa dkk., 2011).
Selain itu, juga dapat mengaktifkan Adenosine Triphosphate (ATP) yang
mempercepat mineralisasi tulang dan dentin, dan Transforming Growth Factor type
R (TGF-R) yang berperan penting pada biomineralisasi (Kusuma, 2016). Kalsium
hidroksida dapat menstimulasi diferensiasi sel-sel odontoblas baru yang akan
membentuk dentin tersier (Torabinejad dan Walton, 2014). Dentin tersier akan
terbentuk lebih dari 60 hari setelah pengaplikasian bahan pulp capping.
Pembentukan dentin tersier pada minggu keempat menghasilkan dentin tipis yang
bersifat porous, namun pembentukannya akan terus berlanjut (Fajriyani, 2016).

Kalsium hidroksida memiliki beberapa kelemahan, diantaranya yaitu sulit
dimanipulasi dan membentuk suatu lining kavitas yang friable dan mudah pecah
(McCabe, 2015). Pada proses penyembuhan dapat terjadi poristas pada dentin yang
dikenal sebagai tunnel defect yang menyebabkan kegagalan pembentukan jembatan
dentin sebagai barier terhadap infeksi bakteri karena tunnel defect tersebut akan
menjadi jalan untuk bakteri dan produk bakteri untuk menginvasi pulpa sehingga
akan menyebabkan inflamasi dan nekrosis pulpa (Mellisa dkk., 2011; Komabayashi
dkk., 2016). Nekrosis pada bagian permukaan pulpa terjadi karena Ca(OH). dapat
terionisasi menjadi Ca?* dan OH" yang merupakan alkali kuat. Sifat alkali dapat
menyebabkan iritasi pulpa dan memicu terjadinya lesi periapikal (Prananingrum,
2010).

b. Mineral Trioxide Aggregate (MTA)

Mineral Trioxide Aggregate (MTA) adalah bahan yang sesuai dengan
namanya terdiri dari aggregat mineral trioxida. MTA dikembangkan oleh Prof.
Torabinejad beserta timnya di Universitas Loma Linda California (USA) dari tahun
1992 hingga 1993. MTA terdiri dari bubuk yang mengandung trikalsium silikat,

dikalsium silikat, trikalsium aluminat, tetrakalsium aluminat dan dikalsium sulfat
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dihidrat. MTA dibuat dengan hidrasi menjadi gel koloid dengan pH 12,5. (Daniele,
2017; Sumarna, 2017).

MTA digunakan sebagai bahan alternatif pulp capping karena diyakini lebih
baik daripada kalsium hidroksida. MTA dapat memicu proliferasi sel-sel pula yang
akan menstimulasi osteoblast untuk menghasilkan interleukin yang memicu
pembentukan jaringan berikatan pada dentin dengan komposisi yang mirip dengan
hidroksiapatit. Jembatan dentin baru yang terbentuk memiliki ketebalan dan
kekerasan yang lebih tinggi dan terbentuk dalam waktu yang lebih singkat
dibandingkan kalsium hidroksida (Fransson, 2016; Daniele, 2017). MTA memiliki
memliki kelarutan yang lebih rendah dibanding kalsium hidroksida dan mempunyai
kemampuan sebagai sealer yang lebih baik karena ketika setting mampu menutup
ruang pulpa secara hermetis, mencegah kontaminasi bakteri dari luar. Studi
histologis juga menunjukkan adanya lebih sedikit peradangan pada pulpa ketika
pengaplikasian MTA (Tawil dkk., 2015). Secara umum, MTA memiliki sifat yang
lebih baik daripada kalsium hidroksida, akan tetapi MTA memiliki kekurangan
yaitu, harga yang sangat mahal, satu gram bubuk MTA dihargai setara dengan
sekitar 24 gram kalsium hidroksida (Mostafa, 2018).

2.8 Ikan Gurami

Ikan gurami merupakan salah satu jenis ikan air tawar yang telah lama
dikenal dan dibudidayakan oleh masyarakat Indonesia. Sejak tahun 1802, ikan
gurami sudah ditulis orang sebagai ikan hias dan ikan konsumsi. Tempat asal ikan
gurami yang asli belum diketahui, namun menurut The Complete Aquarist’s Guide
to Freshwater yang diedit oleh John Gilbert, disebutkan bahwa ikan gurami berasal
dari Kepulauan Sunda Besar (Heriyanti dan Ristiyanto, 2017). Produksi gurami di
Indonesia tiap tahunnya terus meningkat, dari tahun 2008 sekitar 36.636 ton hingga
tahun 2013 menjadi 94.605 ton (Hernawan, 2018). Ikan ini merupakan salah satu
komoditi unggulan apabila dilihat dari jumlah permintaan yang cukup besar dan
harga yang relatif tinggi dibandingkan dengan ikan air tawar lainnya seperti ikan
mas, nila, tambakan dan tawes dan merupakan salah satu sumber protein yang

cukup tinggi (Budiana dan Rahardja, 2018).
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2.8.1 Taksonomi lkan Gurami
Menurut Bachtiar (2010), ikan gurami diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Pisces

Subkelas : Actinopterygii

Super Ordo  : Perciformes

Ordo : Labyrinthici

Sub-Ordo : Anabantoidea

Famili : Anabantidae

Genus : Osphronemus

Spesies : Osphronemus gouramy

2.8.2 Morfologi Ikan Gurami

Gambar 2.2 Morfologi Ikan Gurami (Oktaviandari, 2016)

Ikan gurami memiliki ciri-ciri morfologi yaitu, bentuk tubuh pipih, terdapat
sirip dada yang memanjang sampai dengan pertengahan sirip anal pada ikan dewasa
dan melewati ujung sirip anal pada ikan muda, sisik stenoid, garis lateral lengkap,
bentuk mulut kecil (Gambar 2.2). Bentuk tubuh ikan muda dan dewasa berbeda,
pada ikan muda memiliki bentuk kepala yang lancip, sedangkan ikan dewasa
memiliki tubuh yang lebih kokoh dengan bentuk dahi kepala yang agak cembung.
Ikan dewasa jantan bewarna kekuningan agak mencolok (Rachmatika, 2010). Ikan
gurami dewasa diatas punggungnya terdapat sirip punggung yang keras dan tajam
serta dibawah sirip punggungnya terdapat tulang rusuk yang bergaris menyilang
(Bachtiar, 2010).
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2.9 Tulang lkan Gurami

Tulang ikan gurami mempunyai komposisi kimia yang tinggi yaitu protein
dibandingkan dengan ikan air tawar lainnya (Tridhar, 2016). Komposisi dari air dan
abu ikan gurami semakin menurun seiring dengan meningkatnya ukuran ikan
gurami, sedangkan kadar protein dan lemak semakin meningkat seiring dengan
bertambahnya ukuran ikan gurami (Nurjanah dkk., 2010). Penelitian sebelumnya
oleh Dewanti dkk. (2018), menyatakan bahwa tulang ikan mengandung omega 3,
omega 6, flavonoid, tannin yang berperan sebagai anti-inflamasi. Penelitian
Amalina (2019), menyatakan bahwa tulang ikan gurami memiliki kadar kalsium
yang lebih tinggi dibandingkan dengan tulang ikan tenggiri, yaitu 5,912 ppm pada
tulang ikan gurami dan 2,382 pada tulang ikan tengiri.
Tabel 2.1 Komposisi Tulang Ikan Gurami Menurut Tridhar (2016)

Komposisi Jumlah (%)
Protein 84,85%
Kadar Abu 0,93%
Kadar Lemak 1,63%
Air 7,03%.

Berdasarkan tabel 2.1 terlihat bahwa komposisi tertinggi pada tulang ikan
gurami adalah protein. Protein tersusun dari asam amino yang berfungsi untuk
meningkatkan proliferasi dan meningkatkan fungsi dari sel makrofag yang terlibat
dalam proses innate immunity. Komposisi asam amino akan menentukan kualitas
suatu protein. Kandungan asam amino esensial pada ikan gurami dari jumlah yang
tertinggi hingga terendah ialah leusina, lisina, isoleusina, valina, treonina,
fenilalanina, metionina kemudian histidina. Leusina merupakan molekul penting
yang dapat merangsang sintesis protein otot dan juga memiliki nilai pengobatan
yang berhubungan dengan stress, trauma, dan luka bakar. Lisina memiliki peran
penting karena merupakan bagian dari komposisi dasar antibodi, memperkuat
sirkulasi dan menjaga pertumbuhan sel yang normal. Metionina merupakan asam
amino yang penting untuk metabolisme lemak, menjaga kesehatan hati, mencegah
akumulasi lemak dalam hati dan arteri utama, mencegah alergi dan osteoporosis.

Histidina berperan dalam interaksi antar protein, sebagai prekursor histamin,
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neurotransmitter penting dan juga dibutuhkan bagi pertumbuhan dan perbaikan
jaringan (Pratama dkk., 2018).

Tulang ikan menjadi sumber penting dalam aplikasi biomedik karena
tingginya hidroksiapatit pada konstituen anorganiknya (Cahyanto dkk., 2017).
Hidroksiapatit memiliki sifat biokompatibiltas yang sempurna apabila diimplankan
pada tulang manusia. Oleh karena itu, tulang ikan dapat digunakan sebagai bahan
implan dalam penggantian tulang (bone substitution), katup jantung, sambungan
pinggul dan juga bahan implan lain pada tubuh dan gigi manusia. Tulang ikan juga
memiliki karakteristik yang sama dengan tulang dan gigi manusia dari segi struktur
kimia (Aisyah dkk., 2012).

Sisik ikan gurami diduga mempunyai komposisi kimia mirip dengan tulang
(Budirahardjo, 2010). Sisik ikan gurami memiliki pH rata-rata sebesar 77,7; 8,40;
dan 8,46. Rata-rata pH menunjukkan kenaikan seiring dengan kenaikan bobot ikan,
walaupun perbedaan nilainya tidak signifikan. Kisaran nilai pH tersebut
menunjukkan bahwa sisik gurami bersifat basa. Tingkat keasaman sisik gurami
kemungkinan dipengaruhi oleh kandungan kalsium. Kalsium pada sisik terdapat
dalam bentuk kristal hidroksiapatit yang mengandung gugus OH, dimana gugus OH
berperan dalam membuat sifat basa suatu zat (Nurjanah dkk., 2010).

2.10 Hubungan Tulang Ikan Gurami dan TNF-«

Tulang ikan merupakan salah satu bagian tubuh ikan yang sering tidak
dimanfaatkan atau dianggap sebagai limbah. Padahal dengan menggunakan prinsip
zero waste, tulang ikan dapat dimanfaatkan terutama dalam bidang kesehatan
(Nurjanah dkk., 2010).

Salah satu kandungan tertinggi yang ada pada tulang ikan gurami adalah
protein (Tridhar, 2016). Protein adalah suatu polipeptida yang mempunyai
berat molekul yang sangat bervariasi, dari 5 kDa hingga lebih dari satu juta. Suatu
protein terdiri dari lebih dari 20 asam amino yang terikat satu dengan yang lain oleh
ikatan peptida sebagai penyusun protein (Masyitoh dkk., 2016). Protein merupakan
zat yang paling penting dalam setiap organisme dan juga merupakan bagian dari

semua sel hidup yang merupakan komponen penyusun terbesar tubuh setelah air.
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Asam amino berfungsi untuk meningkatkan proliferasi dan meningkatkan fungsi
dari sel-sel imun diantaranya adalah makrofag yang terlibat dalam proses innate
immunity. Sel imun tersebut mampu memfagositosis patogen, membunuh fungi,
dan menghasilkan nitric oxide (NO), interleukin, TNF-a dan reactive oxygen
species (ROS) (Daslina, dkk. 2015).

Flavonoid dapat berperan sebagai antiinflamasi karena efek dari
kemampuan flavonoid memodulasi sintesis prostaglandin dan metabolisme asam
arakidonat, serta inhibitor enzim yang kuat. Flavonoid dalam konsentrasi tinggi
terbukti dapat menghambat pelepasan asam arakidonat dan sekresi enzim lisosom
dari membran dengan jalan menghambat jalur siklooksigenase, lipooksigenase dan
enzim fosfolipase. Sementara dalam konsentrasi rendah, senyawa ini hanya dapat
menghambat jalur lipooksigenase. Sehingga dengan terhambatnya pelepasan asam
arakidonat dari sel atau jaringan yang terinflamasi menyebabkan kurang
tersedianya substrat arakidonat bagi jalur siklooksigenase maupun lipooksigenase
dan akhirnya proses peradangan akan menurun. Menurunnya proses inflamasi juga
akan menurunkan sitokin proinflamasi seperti TNF-a. (Kurniasari, 2017).

Flavonoid juga dapat berperan sebagai antibakteri dengan cara menghambat
fungsi DNA gyrase bakteri sehingga kemampuan replikasi dan translasi bakteri
dihambat. Membran sitoplasma dari bakteri yang terdiri dari lipid dan asam amino
akan rusak karena bereaksi dengan gugus alkohol pada senyawa flavonoid. Proses
ini akan menyebabkan dinding sel rusak dan senyawa tersebut dapat masuk ke
dalam inti sel bakteri sehingga bakteri akan mengalami lisis dan mati (Akbari,
2017).

Asam amino, omega 3, omega 6 dan flavonoid memiliki aktivitas anti
inflamasi yang sama yaitu dengan menghambat enzim COX dan transkipsi NF-xB
(Dewanti dkk., 2019; Hou dkk., 2015; Nobili dkk., 2016). NF-xB adalah faktor
transkripsi yang mengatur transkripsi banyak gen terutama yang terlibat dalam
respon imun dan peradangan. Dengan kata lain, NF-kB memainkan peran penting
dalam respon imun dan inflamasi melalui regulasi gen yang mengkode pro-
inflamasi sitokin, molekul adhesi, kemokin, faktor pertumbuhan, enzim yang

diinduksi, seperti cyclo-oxygenase 2 (COX2), dan diinduksi nitric oxide synthase
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(INOS) (Nirwana dkk., 2017). Terhambatnya transkipsi dari NF-kB menyebabkan
terjadinya penurunan ekspresi dari sitokin proinflamasi diantaranya adalah TNF-a,

dan peningkatan ekspresi sitokin antiinflamasi pada pulpa gigi (Nirwana, 2012).

2.11 Imunohistokimia

Nama Imunohistokimia diambil dari kata “immune” yang menunjukkan
bahwa prinsip dasar dalam proses ini adalah penggunaan antibodi dan “histo”
menunjukkan jaringan secara mikroskopis (Bintari, 2016). Imunohistokimia adalah
suatu metode untuk mendeteksi keberadaan molekul atau berbagai macam
komponen yang terdapat di dalam sel atau jaringan dengan menggunakan prinsip
reaksi antara antigen dengan antibodi. Metode imunohistokimia berdasarkan pada
penggunaan suatu antibodi yang spesifik yang dilabel dengan ikatan kimia pada
suatu zat yang dapat dilihat, tanpa label itu mempengaruhi kemampuan antibodi
untuk membentuk suatu kompleks dengan antigen yang bersangkutan (Unitly dan

Sahertian, 2010).

Tahapan Pengecatan Imunohistokimia
Pewarnaan imunohistokimia yang dilakukan untuk mendeteksi profil

Imunoglobulin A mengacu pada instruksi pewarnaan Skytek Laboratories dan

Wresdiyati dkk. (2013).

1. Proses deparafinasi dilakukan dengan cara merendam object glass dalam
larutan xylol I, xylol 11, dan xylol 111, masing-masing selama 3 menit.

2. Selanjutnya adalah proses rehidrasi dengan cara merendam object glass dalam
alkohol dengan konsentrasi absolut (100%) I, absolut (100%) 11, alkohol 95%
I dan alkohol 95% Il. Perendaman pada masing-masing konsentrasi direndam
secara berturut-turut selama 3 menit.

3. Proses selanjutnya adalah penghilangan enzim peroksidase endogen
menggunakan H>O, sebanyak 0.3 ml (disiapkan sesaat sebelum object glass
dimasukkan) kemudian preparat dicelupkan ke dalam larutan selama 10-15
menit.

4. Selanjutnya dilakukan pencucian menggunakan buffer Peroxidase Blocking

Solution (PBS) masing-masing sebanyak 2 kali selama 5 menit. Permukaan
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preparat di sekitar jaringan dikeringkan menggunakan tisu namun jaringan
tidak dibiarkan kering.

Gunakan Superblock (tutup biru), dan inkubasi selama 5 menit pada suhu
kamar untuk memblokir pewarnaan latar yang tidak spesifik.

Kemudian preparat dicuci menggunakan PBS sebanyak 1 kali selama 5 menit
dan dikeringkan.

Preparat selanjutnya ditetesi dengan antibodi primer antibodi primer Anti-TNF-
a (Bioss) ditambahkan 20 pl per preparat (disesuaikan sampai semua bagian
tergenang) dengan perbandingan 1:250 kemudian diinkubasikan pada nampan
lembab pada suhu kamar (25°C) selama satu malam.

Setelah diinkubasi, preparat dicuci kembali dengan PBS sebanyak 4 Kali
masing-masing selama 5 menit

Selanjutnya ditambahkan satu tetes UltraTek Anti-Polyvalent (tutup kuning),
dan inkubasi selama 10 menit pada suhu kamar.

Preparat dicuci kembali dengan PBS sebanyak 4 kali masing-masing selama 5
menit

Selanjutnya ditambahkan UltraTek HRP (tutup merah), dan inkubasi selama
10 menit pada suhu kamar.

Preparat dicuci kembali dengan PBS sebanyak 4 kali masing-masing selama 5
menit

Tambahkan 4 tetes (200ul) kromogen DAB ke DAB substrat, campur dengan
cara diaduk dan aplikasikan ke jaringan. Inkubasi selama 5-15 menit
Kemudian preparat dicuci dengan PBS sebanyak 4 kali masing-masing selama
5 menit, lalu dicuci dengan aquades selama 5 menit.

Cat Mayer hematoxylin (counterstain) ditambahkan ke preparat sebagai
counterstain, kemudian diinkubasi selama 1 menit, dicuci dengan aquades
selama 10 menit, dan dikeringkan

Proses selanjutnya adalah dehidrasi pada alkohol bertingkat 70%, 80%, 90%,
95%, absolut I, 11, dan 11l. Kemudian dilanjutkan penjernihan dengan xylol I,
I1, dan 111 selama 1 menit, dikeringkan dan dibersihkan
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17. Proses pewarnaan diakhiri dengan mounting (penutupan dengan cover glass)

menggunakan entellan. Kemudian dilakukan pemberian label pada preparat

histologi kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya.

2.12 Tikus Wistar

Gambar 2.3 Tikus Wistar (Rochmawati, 2018)

Tikus wistar (Rattus norvegicus) atau biasa dikenal dengan nama lain

Norway Rat berasal dari wilayah Cina dan menyebar ke Eropa bagian barat. Jenis

tikus ini

paling sering digunakan untuk penelitian eksperimental

karena

mencerminkan karakteristik yang paling mirip secara fisiologi dengan mamalia dan

manusia. Tikus galur wistar yang paling banyak digunakan, memiliki waktu hidup

yang cukup lama (Nirwana, 2012; Kurniawan dkk., 2018).

2.12.1 Taksonomi Tikus Wistar

Taksonomi tikus wistar menurut Sharp dan Villano (2013) adalah sebagai

berikut:
Phyilum
Class

Ordo
Subordo
Family

Sub Family
Genus

Spesies

: Chordata

: Mammalia

: Rodentia

: Myomorpha

: Muridae

: Murinae

: Rattus

: Rattus norvegicus
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2.12.2 Morfologi Gigi Tikus Wistar

Gigi tikus putih terdiri dari 4 gigi pada setiap regio yang terdiri dari 1 gigi
insisiv dan 3 gigi molar. Tikus wistar memiliki gigi molar yang berhenti tumbuh
setelah erupsi. Sebaliknya, gigi insisivus pada spesies ini tumbuh terus-menerus
(Nirwana, 2012).

Gigi tikus memiliki struktur anatomi sama seperti gigi manusia dimana
terdapat enamel, dentin, dan ruang pulpa. Ketebalan enamel dari gigi molar tikus
hanya sekitar 0.1 mm. Sedangkan, dentin dari molar tikus memiliki ketebalan
sekitar 0.4-0.6 mm (Gay, 2013).

Tikus wistar digunakan sebagai hewan coba karena reaksi fisologis pulpa
terhadap suatu bahan sama dengan reaksi pulpa gigi manusia dan memiliki daya
adaptasi yang tinggi sehingga banyak digunakan dalam penelitian eksperimental.
Sementara gigi molar tikus wistar dipilih karena berdasarkan penampang mesio-
distal memiliki bentuk dan struktur yang mirip dengan gigi manusia selain itu,
kecepatan atrisi akibat mastikasi pada permukaan oklusal gigi molar lebih lambat

dibandingkan permukaan insisal gigi tikus wistar (Sumarna, 2017).
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Penjelasan Kerangka Konsep

Trauma mekanis dapat menyebabkan terbukanya pulpa yang akan
menimbulkan jejas. Apabila tidak dilakukan perawatan mengakibatkan terjadinya
inflamasi pulpa. Respon inflamasi pulpa dipacu oleh sel imun yaitu, makrofag, sel
dendritik dan sel mast akan bertindak sebagai sel yang pertama kali merespon
terjadinya jejas. Respon inflamasi awal terhadap jejas terlihat dengan akumulasi sel
inflamasi kronis pada suatu titik. Deteksi jejas dilakukan dengan reseptor spesifik
yang mengenali polamolekuler patogen (PAMPS) pada organisme yang menginvasi
dan memulai pertahanan host melalui aktivasi nuclear factor (NF-«xf). Salah satu
reseptor pengenal PAMPs adalah toll-likereceptor family (TLRs). Dalam sitosol
terdapat NF-k yang merupakan faktor transkripsi terjadinya respon inflamasi.
TLRs yang terdapat di permukaan sel host, mengenali PAMPSs, dan menyebabkan
aktivasi faktor transkripsi NF-kf. Kejadian tersebut akan memicu proses transkripsi
untuk pembentukan berbagai sitokin proinflamasi diantaranya TNF-o yang
selanjutnya akan dilepaskan ke luar sel. TNF-o yang dilepaskan menandai
dimulainya fase inflamasi pada pulpa.

Kavitas yang timbul karena trauma mekanis dapat dilakukan perawatan
direct pulp capping. Bahan yang biasa digunakan dalam perawatan direct pulp
capping adalah kalsium hidroksida (Ca(OH)). Kalsium hidroksida akan terionisasi
menjadi Ca?* dan OH". lon OH merupakan alkalis karena sifat basa kuat memiliki
pH yang tinggi, yaitu 11-13 yang berperan sebagai antibakteri karena dapat
berikatan dengan gugus karbonil bakteri. Hal tersebut dapat merusak membran
sitoplasma bakteri, denaturasi protein, dan merusak proses replikasi DNA bakteri,
sehingga menyebabkan penurunan invasi mikroorganisme patogen. lon Ca?*
berperan dalam merangsang pembentukan jaringan keras melalui jembatan dentin
dan memelihara vitalitas pulpa. Kalsium hidroksida dipercaya mampu melepaskan
molekul bioaktif yang berperan dalam proses dentinogenesis dan menjadi mediator
dalam perbaikan pulpa, karena merupakan sitokin antiinflamasi. Munculnya sitokin

antiinflamasi akan menghambat sitokin proinflamasi diantaranya TNF-o.
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Bahan alternatif lain yang dapat digunakan untuk bahan direct pulp capping
adalah tulang ikan gurami. Tulang ikan gurami mengandung asam amino, omega
3, omega 6, dan flavonoid memiliki aktivitas anti inflamasi, yaitu dengan cara
menghambat enzim COX yang dapat mempengaruhi penurunan produksi PGE-2,
sehingga terjadi penurunan transkipsi NF-xB. Menurunnya NF-xB akan
menyebabkan penurunan sitokin proinflamasi TNF-a. Penurunan ekspresi TNF-o
menandakan bahwa fase inflamasi menurun dan menandakan terjadinya respon
perbaikan jaringan (proliferasi jaringan). Perbaikan jaringan disebebkan karena
produksi sitokin anti-inflamasi IL-10, TGF-$ dan peningkatan IL-4 yang berfungsi
sebagai penghambat sitokin pro-inflamasi dan berperan dalam penyembuhan luka
dan memperbaiki jaringan yang rusak dengan mempercepat proses angiogenesis,
dan merangsang pembentukan dentin reparatif. Selain itu, kandungan protein
kolagen akan mempercepat proses pengendapan garam mineral yang akhirnya akan
terbentuk lapisan odontoblas-like cell yang berperan sebagai sel pembentuk dentin

reparatif.

2.14 Hipotesis Penelitian
Pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) dapat menurunkan

ekspresi TNF-a pada pulpa gigi.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratoris. Rancangan
penelitian menggunakan the post-test only control group, yaitu pengamatan atau
pengukuran pada kelompok perlakuan dan membandingkan dengan kelompok kontrol

dalam waktu tertentu (Notoatmodjo, 2012).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat : Laboratorium Farmakologi Ruang Hewan dan Histologi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember Jawa Timur, Laboraturium
Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jember Jawa Timur.

3.2.2 Waktu : September 2019 — November 2019.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah tulang ikan gurami (Osphronemus
gouramy).
3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi TNF-a pada leukosit pulpa
tikus wistar.
3.3.3 Variabel Terkontrol
a. Lingkungan hidup tikus wistar.
b. Hewan coba (tikus wistar jantan) berdasarkan : Jenis kelamin, usia dan berat
badan, pemeliharaan, makanan dan minuman.
c. Teknik preparasi gigi molar tikus wistar .
d. Prosedur pembuatan pasta tulang ikan gurami.
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3.4 Definisi Operasional Penelitian
3.4.1 Tulang Ikan Gurami
Tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) berasal dari ikan gurami segar
yang didapat dari salah satu Pasar Tradisional di Kabupaten Jember dan telah
diindentifikasi jenisnya di Dinas Perikanan Kabupaten Jember, kemudian
dilakukan fillet untuk memisahkan antara daging dengan tulang ikan. Tulang ikan
yang digunakan hanya bagian tengah badan, bagian ekor dan kepala tidak
digunakan.
3.4.2 Pasta Tulang lkan Gurami
Pasta tulang ikan gurami merupakan campuran dari sediaan bubuk tulang
ikan gurami sebanyak 75% dengan bahan pembuat pasta sebanyak 25% yang
dilakukan di Laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jember.
3.4.3 Direct Pulp Capping
Direct pulp capping adalah suatu prosedur perawatan yang dilakukan pada
gigi molar satu rahang bawah tikus wistar jantan yang telah teranastesi, kemudian
dilakukan preparasi kavitas klas | pada permukaan oklusal menggunakan contra
angle low speed dengan mata bur round end (nomer 10) sedalam 0.5mm lalu
dilakukan perforasi atap pulpa dengan sonde yang ditandai dengan adanya sedikit
perdarahan. Setelah itu kavitas dibersihkan dan dikeringkan, lalu segera mungkin
diberi kalsium hidroksida atau pasta tulang ikan gurami di dasar kavitas dengan
liner applicator, kemudian dikondensasi dengan stopper cement. Kavitas ditutup
dengan tumpatan sementara menggunakan plastis filling instrument atau dengan
sonde dan ditekan dengan kapas lembab.
3.4.4 Pasta Kalsium Hidroksida
Pasta kalsium hidroksida yang digunakan untuk perawatan pulp capping
adalah tipe hard setting (dycal).
3.4.5 Ekspresi TNF-a
Ekspresi TNF-a didapatkan dari pengamatan preparat imunohistokimia
sampel gigi molar tikus wistar dimana area positif ekspresi TNF-o ditunjukkan
dengan munculnya warna coklat pada sitoplasma leukosit (makrofag, neutrofil dan
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limfosit) yang diamati dibawah mikroskop cahaya pada 3 lapang pandang berbeda
dengan perbesaran 1000x.
3.4.6 Leukosit

Leukosit adalah sel darah putih yang berfungsi sebagai pertahanan tubuh
terhadap jejas atau mikroorganisme dan jaringan asing. Leukosit berbentuk bulat,
memiliki inti sel, bergranular atau tidak bergranular dan berukuran 1-2 kali lebih

besar daripada sel darah merah.

3.5 Sampel Penelitian
Sampel pada penelitian ini adalah tikus wistar jantan (Rattus norvegicus).

3.5.1 Kriteria Sampel

a. Jenis kelamin jantan dengan strain atau galur wistar.

b. Berat badan 150-200 gram.

c. Usia 2-3 bulan.

d. Keadaan umum tikus baik setelah diadaptasikan selama 7 hari.

3.5.2 Jumlah Sampel

Jumlah sampel pada penelitian ini sebanyak 32 ekor tikus wistar jantan,
yang dibagi menjadi 4 kelompok secara acak dengan jumlah tiap kelompok terdiri
dari 8 ekor tikus wistar jantan dan tiap kelompok dibagi lagi menjadi 2 sub-
kelompok dengan jumlah 4 ekor tikus wistar jantan tiap sub-kelompok.

3.5.3 Kelompok Sampel

Sampel pada penelitian ini dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan, yaitu :

a. Kelompok K1  : Gigi molar tikus tidak diberi perlakuan.

b. Kelompok K2 : Gigi molar tikus dipreparasi kavitas klas I menggunakan
round bur hingga mencapai atap pulpa, kemudian diperforasi mengun
menggunakan sonde, dan ditumpat dengan tumpatan sementara.

c. Kelompok K3 : Gigi molar tikus dipreparasi kavitas klas I menggunakan
round bur hingga mencapai atap pulpa, kemudian diperforasi menggunakan
sonde, lalu diberi bahan pulp capping Ca(OH)2, dan ditumpat dengan tumpatan

sementara.
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d. Kelompok K4 : Gigi molar tikus dipreparasi kavitas klas | menggunakan
round bur hingga mencapai atap pulpa, kemudian diperforasi menggunakan
sonde, lalu diberi bahan pulp capping pasta tulang ikan gurami, dan ditumpat
dengan tumpatan sementara.

3.5.4 Besar Sampel

Cara penghitungan besar sampel yang digunakan dalam penelitian
eksperimental laboratoris adalah berdasarkan rumus sebagai berikut (Daniel,

2013;189):

_z%+ o2
e

Keterangan:

n = besar sampel minimum

o = standar deviasi (SD) sampel

d = kesalahan yang masih ditoleransi, diasumsikan d = ¢

Z = konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika o = 0,05, maka nilai Z adalah
1,96

P = keterpercayaan penelitian (95%)

Oleh karena itu, perhitungannya menjadi:

n = (1,96)?

n=3,84~4
Jumlah sampel minimum yang harus digunakan adalah 4 sampel tiap

kelompok perlakuan. Sehingga jumlah total tikus yang digunakan dalam penelitian

ini adalah sebanyak 32 ekor.

3.6 Alat dan Bahan
3.6.1 Alat Penelitian
a. Alat sterilisasi
Autoclave (Ependorf)
b. Alat Pembuatan Pasta Tulang lkan Gurami
1) Kaca arloji
2) Mortar dan stampen
3) Timbangan (SNUG-300)
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4) Gelas ukur 10ml (Iwaki)
5) Oven (Memmert)

6)
7)
8)
9)

Kompor gas (Rinnai)
Panci (Global eagle)
Pisau

Blender (Philips)

10) Ayakan
11) Loyang

e. Alat Pengukur PH Tulang Ikan dan Pasta Tulang Ikan Gurami

1)
2)
3)
4)
5)
6)

PH meter (pHep by Hanna)

Kertas Lakmus (KGaA, 64271 Darmstadt)
Agquadest (Onemed)

Timbangan (SNUG-300)

Batang Pengaduk

Gelas Ukur (Iwaki, pyrex)

d. Alat Persiapan Hewan Coba

1) Timbangan hewan coba

2) Tempat makan dan minum tikus
3) Rat Dental Chair
4) Kandang tikus

e. Alat Preparasi Kavitas

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Masker (One Med)
Sarung tangan (Maxter)
Sonde

Spatula semen
Excavator

Glass Plate

Plastis filling instrument
Pinset

Gunting

10) Gelas Ukur

35
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11) Blade dan Scalpel

12) Stopper semen

13) Diamond round bur No.10 (Edenta)
14) Liner Applicator

15) Cotton pellet

f. Alat Pembuatan Preparat

1) Mikrotom (Leica RM2135)
2) Waterbath (Memmert)
3) Slide Warmer (Tissue-Tek PS-53)
4) Object glass dan cover glass (Poly-L-Lysine, Duran Group)
g. Alat Analisis
1) Mikroskop binokuler (Olympus CX21, USA)
2) Optilab (Minocos 2.0)
3.6.2 Bahan Penelitian
1) Tikus wistar jantan
2) Makanan tikus wistar jenis konsentrat (Rat Bio)
3) Ikan gurami (Osphronemus gouramy)
4) Kalsium hidroksida (Hydcal, Technew)
5) Tumpatan sementara (Orafil, Denpro)
6) Air
7) Ketamine dan Xylazine
8) Aquadest steril (One Med)
9) Alkohol 70%, 80%, 95%, 100% (One Med, CV. Nugra gemilang)

10) NaOCl 2,5 %

11) Formalin 10%

12) Tissue Paraffin

13) Xylol (Makmur Sejati)

14) Reagen Imunohistokimia (imunostaining kit, antibody primer Anti-THF-o

(Bioss BS-2081R), Antibodi sekunder staining kit Skytec Laboratories Cat
No AMF080-IFU

15) Cat Mayer Hematoxylin (ScyTek Laboratories)
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16) Entellan (KGaA)
17) Phosphate Buffer Saline (PBS)
18) H20-
3.6.3 Bahan Pembuat Pasta
a. Plasebo
1) Magnesium Carbonat 22gr
2) Calcium Carbonat 25gr
3) Gliserin 9ml
4) Propilen glikol 7ml
5) Aquadest ad 100gr

b. Bubuk tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) 75%

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Tahap Persiapan Hewan Coba

a. Sebelum penelitian, dilakukan persiapan pembuatan Ethical clearance di
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember.

b. Kandang yang dipersiapkan berupa bak plastik dengan ukuran 40 x 30 x 20 cm,
dimana setiap kandang dilengkapi dengan penutup kandang berupa kawat
(Khoswanto, 2019). Kandang diberi alas dengan alas sekam dengan ketebalan
3 cm sebagai penghangat bagi tikus (Irdalisa dkk., 2015). Selama percobaan
temperatur ruangan berkisar antara 26-27°C (Nugroho dkk., 2018).

c. Adaptasi sampel tikus wistar terhadap lingkungan kandang selama 1 minggu
dan diberi makan standar konsentrat berupa pellet sebanyak 5 gram/ ekor tikus
dan minum berupa air jernih yang diberikan secara ad libitum (Fianti, 2017).

d. Berat badan tiap sampel tikus ditimbang dan dikelompokan menjadi 4
kelompok secara acak masing-masing 8 ekor.

3.7.2 Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami

Prosedur pembuatan serbuk tulang ikan gurami yang dibuat berdasarkan

penelitian Nur dkk. (2018), Putranto dkk. (2015), dan Spiraliga dkk. (2017):

a. Pemisahan dan Pencucian Tulang lkan Gurami
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Ikan gurami difillet menggunakan pisau. Kemudian, tulang bagian tengah ikan
gurami dipisahkan dari dagingnya. Setelah dilakukan pemisahan, tulang ikan di
letakkan pada saringan dan segera dicuci dengan air mengalir untuk
membersihkan tulang ikan dari sisa-sisa daging yang masih menempel.
Perebusan dan Pencucian Tulang Ikan Gurami

Tulang ikan yang sudah bersih direbus dalam air mendidih menggunakan panci
aluminium dengan suhu 70°C-100°C selama 30 menit (degreasing). Perebusan
dilakukan untuk memastikan kembali tidak adanya sisa-sisa daging dan lemak
yang masih menempel pada tulang. Setelah direbus tulang ikan diangkat dan
ditiriskan. Lalu dicuci kembali tulang ikan sampai bersih dengan air mengalir.
Pengeringan dan Penghalusan

Tulang ikan yang sudah bersih kemudian dikeringkan menggunakan oven
pengering selama 48 jam pada suhu 65°C. Setelah kering, tulang ikan dihaluskan
menggunakan blender sehingga menjadi tepung tulang ikan. Selanjutnya ayak

tepung tulang ikan menggunakan ayakan.

3.7.3 Pembuatan Pasta Tulang lkan Gurami

Pembuatan pasta tulang ikan gurami adalah sebagai berikut (Akbari, 2017;

Sumarna, 2017):

a.
b.

Tulang ikan gurami ditimbang untuk mendapatkan berat 75gr.

Mencampurkan semua bahan hingga didapatkan berat 100gr. Untuk
mendapatkan pasta dengan konsentrasi tulang ikan gurami 75% adalah dengan
cara mencampurkan 75gr bubuk tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) +

25gr plasebo (bahan pasta).

3.7.4 Pengukuran pH Tulang Ikan Gurami Dan Pasta

Pengukuran pH tulang ikan dilakukan dengan tahapan sebagai berikut

(Pertiwi dkk., 2018):

a.
b.

C.

Timbang 10gr bubuk tulang ikan gurami, lalu masukkan ke dalam beker glass.
Larutkan dengan aquadest hingga mencapai volume 100ml.
Ukur PH tulang yang sudah dilarutkan menggunakan PH meter.

Pengukuran PH pasta tulang ikan gurami (Pertiwi dkk., 2018; Bawinto dkk.,

2015):
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a. Timbang pasta tulang ikan gurami sebanyak 1gr, lalu masukan ke dalam beker
glass.

b. Larutkan dengan 10ml aquadest.
c. Aduk dengan batang pengaduk selama kurang lebih 1 menit.
d. Ukur PH pasta yang sudah dilarutkan menggunakan PH meter.
3.7.5 Sterilisasi Alat

Alat penelitian dari plastik disterilkan dengan menggunakan alkohol. Alat
dari logam dicuci bersih kemudian disterilkan dalam autoclave selama 15 menit
pada suhu 121°C (Ma’at, 2009).
3.7.6 Tahap Pengelompokkan dan Perlakuan Hewan Coba

Pengelompokan dan perlakuan hewan coba sebanyak 32 ekor tikus wistar
jantan dengan berat 150-200 gram secara acak dibagi menjadi 4 kelompok. Setiap
kelompok berjumlah 8 ekor tikus.
1. Kelompok Pertama (K1) Pulpa Normal

a. Tikus pada kelompok pertama tidak diberikan perlakuan.

2. Kelompok Kedua (K2) Kontrol Negatif

a. Tikus dianastesi secara intramuskular dengan ketamin 40 mg/KgBB
kemudian diletakan di Rat Dental Chair (IAS Veterinary Staff, 2014).

b. Gigi molar kiri rahang bawah tikus dibur. Preparasi klas | dimulai pada
oklusal gigi menggunakan bur bulat nomer 10 dengan arah sejajar sumbu
gigi sedalam kurang lebih 0,5 mm menyisakan selapis tipis dentin,
kemudian dilakukan perforasi pulpa menggunakan sonde lurus sampai atap
pulpa terbuka yang ditandai dengan adanya perdarahan (Fatimatuzzahro,
2014). Perdarahan segera dikontrol dengan papper point.

c. Membersihkan kavitas dari serbuk dentin yang tersisa dengan irigasi
menggunakan NaOCI 2,5% dan aquades lalu dikeringkan menggunakan
kapas kering steril (Dianat dkk., 2018).

d. Kavitas kemudian ditutup menggunakan tumpatan sementara yang
diaplikasikan dengan sonde kemudian dimampatkan dengan stopper semen
kecil (Enggardipta dkk, 2016).
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3. Kelompok Ketiga (K3) Kontrol Positif

a.

Tikus pada kelompok ini diberi perlakuan yang sama seperti kelompok
(K2) sampai pada tahap pengeringan kavitas menggunakan kapas kering
steril.

Menyiapkan bahan pulp capping kalsium hidroksida dengan cara
mencampurkan 2 pasta yaitu base dan katalis menggunakan sonde diatas
paper pad (Akbari, 2017).

Pasta kalsium hidroksida (dycal) diaplikasikan ke dasar kavitas dengan
menggunakan liner applicator.

Kavitas kemudian ditutup menggunakan tumpatan sementara (orafil) yang
diaplikasikan dengan sonde kemudian dimampatkan dengan stopper semen
kecil (Enggardipta, 2016).

4. Kelompok Keempat (K4) Perlakuan

a.

Tikus pada kelompok ini diberi perlakuan yang sama seperti kelompok
(K2) sampai pada tahap pengeringan kavitas menggunakan kapas kering
steril.
Kavitas yang telah kering diberi bahan pulp capping pasta tulang ikan
gurami dengan menggunakan liner applicator.
Kavitas kemudian ditutup menggunakan tumpatan sementara yang
diaplikasikan dengan sonde kemudian dimampatkan dengan stopper
semen kecil (Enggardipta, 2016).

Selanjutnya tiap kelompok perlakuan dibagi lagi menjadi 2 sub-kelompok

berdasarkan hari euthanasia, yaitu pada hari ke-4 dan ke-7 setelah perlakuan dengan

tiap sub-kelompok terdiri dari 4 ekor tikus. Tikus wistar jantan dikorbankan lalu

didekapitasi pada hari ke-4 karena leukosit dapat mulai diamati di jaringan 24-96

jam setelah jejas, dan mencapai puncaknya pada hari ke-4. Euthanasia pada hari ke

7 karena infiltrasi leukosit mulai menurun karena fase inflamasi sudah berakhir dan

memasuki fase proliferasi (Enggardipta dkk., 2016):

1. Sub-kelompok pertama adalah pengamatan tikus pada hari ke-4, tikus

dianastesi secara intraperitonial menggunakan ketamin dan xylazine dosis

masing-masing 75 mg dan 10 mg/kg BB. (IAS Veterinary Staff, 2014), hingga
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overdosis. Dalam situasi overdosis, agen ini dapat menyebabkan kematian 3-5
detik setelah injeksi (AVMA, 2013). Setelah tikus mati kemudian dilakukan
dekapitasi dan pemotongan rahang bawah regio molar Kiri.

2. Sub-kelompok kedua adalah pengamatan tikus pada Hari ke-7, dilakukan
perlakuan yang sama seperti sub-kelompok pertama.

Kemudian semua sampel jaringan dari semua kelompok perlakuan difiksasi
menggunakan formalin 10% selama minimal 12-18 jam untuk mencegah terjadinya
autolisis, mempertahankan morfologi, dan mencegah pertumbuhan jamur serta
bakteri. Setelah difiksasi jaringan dicuci dengan air mengalir.

3.7.7 Pembuatan dan Pewarnaan Preparat Jaringan
a. Dekalsifikasi jaringan
Sampel yang telah dimasukkan ke dalam formalin 10% selanjutnya dilakukan
dekalsifikasi. Proses dekalsifikasi menggunakan larutan asam format untuk
menghilangkan garam-garam kalsium dari jaringan tulang dan gigi sebelum
pemotongan, sehingga tulang dan gigi menjadi lebih lunak dan memudahkan
dalam pemotongan. Tahap dekalsifiksai sebagai berikut (Akbari, 2017,
Kurniasari, 2017 & Sumarna, 2017):
1) Sampel yang telah direndam dalam formalin 10% dicuci dengan air bersih
yang mengalir pelan selama 30 menit.
2) Kemudian dimasukkan ke dalam larutan asam format 10% selama 14 hari dan
dilakukan vibrasi setiap hari agar proses dekalsifikasi merata.
3) Setelah itu dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa bahan
dekalsifikasi.

Setelah melalui tahap dekalsifikasi semua sampel rahang yang sudah lunak
dipotong untuk memperkecil jaringan sehingga menyisakan gigi molar dan
jaringan periodontal dari tikus.

b. Tahap pembuatan sediaan histologi.
Tahapan ini meliputi proses dehidrasi, clearing dan impregnasi, yaitu (Akbari,
2017; Kurniasari, 2017 & Sumarna, 2017):
1) Dehidrasi dengan cara merendam dalam alkohol secara bertingkat dengan

konsentrasi 70%, 80%, 95% I, 95% II, Absolut (100%) I, Absolut (100%)
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I1, Absolut (100%) 111 untuk menghilangkan air dalam jaringan. Pada tiap
konsentrasi direndam secara berturut-turut selama 60 menit.

2) Tahap berikutnya clearing dengan cara merendam dalam larutan xylol I,
xylol I, dan xylol 111, masing-masing selama 60 menit.

3) Setelah itu dilakukan impregnasi melalui proses infiltrasi parafin dalam
oven dengan suhu 60 OC, dengan cara bertahap. Sediaan dimasukkan ke
dalam parafin murni I, 11, dan 11l masing-masing selama 120 menit(Akbari,
2017; Kurniasari, 2017 & Sumarna, 2017).

Pembuatan blok (embedding)

1) Persiapan alat cetak dari logam yang berbentuk balok bersiku yang
ditempatkan di atas permukaan kaca. Alat cetak diolesi dengan gliserin
untuk mempermudah pemisahan alat cetak dengan blok parafin yang telah
setting.

2) Parafin cair disiapkan dalam wadah, parafin cair ini digunakan untuk
embedding.

3) Parafin cair untuk embedding dituangkan ke dalam cetakan hingga penuh
setinggi permukaan, lalu jaringan ditanamkan pada posisi yang sesuai dan
diusahakan jaringan menempel pada dasar cetakkan dalam kondisi rata.

4) Bilaparafin sudah mengeras, cetakkan dilepaskan dan blok parafin diberi
label dan siap dilakukan pemotongan (Akbari, 2017; Kurniasari, 2017 &
Sumarna, 2017).

Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom

1) Blok parafin diletakkan pada mikrotom.

2) Pisau mikrotom harus dalam keadaan bersih, kemudian memasang pisau
mikrotom pada posisinya.

3) Mengatur ketebalan sayatan antara 4-6 mikron dengan arah bukolingual.

4) Memindahkan hasil sayatan yang berupa pita tipis dari mikrotom
menggunakan kuas ke atas permukaan air dalam waterbath dengan
temperatur 56°C-58°C agar sayatan jaringan dapat mengembang dan

terpisah satu sama lainya.
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5) Hasil sayatan dipindahkan dari waterbath ke atas object glass yang telah
diolesi meyer albumin menggunakan kuas dan diberi label sesuai dengan
label jaringan yang dipotong.

6) Sediaan jaringan dibiarkan kering diatas object glass dan dipanaskan
dengan slide warmer suhu 30°C-35°C selama minimal 12 jam dan
selanjutnya dilakukan tahap pengecatan jaringan (Akbari, 2017;
Kurniasari, 2017 & Sumarna, 2017).

e. Tahap Pengecatan Imunohistokimia

Pewarnaan imunohistokimia yang dilakukan untuk mendeteksi profil

Imunoglobulin A mengacu pada instruksi pewarnaan Skytek Laboratories dan

Wresdiyati dkk. (2013).

f.  Tahap Mounting (penutupan dengan cover glass) menggunakan entellan

3.8 Pengamatan Ekspresi TNF-a.

Pengamatan sel leukosit yaitu makrofag, limfosit dan neutrofil yang
menunjukkan positif ekspresi TNF-a ditandai dengan warna coklat pada sitoplasma
sel leukosit. Pengamatan dilakukan di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran
1000x pada 3 lapang pandang yang berbeda (Fatimatuzzahro, 2014;
Kusumawardani dkk., 2013; Meizarini dkk., 2016).

3.9 Analisis Data

Data penelitian yang telah diperoleh kemudian dilakukan uji normalitas
menggunakan uji Shapiro-wilk dan di uji Levene untuk menguji homogenitas.
Dilanjutkan dengan uji parametrik menggunakan One Way ANOVA dengan tingkat
kepercayaan 95% (a=0,05) lalu dilanjutkan dengan uji LSD (Least Significance
Difference) dengan tingkat kepercayaan 95% (a=0,05) untuk mengetahui kelompok

mana saja yang memiliki perbedaan bermakna (Nirwana, 2012).
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3.10 Alur Penelitian

Pembuatan Ethical
Clearance Pembuatan serbuk tulang

| ikan gurami

v

v v

Persiapan hewan coba, alat Pembuatan pasta tulang ikan
dan bahan gurami dan pengecekan PH

v

24 ekor tikus wistar jantan

v

44

Adaptasi 7 hari, ditimbang berat badan dan dikelompokan

v

v

v

v

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
KO K1 K2 K3
8 ekor 8 ekor 8 ekor 8 ekor
v v v -
Perlakuan : Perlakuan :
Anastesi, Anastesi,
Perlakugn : Pembuatan Pembuatan
Tidak diberi Qnasges;, kavitas, kavitas, pasta
perlakuan kae\r/Ti]taL;a Y kglsium_ tulang _ikan
; hidroksida, gurami,
g tumpat tumpat
S sementara sementara

v

Dekapitasi rahang dan gigi tikus Wistar hari ke-4 dan 7

v

Pemrosesan Jaringan (Pembuatan Preparat)

v

Pengamatan Ekspresi TNF-a

v

Analisis Data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan bahwa
penggunaan pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gourami) sebagai bahan direct
pulp capping berpengaruh dalam menurunkan ekspresi TNF-o pada pulpa gigi tikus

wistar.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan penulis

adalah sebagai berikut :

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh penggunaan pasta
tulang ikan gurami terhadap komponen sel imun yang lain.

5.2.2 Perlu dipertimbangkan penggunaan konsentrasi lain dari pasta tulang ikan
gurami.

5.2.3 Perlu dipertimbangkan penggunaan bahan tumpat glass ionomer cement GIC
atau cement base.

5.2.4 Perlu pemeriksaan secara radiologis untuk melihat pembentukan dentin reparatif.
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Lampiran C. Identifikasi Hewan

PEMERINTAH KABUPATEN JEMBER
DINAS PERIKANAN

J1. Letjen Suprapto Nomor 139 Telp. (0331) 5101342
Jember 68122

SURAT KETERANGAN HASIL ANALISA HEWAN
No. 523/p|| /35.09.329/2019

Berdasarkan hasil pengamatan pada spesimen hewan yang dikirim ke Dinas
Perikanan Kabupaten Jember oleh mahasiswa :

Nama - DHEAMIRA ROSIDA

N IM : 161610101023
Fakultas - Kedokteran Gigi Universitas Jember

maka disimpulkan hasil identifikasi spesimen tersebut adalah ;

Kingdom : Animalia

Filum . Chordata

Kelas . Pisces

Sub Kelas . Teleostei

Ordo . Labyrinthici

Sub Ordo . Anabantoidae

Famili . Anabantidae

Genus : Osphronemus

Spesies - Osphronemus gouramy (Lacapede)

Nama Indonesia : Ikan Gurami

Demikian surat keterangan ini dibuat, untuk dipergunakan sebagaimana
mestinya.
Jember, 26 September 2019

An. KEPALA DINAS PERIKANAN
5 KABUPATEN JEMBER

/ Keepata Bidgng Sumberdaya Perikanan
/ N
Dén Kelautan

Z

W —= @ Pembina
EppeZem
SEMBS 6470809 199303 1002
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Lampiran D. Data Hasil Pengamatan Ekspresi TNF-a

Lapang Pandang

Kelompok | Hari Tikus 1 5 3 X NA
1 3 3 3 3

4 2 2 2 1] 1,66667 2,08333
3 1 1 2| 1,33333
K1 4 2 3 2| 2,33333
1 2 2 2 2

7 2 1 1 3| 1,66667 183333
3 2 2 1] 1,66667
4 3 1 2 2
1 18 18 8| 14,6667

4 2 16 15 9| 13,3333 13,8333
3 17 15 12 | 14,6667
K2 4 18 11 9| 12,6667
1 13 12 11 12

7 2 10 12 13| 11,6667 12,25
3 15 12 12 13
4 12 12 13 | 12,3333
1 12 10 12 | 11,3333

4 2 10 13 9| 10,6667 10,75
3 9 11 11| 10,3333
K3 4 11 12 9| 10,6667
1 11 9 11| 10,3333

7 2 19 8 J 9| 9,08333
3 8 9 10 9
4 9 9 6 8
1 10 10 9| 9,66667

4 2 8 7 11| 8,66667 9,33333
3 9 6 9 8
K4 4 9 15 9 11
1 7 7 6| 6,66667

7 2 8 6 9| 7,66667 7
3 7 7 8| 7,33333
4 6 5 8| 6,33333
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Lampiran E. Hasil Analisa SPSS
E.1 Hasil Uji Shapiro-Wilk

Tests of Normality

73

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ekspresi K1 191 8 .200" .920 8 433
K2 174 8 .200" .905 8 .320
K3 .269 8 .092 911 8 .359
K4 .168 8 .200" .947 8 .682
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
E.2 Hasil Uji Levene
Levene's Test of Equality of Error Variances?®
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Ekspresi Based on Mean 1.625 7 24 176
Based on Median 1.447 7 24 .233
Based on Median and with 1.447 7 13.144 .267
adjusted df
Based on trimmed mean 1.616 7 24 179

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a. Dependent variable: Ekspresi

b. Design: Intercept + Kelompok + Hari + Kelompok * Hari

E.3. Hasil Uji One Way Anova

ANOVA
Jumlah
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 522.636 3 174.212 132.419 .000
Within Groups 36.837 28 1.316

Total 559.473 31
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E.4 Hasil Uji LSD

Dependent Variable: Ekspresi

Multiple Comparisons

74

LSD
95% Confidence Interval
0] ) Mean Upper
Kelompok Kelompok Difference (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Bound
K1H4 K1H7 .25000 .57047 .665 -.9274 1.4274
K2H4 -11.69250" .57047 .000 -12.8699  -10.5151
K2H7 -10.16750" 57047 .000 -11.3449 -8.9901
K3H4 -8.66750" 57047 .000 -9.8449 -7.4901
K3H7 -7.00000" 57047 .000 -8.1774 -5.8226
K4H4 -7.25250" .57047 .000 -8.4299 -6.0751
K4H7 -4.91750" 57047 .000 -6.0949 -3.7401
K1H7 K1H4 -.25000 57047 .665 -1.4274 .9274
K2H4 -11.94250" 57047 .000 -13.1199  -10.7651
K2H7 -10.41750" 57047 .000 -11.5949 -9.2401
K3H4 -8.91750" 57047 .000 -10.0949 -7.7401
K3H7 -7.25000" .57047 .000 -8.4274 -6.0726
K4H4 -7.50250" 57047 .000 -8.6799 -6.3251
K4H7 -5.16750" .57047 .000 -6.3449 -3.9901
K2H4 K1H4 11.69250" 57047 .000 10.5151 12.8699
K1H7 11.94250" 57047 .000 10.7651 13.1199
K2H7 1.52500" 57047 .013 .3476 2.7024
K3H4 3.02500" 57047 .000 1.8476 4.2024
K3H7 4.69250" .57047 .000 3.5151 5.8699
K4H4 4.44000° 57047 .000 3.2626 5.6174
K4H7 6.77500" 57047 .000 5.5976 7.9524
K2H7 K1H4 10.16750" 57047 .000 8.9901 11.3449
K1H7 10.41750" 57047 .000 9.2401 11.5949
K2H4 -1.52500" 57047 .013 -2.7024 -.3476
K3H4 1.50000" 57047 .015 .3226 2.6774
K3H7 3.16750" 57047 .000 1.9901 4.3449
K4H4 2.91500" 57047 .000 1.7376 4.0924
K4H7 5.25000" 57047 .000 4.0726 6.4274
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K3H4 K1H4 8.66750"
K1H7 8.91750"
K2H4 -3.02500"
K2H7 -1.50000"
K3H7 1.66750"
K4H4 1.41500°
K4H7 3.75000"
K3H7 K1H4 7.00000"
K1H7 7.25000"
K2H4 -4.69250"
K2H7 -3.16750"
K3H4 -1.66750"
K4H4 -.25250
K4H7 2.08250
K4H4 K1H4 7.25250"
K1H7 7.50250"
K2H4 -4.44000"
K2H7 -2.91500"
K3H4 -1.41500"
K3H7 .25250
K4H7 2.33500°
K4H7 K1H4 4.91750"
K1H7 5.16750"
K2H4 -6.77500"
K2H7 -5.25000"
K3H4 -3.75000"
K3H7 -2.08250"
K4H4 -2.33500"

.57047
.57047
.57047
57047
.57047
57047
.57047
57047
57047
57047
57047
57047
57047
57047
57047
57047
57047
.57047
57047
57047
57047
.57047
.57047
.57047
57047
57047
.57047
.57047

.000
.000
.000
.015
.007
.021
.000
.000
.000
.000
.000
.007
.662
.001
.000
.000
.000
.000
.021
.662
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.000

7.4901
7.7401
-4.2024
-2.6774
4901
.2376
2.5726
5.8226
6.0726
-5.8699
-4.3449
-2.8449
-1.4299
.9051
6.0751
6.3251
-5.6174
-4.0924
-2.5924
-.9249
1.1576
3.7401
3.9901
-7.9524
-6.4274
-4.9274
-3.2599
-3.5124

9.8449
10.0949
-1.8476
-.3226
2.8449
2.5924
4.9274
8.1774
8.4274
-3.5151
-1.9901
-.4901
.9249
3.2599
8.4299
8.6799
-3.2626
-1.7376
-.2376
1.4299
3.5124
6.0949
6.3449
-5.5976
-4.0726
-2.5726
-.9051
-1.1576
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*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran F. Alat Penelitian

F.1 Alat Pembuat Pasta Tulang Ikan Gurami

Keterangan:

A. Gelas ukur 10ml F. Oven

B. Mortar dan stampen G. Panci

C. Ayakan H. Kompor Gas
D. Kaca arloji I. Pisau

E. Timbangan J. Blender
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F.2 Alat Pulp Capping Gigi Tikus Wistar

Keterangan :

A. Syring irigasi; B. Pinset; C. Sonde half moon; D. eskavator; E. Liner aplicator;
F. Spatula semen; G. Sonde lurus;  H. Stopper semen; | . Plastis filling instrument;
J. Neer beken; K. Glass plate; L. Diamond round bur uk 1/4; M. Handpiece low speed,;
N. Blade scalpel; O. Masker dan sarung tangan; P. Gunting bedah; Q. Rat dental chair

R. Autoclave
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F.3 Alat Pembuatan Preparat Histologi

Keterangan:

A. Alat pemroses jaringan

B. Mikrotom

C. Waterbath

D. Slide warmer

E. Kompor listrik

F. Mikroskop binokuler

G. Cetakan embedding parafin
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F.4 Alat Pengecekan pH Tulang Ikan dan Pasta Tulang lkan Gurami

Keterangan:

A. pH meter

B. Kertas lakmus
C. Timbangan

D. Gelas ukur

E. Batang pengaduk
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F.5 Alat Persiapan Hewan Coba

Keterangan:

A. Tikus wistar

B. Timbangan

C. Tempat minum tikus

D. Kandang tikus dan jaring penutup
E. Pakan tikus
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Lampiran G. Bahan Penelitian

G.1 Bahan Pulp Capping Gigi Tikus Wistar

Keterangan:

A. Aquadest

B. Alkohol 70%

C. Xylazine

D. Kalsium hidroksida

E. Tumpatan sementara

F. Ketamine

G. Pasta tulang ikan gurami
H. NaOCl 2,5%
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G.2 Bahan Pembuat Pasta Tulang Ikan Gurami

Keterangan:

A. Bubuk tulang ikan gurami
B. Magnesium Carbonat

C. Calcium Carbonat

D. Aquadest

E. Propylene glycol

F. Gliserin
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G.3 Bahan Pembuatan Preparat Histologi

AL

Keterangan:

1. Alkohol absolut 100%
2. Xylol

3. Entelan

4. Xylen

5. Alkohol 95%
6. Reagen imunohistokimia
7. Object glass

8. Deck glass

9. Hematoxylin eosin

10. Antibodi TNF-a
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Lampiran H. Dokumentasi Penelitian
H.1 Proses Pembuatan Bubuk Tulang Ikan Gurami

1. Pemisahan tulang bagian tengah dan daging ikan gurami dengan cara fillet

b

8

2. Perebusan tulang dengan suhu 70°C-100°C selama 30 menit dan pencucian tulang
ikan yang sudah direbus

3. Pengeringan menggunakan oven,'penghalusan menggunakan blender dan
penyaringan bubuk tulang ikan gurami menggunakan ayakan

< i
2
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H.2 Proses Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami

1. Tulang ikan gurami ditimbang untuk mendapatkan berat 75gr

2. Tulang ikan yang sudah ditimbang kemudian dicampur dengan seluruh bahan
pembuat pasta hingga didapatkan berat 100gr
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H.3 Proses Pengukuran PH Bubuk dan Pasta Tulang Ikan Gurami

1. Menimbang bubuk dan pasta tulang ikan gurami

T ———

S

[E —
00 ml i
PYRETIE — 80
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H.3 Tahapan Direct Pulp Capping Pulpa Gigi Tikus Wistar
1. Sterilisasi Alat

2. Pengelompokkan dan penimbangan hewan coba
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4. Preparasi klas | menggunakan bur bulat ukuran ¥, sedalam kurang lebih 0,5 mm

5. Perforasi pulpa menggunakan K-File

6.
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H.4 Tahapan Dekapitasi Gigi Tikus Wistar

1. Anastesi umum tikus secara intraperitonial

3. Mencuci dengan air mengalir

XN
4. Fiksasi menggunakan formalin

- R 4
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H.5 Tahapan Pembuatan Preparat Histologi

1. Pemrosesan jaringan dalam alat

g = 4 3

| —
3. Pemotongan jaringan
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H.6 Tahapan Pewarnaan Immunohistokimia

1. Perendaman preparat dalam xylol dan alkohol
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5. Pewarnaan dengan HE

s
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Lampiran I. Hasil Penelitian

Kelompok Pulpa Normal Hari ke-4
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Kelompok Perlakuan Pasta Tulang Ikan Gurami Hari ke-4

Keterangan gambar : Gambaran histologis pulpa gigi molar satu rahang bawah tikus
wistar dengan pewarnaan imunohistokimia. Leukosit yang
mengekspresikan TNF-o ditunjuk dengan (=) dan yang tidak
mengekspresikan ditunjuk dengan (= ).
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