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RINGKASAN

Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Ungu (Graptophyllum Pictum L. Griff)
Terhadap Kepadatan Serat Kolagen Pada Tikus Wistar Yang Diinduksi
Bakteri Porphyromonas gingivalis; Adelia Okky Savira, 161610101080; 2020;
86 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Permasalahan kesehatan gigi dan mulut di Indonesia menurut Hasil Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) pada tahun 2018 persentasenya sebesar 57,6%.
Penyakit periodontal penduduk Indonesia mempunyai prevalensi yang cukup
tinggi yaitu sebesar 96,58%. Penyakit periodontal diawali peradangan di jaringan
gingiva dan berlanjut ke struktur jaringan penyangga gigi yaitu sementum,
ligamen periodontal dan tulang alveolar. P. gingivalis merupakan salah satu ‘key
pathogen’ dimana P. gingivalis sangat terkait dengan status dan perkembangan
penyakit periodontal. Invasi P. gingivalis menyebabkan inflamasi yang kemudian
bakteri akan mengeluarkan endotoksin dan merangsang fosfolipid untuk
melepaskan asam arakidonat. Metabolisme asam arakidonat menyebabkan
terjadinya proses inflamasi yang mengakibatkan degradasi pada proliferasi sel
fibroblas yang memproduksi kolagen untuk memperbaiki kerusakan pada
jaringan.

Penyakit periodontal dapat diberikan terapi obat Tantum Verde yang
merupakan obat antiinflamasi non steroid. Obat ini dapat menimbulkan efek
samping berupa gatal, ruam, pembengkakan atau kemerahan pada kulit dan mengi
sehingga dibutuhkan alternatif lain guna mengurangi efek samping yang
ditimbulkan seperti bahan alam yaitu Daun Ungu (Graptophyllum pictum L.
Griff). Daun ungu mempunyai kandungan alkaloid, saporin, tannin dan flavonoid.
Kandungan — kandungan tersebut berguna sebagai antiinflamasi sehingga proses
inflamasi dapat berkurang dan penurunan serat kolagen dapat diminimalisir.
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun
ungu dan mengetahui perbedaan pemberian ekstrak daun ungu konsentrasi 2,5%,
5% dan 10% terhadap serat kolagen tikus wistar diinduksi bakteri Porphyromonas

gingivalis.
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Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratoris dengan
rancangan penelitian post-test only control group design. Terdapat 6 kelompok
yang masing- masing terdapat 5 ekor tikus Wistar jantan yang diberi perlakuan
selama 7 hari. Kelompok tersebut adalah kelompok normal (KN) yaitu kelompok
tanpa induksi bakteri P.gingivalis dan obat, kelompok kontrol negatif (K-) yaitu
kelompok yang diinduksi bakteri P.gingivalis dan diberi Aquades, kelompok
kontrol positif (K+) yaitu kelompok yang diinduksi bakteri P.gingivalis dan diberi
obat tantun verde, kelompok perlakuan 2,5% (K2,5%) yaitu kelompok yang
diinduksi bakteri P.gingivalis dan diberi ekstrak daun ungu konsentrasi 2,5%,
kelompok perlakuan 5% (K5%) yaitu kelompok diinduksi bakteri P.gingivalis dan
diberi ekstrak daun ungu konsentrasi 5%, kelompok perlakuan 10% (K10%) yaitu
kelompok yang diinduksi bakteri P.gingivalis dan diberi ekstrak daun ungu
konsentrasi 10%. Induksi P.gingivalis 0,05ml sebanyak tiga kali selama 7 hari.
Pemberian tantum verde dan ekstrak daun ungu secara irigasi 0,27ml sehari sekali
selama 7 hari. Tikus Wistar jantan didekaputasi pada hari ke 8 dan diambil bagian
rahang bawah kiri untuk pembuatan sediaan preparat dan pewarnaan
menggunakan Trichrome Mallory dilanjutkan dengan pengamatan.

Data hasil analisis menunjukkan adanya perbedaan bermakna pada
kepadatan kolagen gingiva tikus Wistar, ditandai dengan nilai signifikansi p<0,05,
yaitu kelompok K- terhadap kelompok KN, K5%, K10%, kelompok KN terhadap
kelompok K+, K2,5%, K10%, kelompok K+ terhadap K10%. Namun pada
beberapa kelompok lain menunjukkan tidak adanya perbedaan bermakna. Pada
kelompok perlakuan, yaitu kelompok yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan
diberi ekstrak daun ungu konsentrasi 2,5%, 5% dan 10% , memiliki hasil rata —
rata kepadatan kolagen yang lebih tinggi dibanding kelompok KN, K- dan K+.
Hasil rata — rata kepadatan kolagen kelompok K2,5% yaitu 119,22 lalu kelompok
K5% vyaitu 120,43 dan kelompok K10% vyaitu 123,06. Kesimpulannya yaitu
Ekstrak daun ungu berpengaruh dalam meningkatkan kepadatan serat kolagen
gingiva tikus Wistar yang diinduksi bakteri P. gingivalis.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Permasalahan kesehatan gigi dan mulut di Indonesia menurut Hasil Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) pada tahun 2018 persentasenya sebesar 57,6%.
Penyakit periodontal penduduk Indonesia pada semua kelompok umur
mempunyai prevalensi yang cukup tinggi yaitu sebesar 96,58% (Tambunan dkk.,
2015).

Penyakit periodontal diawali dengan suatu inflamasi di jaringan sekitar
gigi/ gingiva dan berlanjut ke struktur jaringan penyangga gigi yaitu sementum,
ligamentum periodontal dan tulang alveolar (Astuti, 2015). Inflamasi adalah suatu
repons yang bertujuan menghilangkan penyebab awal jejas sel serta membuang
sel dan jaringan nekrotik yang diakibatkan oleh kerusakan asal. 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. Proses inflamasi menimbulkan reaksi
radang berupa panas, nyeri, merah, bengkak, dan disertai gangguan fungsi
(Katzung, 2004).

Penyakit periodontal merupakan keadaan patologis yang disebabkan oleh
faktor lokal dan faktor sistemik yang mengenai permukaan pendukung jaringan
gigi. Pada faktor lokal dibagi menjadi faktor plak dan non plak. Peran plak yaitu
menjadi penyebab utama terjadinya penyakit periodontal, jika bakteri plak dalam
jumlah banyak berkumpul pada subgingiva dapat menyebabkan inflamasi gingiva.
Sedangkan faktor lokal non plak dapat terjadi karena fungsional, misal bruxism,
clenching, dan tapping dimana gerakan oklusal dapat merusak ligamen
periodontal dan tulang alveolar bisa juga karena traumatik oklusi karena restorasi
yang buruk, atau cara menggosok gigi yang tidak benar. Pada faktor sistemik
merupakan keadaan jaringan periodontal yang dipengaruhi oleh suatu kondisi
tubuh (Suryono, 2014).

Faktor utama penyebab kelainan jaringan periodontal adalah

mikroorganisme plak. Sedangkan bakteri yang berperan pada penyakit periodontal
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yaitu bakteri anaerob batang gram negatif seperti  Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) dan
Prevotella intermedia (P. intermedia) (Tedjasulaksana, 2016).

P. gingivalis merupakan ‘key pathogen’ yang mendasari patogenesis
inflamasi periodontal yaitu periodontitis kronis (Caranza dkk., 2012). P. gingivalis
merupakan bakteri dominan dalam biofilm, yang dapat menembus inang,
mendorong perkembangan penyakit periodontal seperti periodontitis, dan bahkan
memicu penyakit sistemik (Jia dkk., 2016). Invasi patogen diperlukan untuk
melawan sistem pertahanan host agar diperoleh lingkungan sesuai bagi P.
gingivalis untuk berkolonisasi dan bertahan hidup (How dkk., 2016). Invasi P.
gingivalis juga menyebabkan inflamasi yang kemudian bakteri akan
mengeluarkan endotoksin dan merangsang fosfolipid untuk melepaskan asam
arakidonat. Metabolisme asam arakidonat terbagi menjadi jalur siklooksigenase
(COX) dan jalur lipoksigenase. Pada jalur siklooksigenase (COX) terdapat
terdapat isoform COX-1 yang merangsang terjadinya proses inflamasi serta
isoform COX-2 yang mengaktifkan prostaglandin sebagai mediator proinflamasi.
Pada jalur lipoksigenase, melalui enzim 12-lipoksigenase akan membebaskan
leukotrin yang berperan penting sebagai mediator inflamasi (Hanna dan Ebtisam,
2018). Metabolisme asam arakidonat menyebabkan terjadinya proses inflamasi
yang mengakibatkan proliferasi sel fibroblas menurun sehingga produksi kolagen
untuk memperbaiki kerusakan pada jaringan menjadi rendah (Gurtner, 2007).

Parameter penyembuhan luka dapat dilihat melalui pengamatan kepadatan
kolagen karena memiliki peran penting saat penyembuhan Iluka, yaitu
meningkatkan komponen seluler, berinteraksi dengan trombosit dan fibronektin,
faktor pertumbuhanan dan proliferasi epidermis. Sel ini terdiri dari banyak serabut
yang kepadatannnya akan meningkat seiring dengan penyembuhan luka
(Novriansyah, 2008)

Dibutuhkan terapi obat untuk mengurangi inflamasi periodontal (Zulfa dan
Dewi, 2011). Tantum Verde sebagai obat kumur (biasa disebut Difflam atau
Benzydamine hydrochloride (HCI) merupakan obat anti inflamasi nonsteroid

(OAINS) yang dapat menghambat produksi prostaglandin secara tidak langsung
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dengan cara menghambat stimulasi TNF-o pada produksi prostaglandin PGE, dan
PGI, dalam fibroblas gingiva. Obat ini dapat menimbulkan efek samping berupa
gatal, ruam, pembengkakan atau kemerahan pada kulit dan mengi (Anggraeni
dkk., 2018).

Selain menggunakan terapi obat tantum verde, dibutuhkan alternatif lain
guna mengurangi efek samping yang ditimbulkan obat tersebut seperti
menggunakan bahan alam yaitu Daun Ungu (Graptophyllum pictum L. Griff).
Daun Ungu merupakan salah satu tanaman dari 13 komoditi yang dikembangkan
oleh Direktur Jenderal Pengawas Obat dan Makanan (DITJEN POM) sebagai
tanaman obat unggulan yang dapat digunakan sebagai obat tradisional (BBPP-
Lembang, 2012). Berdasarkan uji toksisitas pemberian ekstrak daun ungu per oral
sehari sekali selama 20 hari tidak bersifat toksik terhadap profil hematologi
mencit putih jantan (Hilmarni dkk., 2016). Tanaman daun ungu sering ditemukan
sebagai tanaman liar, tanaman hias maupun tanaman pagar. Terdapat kandungan
fenolik dalam daun ungu seperti alkaloid, saporin, tannin dan flavonoid. Senyawa
flavonoid ini telah dikenal memiliki peranan baik bagi manusia yaitu sebagai anti
mikrobia, anti inflamasi, anti alergi, anti tumor, dan anti oksidan untuk
mempercepat peoses penyembuhan luka yang mampu melindungi tubuh manusia
dari radikal bebas (Saxena dkk., 2013). Flavonoid sebagai antiinflamasi berperan
untuk memutus jalur metabolisme asam arakidonat dalam proses inflamasi
(Nurung, 2016). Adanya beberapa kandungan dalam daun ungu diharapkan dapat
membantu dan mempercepat proses inflamasi dalam pembentukan serat kolagen.

Penggunaan estrak daun ungu konsentrasi 2,5%, 5% dan 10% diketahui
berpengaruh terhahap aktivitas fagositosis monosit yang dipapar Candida
Albicans. Kandungan dalam daun ungu tersebut mampu meningkatkan aktivitas
fagositosis monosit yang berperan dalam penghancuran mikroorganisme asing
dan partikel abnormal dalam tubuh (Kurniawati, 2018). Berdasarkan penjelasan
tersebut penulis tertarik untuk meneliti pengaruh ekstrak daun ungu terhadap tikus

Wistar yang diinduksi bakteri P.gingivalis dengan konsentrasi 2,5%, 5% dan 10%.


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

1.2 Rumusan Masalah
Apakah pemberian ekstrak daun ungu dapat meningkatkan kepadatan serat
kolagen pada gingiva tikus Wistar yang diinduksi bakteri Porphyromonas

gingivalis?

1.3 Tujuan Penelitian
Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun ungu terhadap peningkatan
kepadatan serat kolagen pada gingiva tikus Wistar yang diinduksi bakteri

Porphyromonas gingivalis.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini yaitu sebagai berikut:
1. Dapat menambah pengetahuan tentang manfaat ekstrak daun ungu dalam
peningkatan kepadatan serat kolagen pada penyakit periodontal.
2. Dapat memberikan informasi tentang kegunaan ekstrak daun ungu yang
berfungsi sebagai obat anti-inflamasi
3. Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai bahan acuan

untuk penelitian selanjutnya.


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

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis adalah bakteri patogen bersifat gram-negatif
anaerob yang ditandai dengan berbentuk batang dan bewarna merah dengan
pewarnaan gram yang paling banyak menyebabkan periodontitis (Fitriyana,
2013). P. gingivalis merupakan flora normal dalam rongga mulut manusia yang
banyak ditemukan pada area plak subgingiva, sulkus gingiva, lidah dan tonsil.
(Dwipriastuti dkk., 2017).

Gambar 2.1 Gambaran Mikroskopis P.gingivalis perbesaran 1000x (Fitryana, 2013)

P. gingivalis memiliki faktor-faktor virulensi yang dapat merusak jaringan
periodontal. Beberapa vaktor virulensi P. gingivalis juga dapat memicu reaksi
inflamasi pada jaringan periodontal dengan menunkan pertahanan sistem imun
dan menstimulasi produk inflamasi seperti IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, dan TNF- a
(How dkk., 2016).

2.1.1 Taksonomi Bakteri Porphyromonas gingivalis

Secara taksonomi bakteri Porphyromonas gingivalis di klasifikasikan
menjadi:
Kingdom : Bacteria

Superfilum  : Bacterioedetes/ Chlorobi group
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Filum : Bacterioedetes

Kelas : Bacterioedes

Ordo : Bacteriodales

Familia : Porphyromonadaceae

Genus : Porphyromonas

Spesies : Porphyromonas gingivalis (Shah and Collins, 1988)

2.1.2 Habitat dan Morfologi Bakteri Porphyromonas gingivalis

Bakteri P.gingivalis merupakan flora normal pada subgingiva rongga
mulut yang berperan dalam perkembangan penyakit mulut seperti penyakit
periodontal, halitosis, kanker mulut serta kondisi sistemik seperti diabetes mellitus
dan penyakit kardiovaskuler (Samaranayake, 2012). Bakteri P. gingivalis juga
dapat ditemui di berbagai anggota tubuh seperti saluran pencernaan, saluran
genital wanita,dan berbagai infeksi pada seluruh tubuh (Amano, 2007). Habitat
bakteri P. gingivalis paling banyak ditemui pada area sulkus gingiva rongga mulut
manusia karena terdapatnya fermentasi dari asam amino sebagai kebutuhan
bakteri dalam memproduksi energi dan bertahan hidup (Takeuchi, 2017).

Bakteri P.gingivalis merupakan bakteri obligat anaerob gram negatif tidak
berspora (non- spore forming) dan tidak memiliki alat gerak (non-motile),
berbentuk batang pleomorfik (coccobacilli) dengan panjang 05 — 2 pm
(Samaranayake, 2012). Koloni bakeri P. gingivalis dalam media kultur
berdiameter 1-2mm, berbentuk konveks, halus dan mengkilap, yang pada bagian
tengah menunjukkan warna lebih gelap karena produksi protohome, vyaitu
substansi yang bertanggung jawab atas warna khas koloni bakteri
(Kusumawardani dkk., 2010)
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Gambar 2.2 Gambaran koloni P.gingivalis ATCC 33277 (Kusumawardani dkk., 2011)

2.1.3 Sifat Bakteri Porphyromonas gingivalis

Bakteri P.gingivalis dapat menyebabkan perubahan patologik jaringan
periodontal dengan pengaktifan respons imun dan inflamatori inang yang secara
langsung mempengaruhi sel-sel periodontal. P.gingivalis memproduksi berbagai
faktor virulensi patogenik, seperti lipopolisakarida yang dapat menginduksi inang
untuk melepaskan IL-1 dan TNF-a (Chen dkk., 2001). P. gingivalis mempunyai
beberapa molekul seperti enzim protease dan polipeptida membran luar yang

mampu menyebabkan kerusakan jaringan (Ernawati dan Maduratna, 2001).

2.1.4 Faktor — faktor Virulensi Bakteri Porphyromonas gingivalis

Kerusakan jaringan periodontal merupakan rangkaian proses kompleks
yang melibatkan akumulasi plak, pelepasan substansi bakteri, dan respon
inflamasi. Kerusakan jaringan periodontal juga disebabkan oleh penetrasi
P.gingivalis ke gingiva dengan produk virulensi yang merupakan komponen
metabolit bakteri. Virulensi merupakan suatu kemampuan bakteri yang dapat
meyebabkan infeksi dan penyakit pada host. Virulensi oleh P.gingivalis dapat
menyebabkan kerusakan pada periodontal (How dkk., 2016).

Faktor- faktor virulensi tersebut adalah:

a. Lipopolisakarida (LPS)

LPS merupakan molekul yang berukuran besar dan ditemukan pada

membran terluar bakteri yang tersusun dari polisakarida, oligosakarida, dan

domain hidrofobik atau Lipid A. LPS banyak tersusun oleh lipid A yang dapat
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berinteraksi dengan Toll-like Receptor (TLR) sehingga menyebabkan innate
immune system (How dkk., 2016). LPS merupakan faktor patogen terpenting pada
bakteri karena dapat mengaktivasi sel-sel inflamasi dan mampu menembus pada
jaringan host lalu bertindak sebagai endotoksin sehingga menimbulkan respon
inflamasi seperti vasodilatasi pembuluh darah, kemotaksis, pelepasan sitokin dan
proinflamasi (Caranza dkk., 2012).
b. Fimbriae

Fimbriae merupakan komponen protein pada membran terluar bakteri
yang menonjol keluar dari permukaan. Fimriae memiliki panjang 3 — 25 pm.
Bakteri P.gingivalis memiliki 2 tipe fimbriae pada pada membran terluarnya. Tipe
pertama yaitu sub unit protein filmA/Fimbrillin (fimbriae mayor) yang dikode
oleh gen film A diketahui dapat meyebabkan invasi awal osteoblas tetapi tidak
untuk diferensiasi dan mineralisasi. Tipe kedua yaitu sun unit protein Mfa
(fimbriae minor) yang dikode oleh gen mFa 1 diketahui dapat menstimulai
produksi IL-1a, IL-1B, IL-6 dan TNF-o. Kedua tipe fimbriac ini dibedakan
berdasarkan komposisi asam amino pada keduanya dan berkontribusi dalam
peningkatan reaksi inflamasi jaringan periodontal (How dkk., 2016).

c. Gingipain

Gingipain merupakan protease bersifat proteolitik diproduksi oleh
P.gingivalis yang mampu merusak struktur protein jaringan periodontal seperti
kolagen, fibronektin, dan elastin. Terdapat 2 macam gingipain, yaitu gingipain R
atau arginin specific gingipain (RgpA dan RgpB) yang dapat mendegradasi
komponen matriks ekstraseluler, termasuk perlekatan integrin-fibronektin, sitokin,
serta immunoglobin dan gingipain K atau lysine specific gingipain (Kgp). Peran
gingipain pada penyakit periodontal antara lain: memodulasi sistem imun
sehingga host lemah untuk melawan bakteri, meningkatkan sekresi sitokin melalui
PARs (protease activated receptors) sehingga meningkatkan kerusakan jaringan
periodontal dan mengaktifkan MMP-8 menyebabkan terjadinya degradasi kolagen
(How dkk., 2016) (Caranza., 2012).
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2. 2 Daun Ungu (Graphtophyllum pictum L. Griff)
2.2.1 Taksonomi Daun Ungu

Secara taksonomi Daun Ungu diklasifikasikan menjadi:

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Solanales

Suku : Acanthaceae

Marga : Grapthophyllum

Jenis : Grapthophyllum pictum (Linn) Griff

Nama Umum
Indonesia : Daun Ungu / Daun Wungu
Inggris : Caricature plant
Jerman : Gertenschriftbatt

Nama Daerah

Sunda : Handeuleum

Ambon : Daun putri

Bali : Temen

Ternate : Kabi-kabi

Tidore : Dongo-dongo

Madura : Karoton/ Karotong

Jawa : Daun ungu/ daun demung/ daun wungu

2.2.2 Habitat dan Morfologi Daun Ungu

Tanaman daun ungu ( Grapthophyllum pictum (Linn) Griff ) berasal dari
Irian dan Polynesia. Tanaman daun ungu ini dapat ditemukan pada dataran rendah
hingga pegunungan dengan ketinggian 1.250 m dpl. Tanaman daun ungu tumbuh
baik pada tempat terbuka dengan cuaca kering maupun lembab. Tanaman ini
sering ditemukan di pedesaan sebagai tanaman liar, tanaman hias maupun

tanaman pagar (Winata, 2011).
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Gambar 2.3 Daun Ungu (Graptophyllum pictum L. Griff) (Dokumentasi pribadi, 2019)

Tanaman daun ungu termasuk dalam tanaman perdu atau berukuran kecil
dengan tinggi 1,5 - 3 meter. Daunnya tunggal, bertangkai pendek, terletak
berhadapan silang, bulat telur sampai lanset, ujung dan pangkal runcing
bergelombang, pertulangan menyirip, panjang 8-20 cm, lebar 3-13 cm, daun
bagian atas berwarna ungu mengkilap. Perbungaan majemuk, keluar di ujung
batang, tersusun dalam rangkaian berupa tandan yang panjangnya 3-12 cm,
warnanya merah keunguan. Buahnya berbentuk lonjong dengan warna ungu
kecoklatan. Bijinya terkadang ada 2, berbentuk bulat dan bewarna putih. Kulit dan
dan daun berlendir serta berbau kurang enak. Cabangnya bersudut tumpul,
berbentuk galah dan beruas rapat. Batangnya aerial, berkayu, silindris, tegak,
bewarna ungu kehijauan, bagian dalam solid dan permukaanya licin (Dalimartha,
1999).

2.2.3 Kandungan Kimia dan Manfaat Tanaman Daun Ungu
Daun ungu (Graptophyllumpictum L.Griff) pada zaman dahulu dikenal
sebagai obat alternatif yang digunakan untuk pengobatan luka, sembelit, ambeien,
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rematik dan bisul (Salim, 2018). Daun ungu mempunyai senyawa fitokimia yaitu
senyawa Yyang terkandung pada tanaman yang mempunyai peranan bagi
kesehatan, kandungan daun ungu yaitu fenolik terdiri dari: alkaloid, flavonoid,
saponin, dan tannin. Batang atau daunnya dapat digunakan dalam pengobatan
diuretik, bunganya juga dapat berfungsi untuk melancarkan haid dan daunnya
digunakan untuk pengobatan anti inflamasi, melembutkan kulit, sembelit,
ambeien, reumatik, bisul dan pencahar ringan (Aminah dkk., 2016)

Flavonoid terdapat dalam tumbuhan hijau sehingga dapat ditemukan pada
setiap ekstrak tumbuhan. Flavonoid ditemukan pada tanaman, yang berkontribusi
memproduksi pigmen berwarna kuning, merah, oranye, biru, dan warna ungu dari
buah, bunga, dan daun (Arifin dan Sanusi, 2018). Flavonoid merupakan senyawa
fenol alam terbesar dalam tanaman yang tersusun oleh 15 atom karbon sebagai
inti dasarnya dan mudah larut dalam pelarut polar seperti etanol, butanol dan
aseton (Parwata, 2016) . Senyawa fenol memiliki sifat efektif menghambat
pertumbuhan virus, bakteri dan jamur. Flavonoid bekerja dengan cara denaturasi
protein yang mengakibatkan adanya gangguan dalam pembentukan sel sehingga
terjadi peningkatan permeabilitas sel diikuti dengan terjadinya kerusakan sel
sehingga dapat menyebabkaan kematian sel bakteri (Syahaya dan Rekha, 2016).
Flavonoid berfungsi sebagai antioksidan karena sifatnya sebagai akseptor baik
yang dapat menstabilkan radikal bebas sehingga mengurangi kerusakan pada sel
karena inflamasi. Sebagai antioksidan flavonoid dapat mempercepat fase
inflamasi dengan menangkap radikal bebas dan mencegah reaksi oksidasi dengan
meningkatkan aktivitas enzim Superoxide dismutase (SOD) dan glutation
transferase. Peran flavonoid sebagai anti inflamasi yaitu dengan menghambat
pembentukan prostaglandin E> (PGE>), tromboxan A (TXA2), serta leukotrin
yang dibentuk oleh asam arakidonat dan mediator inflamasi lainnya melalui jalur
siklooksigenase dan lipoksigenase sehinggga menyebabkan migrasi leukosit ke
daerah inflamasi menurun dan terjadi percepatan proses inflamasi
(Pramitaningastuti dan Ebta, 2017).

Alkaloid dapat mengakibatkan perubahan struktur tersier protein pada

permukaan bakteri. Senyawa tersebut menyisip pada sisi hidrofobik protein,
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sehingga mengakibatkan penurunan hidrofobisitas sel bakteri yang berinteraksi
dengan fimbriae dan mengakibatkan penggumpalan protein permukaan bakteri.
Akibatnya protein ini kehilangan struktur hidrofobiknya dan mengakibatkan
hidrofobisitas bakteri menurun. Penurunan hidrofobisitas ini akan mencegah
terjadinya interaksi hidrofobik dari komponen permukaan bakteri dengan sel host
sehingga menghambat adhesi bakteri pada sel host (Kurniawati dkk., 2019).

Saponin merupakan senyawa glikosida kompleks. Saponin terdiri dari
senyawa hasil kondensasi suatu gula dengan suatu senyawa hidroksil organik
yang dihidrolisis akan menghasilkan gula (glikon) dan non-gula (aglikon).
Struktur saponin memiliki sifat seperti sabun atau deterjen sehingga disebut
sebagai surfaktan alami (nama saponin diambil dari sifat utama yaitu “sapo”
dalam bahasa latin yaitu sabun (Hawley, 2004 dan Calabria, 2008). Saponin
memiliki fungsi sebagai immunomodulator, antitumor, antiinflamasi, antivirus,
antibakteri dan antifungi. Saponin dapat berdifusi dengan membran dan dinding
sel bakteri sehingga sitoplasma bocor dan keluar dari sel dan mengakibatkan
bakteri mengalami lisis (Indriana, 2017). Peran saponin sebagai anti inflamasi
yaitu dengan cara menghambat pembentukan eksudat, menghambat kenaikan
permeabilitas vaskular serta menghambat pelepasan zat-zat pro inflamasi oleh
Lipopolisakarida (Lee dkk., 2015).

Tanin merupakan senyawa golongan polifenol yang berfumgsi sebagai
antioksidan, antiperadangan dan antikanker. Tanin dapat menghambat
pertumbuhan bakteri dengan cara mengkerutkan membran sel (Sulaksono dkk.,
2015).

2.2.4 Konsentrasi Daun Ungu

Ekstrak daun ungu konsentrasi 2,5%, 5% dan 10% dapat mempengaruhi
pengaruh terhahap aktivitas fagositosis monosit yang dipapar Candida Albicans.
Kandungan dalam daun ungu seperti flavonoid, tannin, saponin dan triterpenoid
mampu meningkatkan aktivitas fagositosis monosit yang berperan dalam

penghancuran mikroorganisme asing dan partikel abnormal dalam tubuh sehingga
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proses inflamasi dapat berkurang dan kepadatan serat kolagen dapat meningkat
(Kurniawati, 2018)

2.3 Inflamasi

Inflamasi adalah suatu respon peradangan yang bertujuan untuk
menghilangkan penyebab awal jejas sel serta membuang sel dan jaringan nekrotik
yang disebabkan oleh kerusakan asal (Kumar dkk., 2007). Inflamasi merupakan
respon dari tubuh karena adanya cedera dan infeksi. Saat terdapat cedera tubuh
akan berupaya menetralisir dan mengeliminasi agen-agen berbahaya dari tubuh
serta mempersiapkan jaringan untuk proses penyembuhan (Saputri dan Rita,
2016).

Terdapat lima tanda utama (cardinal signs) yang umumnya muncul saat
terjadi inflamasi yang umumnya merupakan respon protektif yang dilakukan
tubuh ketika jaringan terdapat kerusakan yang disebabkan oleh berbagai stimulus,
tanda tersebut yaitu:

1. Kemerahan (rubor)

Rubor atau kemerahan merupakan tanda pertama yang terlihat saat
terjadi inflamasi. Inflamasi menyebabkan efek kemerahan karena arteri
akan mengedarkan darah sehingga akan terjadi dilatasi vaskuler pada
daerah tersebut. Pada daerah inflamasi juga terjadi peningkatan aliran
darah (Corwin, 2008).

2. Rasa panas (kalor)

Rasa panas dan kemerahan terjadi bersamaan pada jaringan yang
terkena inflamasi. Jumlah darah yang lebih banyak pada daerah
inflamasi menyebabkan timbulnya rasa panas dan dapat dirasakan pada
permukaan kulit. Namun ketika inflamasi terjadi jauh di dalam tubuh
maka rasa panas tidak dapat dirasakan di permukaan kulit (Wilmana,
2007).

3. Rasa nyeri (dolor)

Rasa nyeri atau dolor dihasilkan dengan berbagai mekanisme.

Perubahan pH lokal atau konsentrasi ion-ion tertentu dapat memicu
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ujung-ujung saraf untuk mengeluarkan zat kimia tertentu seperti
histamin atau mediator inflamasi lainnya yang menyebabkan
pembengkakan dan inflamasi pada jaringan sehingga mengakibatkan
peningkatan tekanan lokal dan dapat menimbulkan rasa sakit
(Lumbanraja, 2009).

4. Pembengkakan (tumor)

Pembengkakan atau tumor terjadi karena peningkatan
permeabilitas dinding kapiler serta penyaluran cairan dan sel-sel dari
sirkulasi darah ke jaringan yang terluka. Saat terjadi inflamasi, dinding
kapiler menjadi lebih permeabel dan lebih mudah dilalui oleh leukosit
dan protein terutama albumin yang diikuti oleh molekul yang lebih
besar sehingga plasma jaringan mengandung lebih banyak protein yang
kemudian meninggalkan kapiler dan masuk ke dalam jaringan sehingga
menyebabkan jaringan menjadi bengkak (Muliati, 2014).

5. Terganggunya Fungsi Jaringan (Functio Laesa)

Functio Laesa merupakan gangguan suatu fungsi jaringan pada
daerah inflamasi dan daerah sekitarnya (Wilmana, 2007). Functio laesa
ditandai dengan nyeri disertai adanya sirkulasi yang abnormal akibat
penumpukan dan aliran darah yang meningkat sehingga menghasilkan
lingkungan kimiawi lokal yang abnormal dan menjadikan jaringan yang
terinflamasi tersebut kurang berfungsi dengan normal (Dyaningsih,
2007).

2.4 Proses Penyembuhan Pasca Inflamasi

Penyembuhan luka adalah proses yang melibatkan respon seluler dan
biokimia secara lokal maupun sistemik. Penyembuhan luka melibatkan proses
dinamis dan kompleks dari koordinasi serial termasuk pendarahan, koagulasi,
inisiasi respon inflamasi akut segera setelah trauma, regenerasi, migrasi dan
proliferasi jaringan ikat dan sel parenkim, serta sintesis protein matriks

ekstraselular, remodeling parenkim dan jaringan ikat serta deposisi kolagen
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(Velnar dkk., 2009). Secara umum, penyembuhan luka dibagi dalam 3 tahap, yaitu
(Kartika, 2015):
a. Tahap inflamasi
1) Dimulai saat terjadi luka sampai hari ke-5
2) Respons segera setelah terjadi injuri berupa pembekuan darah untuk
mencegah kehilangan darah.
3) Terdapat karakteristik yang muncul, seperti: tumor, rubor, dolor, color,
functio laesa.
4) Fase awal terjadi hemostasis.

5) Fase akhir terjadi fagositosis.

Fibroblastmatrix f\ "
—— =l

o © oo o
S —— =
4_,«//“@//'{} ’ /—\__ ‘\

Gambar 2.4 Fase inflamasi penyembuhan luka dimulai segera setelah terjadi kerusakan

jaringan dan fase awal hemostasis (Kartika, 2015)

b. Tahap proliferasi atau epitelisasi

1) Terjadi pada hari ke-3 sampai 14

2) Ditandai dengan pergantian matriks provisional yang didominasi oleh
platelet dan makrofag secara bertahap digantikan oleh migrasi sel fibroblast
dan deposisi sintesis matriks ekstraselular (Velnar, 2009). Pada level
makroskopis ditandai dengan adanya jaringan granulasi yang kaya akan
jaringan pembuluh darah baru, fibroblas, dan makrofag, granulosit, sel
endotel dan kolagen

3) Tujuan fase proliferasi ini adalah untuk membentuk keseimbangan antara

pembentukan jaringan parut dan regenerasi jaringan.


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

16

4) Terdapat proses angiogenesis yang berperan dalam mempertahankan
kelangsungan fungsi berbagai jaringan dan organ yang terkena luka yaitu
pembuluh darah baru menggantikan pembuluh darah yang rusak

5) Terdapat fibroblas yang berperan memproduksi matriks ekstraselular yang
akan mengisi kavitas luka dan menyediakan tempat untuk migrasi
keratinosit. Matriks ekstraselular ini akan digantikan oleh kolagen tipe IlI
yang juga diproduksi oleh fibroblas.

6) Terdapat proses re-epitelisasi yaitu pergerakan sel-sel basal pada epithelium

bergerak dari daerah tepi luka menuju daerah luka dan menutupi daerah luka.
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Gambar 2.5 Fase proliferasi penyembuhan (Kartika, 2015)

c. Tahap maturasi
1) Berlangsung dari beberapa minggu sampai 2 tahun.
2) Jaringan parut (scar tissue) terbentuk 50-80%.
3) Aktivitas seluler dan vaskularisasi berkurang.
4) Merupakan fase terlama, fibroblas dan kolagen akan memperkuat jaringan.
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Gambar 2.6 Fase maturasi penyembuhan luka (Kartika, 2015)

2.5 Tantum Verde

Tantum Verde (biasa disebut Difflam atau Benzydamine hydrochloride
(HCI)) merupakan obat anti inflamasi nonsteroid (OAINS) atau nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs). Penggunaan Tantum Verde digunakan secara
topikal (Robinson dan Scully, 2016).

Tantum Verde sebagai anti-inflamasi NSAIDs bekerja dengan cara
menghambat enzim cyclooxygenase-1 dan 2 (COX-1 dan COX-2) sehingga
menurunkan produksi prostaglandin (PGE2) dan prostasiklin (PGI2) yang
merupakan mediator inflamasi (Imananta dan Sulistiyaningsih, 2018). Tantum
Verde juga mempunyai efek analgesik yang tidak mengubah fungsi mukosa oral,
bahkan dapat berperan sebagai protektor mukosa (Firza dkk., 2017). Obat ini
dapat menimbulkan efek samping berupa gatal, ruam, pembengkakan atau

kemerahan pada kulit dan mengi (Anggraeni dkk., 2018)

2.6 Kolagen
2.6.1 Pengertian Kolagen

Kolagen adalah protein terbanyak yang ditemukan dalam tubuh manusia
yaitu sebesar 25% - 35% dari seluruh protein tubuh. Kolagen merupakan protein
utama yang menyusun komponen matriks ekstraseluler (Prameswari, 2017).
Kolagen termasuk salah satu parameter penyembuhan luka yang penting karena
kolagen berperan pada setiap fase penyembuhan luka. Kolagen memiliki peran
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pada fase hemostasis dengan berinteraksi dengan trombosit, meningkatkan
eksudasi cairan, meningkatkan komponen seluler, berinteraksi dengan fibronektin,
meningkatkan faktor pertumbuhan dan memacu proses fibroplasia dan proliferasi
epidermis (Childs dan Murthy, 2017).

Kolagen tipe I, 1l dan Ill adalah kolagen interstisial atau kolagen fibriler
yang mempunyai jumlah paling banyak. Kolagen tipe 1V, V dan VI adalah
kolagen non fibriler yang terdapat di jaringan interstisial dan membran basal.
Sekitar 90% dan 10% total kolagen di kulit terbenttuk atas kolagen tipe | dan
kolagen tipe Il (Tracy dkk., 2016). Ketika jaringan mengalami trauma dan terjadi
luka, maka kolagen normal akan digantikan oleh parut kolagen dimana tensile
strength nya hanya maksimal 80% dari tensile strength kolagen normal
(Primadina dkk., 2019).

2.6.2 Struktur dan Macam Kolagen

Kolagen terbentuk atas proses perakitan beberapa asam amino seperti:
glisin 33,5%, prolin 12%, dan hidroksipolin 10%. Serabut kolagen adalah struktur
tipis panjang serta bergurat melintang dengan diameter sekitar 20-90 nm. Pada
sediaan histologi, kolagen bewarna merah dengan pewarnaan eosin, biru dengan

Trichrome Mallory, dan hijau dengan Trichrome Masson (Junqueira dkk., 2007).

Menurut (Fawcett, 2002), terdapat 12 macam tipe kolagen yaitu:

a. Tipe |, terdapat pada tulang, dermis, tendon, ligament dan kornea. Sel fibroblas,
osteoblas dan odontoblas berperan dalam sintesis kolagen tipe 1. Kolagen tipe |
disekresi ke ruang ektraselular dalam bentuk prokolagen. Prokolagen akan
membelah diri pada segmen terminal yang disebut tropokolagen. Tropokolagen
ini akan bergabung dengan tropokolagen lainnya membentuk filament kolagen.
Filamen tersebut akan membentuk fibril, yang selanjutnya fibril kolagen ini
akan bergabung membentuk suatu serat kolagen.

b. Tipe Il, terdapat pada tulang rawan hialin dan elastis. Kolagen ini berupa

serabut yang sangat halus terbenam dalam banyak substansi dasar.
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. Tipe 111, terdapat pada jaringan ikat longgar, dinding pembuluh darah, stroma
bagian kelenjar, limpa, ginjal dan uterus. Kolagen tipe I, Il dan 111 membentuk
serat yang tampak pada mikroskop yang disebut sebagai kolagen interstisial.

. Tipe IV, terdapat pada lamina basal epitel. Kolagen ini bersama laminin dan
proteoglikan heparin sulfat membentuk filament halus yang dapat menyokong
fisik dari epitel dan sawar filtrasi selektif bagi makromolekul

. Tipe V, terdapat pada paru-paru, kornea dan tulang. Kolagen ini tersebar luas
tetapi dalam jumlah kecil berhubungan dengan lamina sel otot dan pembuluh
darah.

. Tipe VI, terdapat pada ginjal, hati dan uterus dalam jumlah yang kecil. Kolagen
ini merupakan molekul rantai pendek terdiri dari segmen tripel heliks dengan
panjang 100 nm.

. Tipe VII, terdapat paling banyak pada batas dermis dan epidermis. Kolagen ini
merupakan molekul terbesar dari family kolagen mencapai panjang hingga
+800 nm.

. Tipe VIII, terdapat pada produksi sekresi sel endotel dan kadang-kadang
disebut kolagen endotelial.

i. Tipe IX, terdapat pada tulang rawan. Kolagen ini mendampingi kolagen tipe Il

dari jaringan ikat yang befungsi sebagai pengikat pada tempat pertemuan.

Kolagen Ini adalah kolagen pembentuk jaringan yang mendasari sel epitel dan

endotel serta berfungsi sebagai penghalang antara kompartemen jaringan.

J. Tipe X, terdapat pada tulang rawan dan ditemukan dalam matriks yang terlibat

dalam pembentuan tulang endokondral serta diduga mengawali klasifikasi

matriks.

k. Tipe XIl, terdapat dalam tulang rawan yang berhubungan dengan kolagen Tipe

I, namun belum diketahui secara jelas mengenai fungsinya.

I. Tipe XII, kolagen ini baru saja ditemukan menyerupai kolahen tipe IX, nhamun

sedikit diketahui baik lokasi dalam jaringan maupun fungsinya.


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

2.7 Kerangka Konseptual

Tantum Verde

\

P. gingivalis

20

Ekstrak Daun Ungu
2,5%, 5%, 10%

Obat Anti Inflamasi

Fimbriae

Lipopolisakarida (LPS) Gingipain

Kepadatan serat kolagen ¥

Kepadatan serat kolagen f

Non Steroid | I Alkaloid
v Flavonoid
Host
v Fenolik
Fosfolipid .
Tanin
v
Asam Arakidonat
[
I |
Siklooksigenase Lipoksigenase
v ' v v
COX-1 COX-2 Leukotrin
v = v
PGI» PGE, TXA,
[ | v
Prostaglandin I Keterangan :
¢ L3 Menyebabkan
»  Inflamasi — —  Menghambat
y ' 1 f Meningkatkan
Proliferasi Fibroblas ; Proliferasi Fibroblas } { Menurunkan
v v
Sintesis kolagen { Sintesis kolagen f
v v



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

21

2.8 Hipotesis
Pemberian ekstrak daun ungu dapat meningkatkan kepadatan serat kolagen

pada gingiva tikus Wistar yang diinduksi bakteri P. gingivalis.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris. Pemilihan
eksperimental laboratoris dikarenakan pada setiap sampel diberi perlakuan
terkendali, terukur, dan pengaruh perlakuan lebih dapat dipercaya (Notoatmodjo,
2012).

3.2  Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
rancangan acak lengkap dengan desain post-test only control group vyaitu
pengukuran dan pengamatan pada variabel diteliti setelah diberi perlakuan dan
hasilnya dibandingkan dengan observasi pada kelompok kontrol (Notoatmodjo,
2012).

3.3  Tempat dan Waktu Penelitian

3.3.1 Tempat Penelitian

a. Pembuatan ekstrak daun ungu di Laboratorium CDAST (Center for
Development Advance Science and Technology) Universitas Jember

b. Pembuatan suspensi bakteri Porphyromonas gingivalis dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

c. Pemberian perlakuan pada hewan coba tikus Wistar di Laboratorium Fisiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

d. Pembuatan Preparat dan pengamatan histologi serat kolagen dilakukan di

Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

3.3.2  Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2019 — Maret 2020
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3.4 ldentifikasi Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak daun ungu dengan
konsentrasi 2,5%, 5% dan 10%.

3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah serat kolagen gingiva tikus
Wistar yang diinduksi bakteri P. gingivalis.

3.4.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah :
a. Kriteria daun ungu yang digunakan

1) Daun ungu dengan keadaan segar dan tidak terkontaminasi oleh hama
(daun ungu tidak berlubang).

2) Daun ungu yang digunakan berasal dari satu lahan yang sama.

3) Daun ungu yang digunakan tidak terlalu tua dan muda, yaitu daun pada
urutan ke-4 sampai ke-6 dari pucuk, karena daun pada bagian tersebut
memiliki kandungan zat aktif paling baik.

4) Daun ungu yang digunakan dipetik dalam waktu yang sama yaitu pada
sore hari (Indriana, 2017).

b. Cara pembuatan ekstrak daun ungu

c. Kriteria hewan coba

d. Cara pemberian ekstrak daun ungu yang diberikan

e. Cara induksi bakteri Porphyromonas gingivalis pada tikus Wistar
f. Cara pembuatan sediaan jaringan

g. Pengecatan sediaan

h. Cara perhitungan jumlah serat kolagen
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3.5 Definisi Operasional Penelitian
3.5.1 Ekstrak Daun Ungu

Ekstrak daun ungu adalah hasil ekstrak daun ungu menggunakan metode
maserasi dengan etanol 96%. Konsentrasi ekstrak daun ungu yang digunakan

adalah 2,5%, 5% dan 10% yang diberikan secara irigasi.

3.5.2 Bakteri Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis adalah bakteri gram-negatif anaerob. P.
gingivalis merupakan flora normal dalam rongga mulut manusia yang banyak
ditemukan pada area plak subgingiva, sulkus gingiva, lidah dan tonsil.
Penggunaan P. gingivalis sebagai agen inflamasi periodontal adalah strain ATCC
33277 sebanyak 0.05 ml dengan konsentrasi 2 x 10° CFU/ml. Pemberian P.
gingivalis yaitu dengan cara induksi melalui sulkus gingiva bagian bukal gigi

molar pertama Kiri bawah pada hari pertama, keempat dan ketujuh.

3.5.3 Serat Kolagen

Kolagen merupakan protein utama yang menyusun komponen matriks
ekstraseluler. Pengamatan serat kolagen menggunakan pewarnaan Trichrome
Mallory akan bewarna biru/ungu dengan mikroskop binokuler perbesaran 400x.
Pengukuran serat kolagen menggunakan perangkat lunak Optilab® Image Raster

V2.1 kemudian dilanjut menggunakan aplikasi Adode Photoshop 7.0.

3.6 Sampel Penelitian
3.6.1 Bahan sampel penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan (rattus

norvegicus)

3.6.2 Kriteria sampel penelitian
Kriteria tikus Wistar yang digunakan dalam penelitian ini adalah :
a. Tikus Wistar berkelamin jantan
b. Tikus Wistar dengan berat 175-200 gram

c. Tikus Wistar dengan usia 2-3 bulan
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d. Tikus Wistar dengan keadaan umum yang baik ditandai dengan

gerakan yang aktif dan tidak ada kacacatan

3.6.3 Jumlah Sampel penelitian

Jumlah sampel yang digunakan dalam peneltian ini adalah 30 ekor tikus

Wistar jantan yang dibagi menjadi 6 kelompok dengan perlakuan yang berbeda-

beda. Perhitugan rumus besar sampel dalam penelitian ini yaitu:

Keterangan:

n = jJumlah sampel minimum

o = standar deviasi sampel

d = kesalahan yang masih dapat ditoleransi

z = konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika a = 0,05 maka z= 1,96

Berdasarkan keterangan tersebut perhitungan menjadi:

=(1,96)*

=3,84=4

Sampel drop out:

N = n/(1-f)

N = 4/(1-20%)
N = 4/(-0,2)

N =4/0,8
N=5
Keterangan:

N = besar sampel koreksi

n = besar sampel awal

f = perkiraan proporsi sebesar 20%
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Jadi, berdasarkan rumus tersebut jumlah sampel tiap kelompok yaitu 5

ekor tikus Wistar. Pada penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus Wistar jantan

yang dibagi menjadi 6 kelompok yang mendapat perlakuan masing- masing.

3.6.4

Pembagian Kelompok Hewan Coba

Hewan coba yang telah diadaptasikan dibagi menjadi 6 kelompok.

Pembagian kelompok hewan coba sebagi berikut:

a.

Kelompok kontrol negatif (K-) yaitu kelompok yang terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi bakteri P.gingivalis sebanyak 3 kali
yaitu pada hari pertama, keempat dan ketujuh dan diberi Aquades
Kelompok normal (KN) yaitu kelompok yang terdiri dari 5 ekor tikus
Wistar jantan tanpa perlakuan selama 7 hari

Kelompok kontrol positif (K+) yaitu kelompok yang terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi bakteri P.gingivalis sebanyak 3 kali
yaitu pada hari pertama, keempat dan ketujuh dan diberi obat tantum verde
0,27ml secara irigasi sehari sekali selama 7 hari

Kelompok perlakuan 2,5% (K2,5%) yaitu kelompok yang terdiri dari 5
ekor tikus Wistar jantan yang diinduksi bakteri P.gingivalis sebanyak 3
kali yaitu pada hari pertama, keempat dan ketujuh dan diberi ekstrak daun
ungu 0,27ml secara irigasi konsentrasi 2,5% sehari sekali selama 7 hari
Kelompok perlakuan 5% (K5%) yaitu kelompok yang terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi bakteri P.gingivalis sebanyak 3 kali
yaitu pada hari pertama, keempat dan ketujuh dan diberi ekstrak daun
ungu 0,27ml secara irigasi konsentrasi 5% sehari sekali selama 7 hari
Kelompok perlakuan 10% (K10%) yaitu kelompok yang terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi bakteri P.gingivalis sebanyak 3 kali
yaitu pada hari pertama, keempat dan ketujuh dan diberi ekstrak daun

ungu 0,27ml secara irigasi konsentrasi 10% sehari sekali selama 7 hari
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3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian
a. Kandang tikus (40 x 25 cm)

b. Tempat makan dan minum tikus

c. Masker (Sensi) dan sarung tangan (earloop)
d. Blender

e. Toples

f. Corong

g. Neraca digital (Ohaus, Jerman)

h. Oven (Binde, Jerman)

Labu erlenmeyer (pyrex)

J.  Gelas ukur (pyrex)

k. Rotary evaporator (Heppendolf, Jerman)

I. Disposable syringe 1mi

m. Gunting (Gunindo, Indonesia)

n. Papan bedah

0. Blade scalpel

p. Mikroskop cahaya (Olympus photo slide BX51 with Cam DP71 12mpx,
Jepang)

q. Blok paraffin

r. Object glass (Slides)

s. Deck/ cover glass (Menzel-Glaser)

~—+

Water bath (Memert, Jerman)

u. Slide warmer (Sakura, Jepang)
Blok kayu/ embeding kaset

. Staining jar (Sakura, Jepang)

x = <

Histological basket (Sakura, Jepang)

3.7.2 Bahan Penelitian
a. Tikus wistar jantan 30 ekor
b. Makanan standart untuk tikus Wistar (Turbo 512)
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c. Air mineral
d. Aquadest
e. Sekam

f. Cotton roll
g. Ketamin
h. Kapas

Bakteri Porphyromonas gingivalis dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember

j.  Alkohol 70%, 80%, 95%, 100%

k. Formalin 10%

I.  Obat kumur Tantum Verde

m. Trichrome Mallory

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Ethical Clearence

Hewan coba tikus Wistar dan prosedur penelitian akan dilakukan
permohonan ethical clearence pada Komisi Etik Penelitian Kesehatan, Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.8.2 Identifikasi Tanaman

Identifikasi tanaman dalam penelitian ini dilakukan di Lembaga llmu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) melalui balai Konservasi Tumbuhan (BKT) Kebun
Raya Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur. Identifikasi dilakukan untuk memastikan
bahwa tanaman yang dgunakan dalam penelitian ini adalah benar daun ungu
(Graptophyllum pictum L. Griff).

3.8.3 Persiapan ekstrak Daun Ungu
a. Pembuatan ekstrak Daun Ungu
Tahap pembuatan serbuk simplisia kering (penyerbukan)
merupakan tahap awal pembuatan ekstrak. Pada tanaman Daun ungu

dilakukan pengeringan dan penghalusan untuk pembuatan serbuk.
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Sebelum dilakukan pengeringan, daun ungu seberat 700 gram diambil lalu
dicuci bersih dan dikeringkan. Pengeringan daun ungu dilakukan selama 5
hari ditempat teduh dan tidak terpapar sinar matahari secara langsung
dengan cara mengangin-anginkan daun ungu yang telah dipotong-potong.
Daun ungu kering dihaluskan dengan cara diblender, sehingga didapatkan
berat 200 gram. Kemudian dilakukan tahap separasi dan pemurnian.

Tahap separasi dan pemurnian mempunyai tujuan untuk
menghilangkan berbagai senyawa yang tidak diinginkan semaksimal
mungkin tanpa mempengaruhi senyawa kandungan yang diinginkan,
sehingga diperoleh ekstrak yang lebih murni. Proses dalam tahap ini yaitu,
pengendapan dan pemisahan. Pelarut etanol 96% digunakan untuk
merendam simplisia selama 3 hari dalam toples kaca dengan perbandingan
7,5 kali berat simplisia, sehingga menggunakan etanol sebanyak 1500 ml.
Setelah 3 hari dilakukan penyaringan dengan kertas saring.

Tahap penguapan bertujuan untuk membebaskan/ memisahkan
ekstrak dari larutan etanol. Rotary evaporator digunakan untuk

menguapkan maserat selama 45 menit dengan suhu 45-50°C. Sehingga

diperoleh ekstrak etanol daun ungu semisolid (kental) dengan konsentrasi
100% dan berat 8,124 ml didapatkan pada tahap ini.
b. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Daun Ungu

Metode pengenceran digunakan untuk mendapatkan konsentrasi
ekstrak daun ungu yang diinginkan dengan menggunakan rumus sebagai
berikut :
M1xV1=M2xV2

Keterangan :

M1  : Kadar konsentrasi awal
M2  : Kadar konsentrasi akhir
V1 : Volume awal

V2 : Volume akhir
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Untuk memperoleh ekstrak daun ungu 2,5% sebayak 4 ml :
100% x V1 =2,5% x V2

150 x4
100

V1=

V1=0,1ml
Untuk memperoleh ekstrak daun ungu 5% sebayak 4 ml :
100% x V1 = 5% x V2

_Blx4

V1=
100

V1=0,2ml
Untuk memperoleh ekstrak daun ungu 10% sebayak 4 ml :
100% x V1 = 10% x V2

10% x 4
100

V1=0,4ml
Jadi, ekstrak daun ungu 100% harus diencerkan dengan

V1=

menambahkan 3,9 ml akuades steril ke dalam 1 ml ekstrak daun ungu
100% untuk konsentrasi 2,5%. Lalu, ekstrak daun ungu 100% harus
diencerkan dengan menambahkan 3,8 ml akuades steril ke dalam 1 ml
ekstrak daun ungu 100% untuk konsentrasi 5%. Kemudian, ekstrak daun
ungu 100% harus diencerkan dengan menambahkan 3,6 ml akuades steril

ke dalam 1 ml ekstrak daun ungu 100% konsentrasi 10%.

3.8.4 Sediaan Tantum Verde
Penggunaan dosis obat kumur Tantum Verde untuk orang dewasa adalah
15ml. Selanjutnya dilakukan perhitungan dosis menggunakan tabel konversi dari

manusia ke hewan coba yaitu Tikus 200gr.
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Tabel 3.1 Tabel Konversi Dosis Hewan Coba dan Manusia

e Lo LAE 12223 2l Ee LN L amra

Thari  [QRORL L0 i,74 3,0 43 03 WE  sa0
0 g
Aarmed LLEL (R Tk L ] 24 5 M2 1.5
400 g
Eeding IR 025 e W] 1,08 24 45 14,2
15 kg
Fudng BT I EE BT L 10 27 a1 13,0
15k
K 10T £n [ER L (R ) 141 (1] = il
4 kg
Anjing T 0,105 o 0,23 1,24 52 (] 31
12 kx
reveeel OuRs OiE 001 1,007 10076 1,16 12 1,0

Dosis Tantum Verde untuk manusia : 15ml
Dosis Tantum Verde untuk tikus : 15ml x konstanta konversi
: 15ml x 0,018
:0,027ml
Jadi, dosis yang digunakan dalam penelitian ini adalah 0,27 untuk 1 ekor

tikus Wistar jantan dengan berat rata-rata 200gram.

3.8.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Porphyromonas gingivalis

Bakteri  Porphyromonas gingivalis diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Selanjutnya
pembuatan suspensi bakteri P. gingivalis dengan cara 2 ml larutan BHI-B steril
dimasukkan kedalam tabung reaksi dan ditambahkan 1 ose P. gingivalis. Lalu
dihomogenkan di atas sentrifuge, setelah itu tabung reaksi dimasukkan ke dalam
desicator agar suasana anaerob kemudian diinkubasi dalam inkubator selama 24
jam dengan suhu 37 °C. Pertumbuhan bakteri P. gingivalis ditandai dengan
adanya kekeruhan pada media. Setelah itu dilakukan pengenceran dengan
menambah aquadest steril, dihomogenkan dengan sentrifuge dan diukur
konsentrasi dengan 2 x 10°CFU/ml sesuai standar Mc Farland 0,5 dengan
absorbansi 0,05 dan panjang gelombang 560nm dengan menggunakan

spektrofotometer (Ermawati, 2015)
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3.8.6 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba tikus Wistar jantan diadaptasikan dengan lingkungan kandang
tertutup kawat kasa dan diberi makanan standar serta diberi minum selama 7 hari
di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Hal ini
bertujuan agar hewan coba memperoleh keseragaman dan penyesuaian
lingkungan sebelum dilakukan penelitian untuk mengontrol hewan coba.

Selanjutnya tikus Wistar diinduksi dengan bakteri P. gingivalis pada
gingiva bagian bukal gigi molar pertama kiri bawah dengan dosis masing —
masing bagian 0,05 ml dan diberikan 3 kali selama 1 minggu menggunakan

tuberculine syringe dengan ukuran jarum 30 gauge (Ermawati, 2015)

3.8.7 Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba
Hewan coba tikus Wistar sebanyak 30 ekor dibagi menjadi 6 kelompok.

Masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor tikus Wistar. Pembagian kelompok

sebagai berikut:

a. Kelompok | merupakan kelompok kontrol negatif (K-) terdiri dari 5 ekor tikus
Wistar jantan yang diinduksi P. gingivalis 0,05ml pada gingiva bagian bukal
gigi molar pertama kiri bawah dan diberikan 3 kali selama 7 hari

b. Kelompok II, kelompok normal (KN), merupakan kelompok tikus Wistar
jantan yang tidak diinduksi P. gingivalis maupun ekstrak daun ungu dan
Tantum Verde.

c. Kelompok I11, merupakan kelompok kontrol positif (K+) terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi P. gingivalis 0,05ml pada gingiva bagian
bukal gigi molar pertama kiri bawah dan diberikan 3 kali selama 7 hari dan
diberikan obat Tantum Verde 0,27ml secara irigasi sehari sekali selama 7 hari.

d. Kelompok 1V, merupakan kelompok perlakuan 2,5% (K2,5%) terdiri dari 5
ekor tikus Wistar jantan yang diinduksi P. gingivalis 0,05ml pada gingiva
bagian bukal gigi molar pertama kiri bawah dan diberikan 3 kali selama 7 hari
dan diberikan ekstrak daun ungu konsentrasi 2,5% sebanyak 0,27ml secara

irigasi sehari sekali selama 7 hari.
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e. Kelompok V, merupakan kelompok perlakuan 5% (K2,5%) terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi P. gingivalis 0,05ml pada gingiva bagian
bukal gigi molar pertama kiri bawah dan diberikan 3 kali selama 7 hari dan
diberikan ekstrak daun ungu konsentrasi 5% sebanyak 0,27ml secara irigasi
sehari sekali selama 7 hari.

f. Kelompok VI, merupakan kelompok perlakuan 10% (K10%) terdiri dari 5 ekor
tikus Wistar jantan yang diinduksi P. gingivalis 0,05ml pada gingiva bagian
bukal gigi molar pertama kiri bawah dan diberikan 3 kali selama 7 hari dan
diberikan ekstrak daun ungu konsentrasi 10% sebanyak 0,27ml secara irigasi

sehari sekali selama 7 hari.

3.8.8 Tahap Euthanasia
Perlakuan euthanasia dilakukan dengan cara kimia yaitu menggunakan
ketamin pada dosis yang dapat mematikan (lethal). Tahapan euthanasia meliputi
(Ardhana, 2015):
a. Persiapan dosis ketamin yang digunkan sebesar 120-150 mg/kg bb dengan
injeksi intraperitoneum (IP) dengan syringe 1 ml dan needle 5-8 inci.
b. Pengambilan tikus dari kandang
c. Posisikan tikus dengan kepala lebih rendah daripada abdomen.
d. Ketamin diinjeksikan dengan posisi 45 derajat
e. Proses euthanasia ditunggu selama 1-5 menit kemudian dilakukan pemeriksaan

denyut jantung dan pernapasan.

3.8.9 Pembuatan Sediaan Histologi
a. Pembuatan Jaringan
Tahapan dalam pembuatan preparat jaringan dapat dilakukan
dengan tahapan sebagai berikut (Nofikasari dkk., 2016):
1. Dilakukan pengambilan jaringan gingiva bagian bukal molar rahang
kiri bawah tikus dengan arah pemotongan bukal lingual.
2. Fiksasi dengan menggunakan larutan formalin 10% selama 2 jam

3. Cuci dengan air mengalir untuk menghasilkan sisa-sisa bahan fiksasi
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Dehidrasi dilakukan bertingkat menggunakan alkohol dari konsentrasi

rendah ke tinggi, dimulai dari alkohol 70%, 80%, 95%, 96% masing

masing selama satu jam yang bertujuan untuk penarikan air dari
jaringan yang telah terfiksasi

. Clearing xylol sebanyak 3 kali dengan 3 tabung yang berbeda, masing-

masing 1 jam, 2 jam, 3 jam dengan tujuan menghilangkan alkohol

sebelum dilakukan proses penanamandalam blok paraffin.

Dilakukan proses infiltrasi yaitu jaringan yang telah diclearing

dibungkus dengan kertas saring yang telah diberi label, kemudian

dimasukkan paraffin cair suhu 56°—60° C

. Penanaman dalam blok parrafin (embedding)

1) Persiapkan bahan cetak berbentuk siku-siku disusun diatas
permukaan kaca lalu dioles dengan gliserin dan paraffin cair suhu
56°-60°C

2) Pada cetakan dipasang label untuk identifikasi

3) Paraffin dimasukkan kedalam cetakan sampai penuh dan jaringan
yang telah diimpregnasi dimasukkan kedalam cetakan kemudian
diatur posisinya.

4) Dinginkan parffin dengan air dingin hingga mengeras

. Pemotongan blok paraffin sebagai preparat menggunakan mikrotom

dengan cara:

1) Blok paraffin dilepas dari cetakan

2) Persiapkan obyek glass yang diolesi meyer egg albumin

3) Pisau mikrotom dibersihkan menggunakan Kkertas saring yang
dibasahi xylol dengan arah tegak lurus

4) Dilakukan pengukuran indikator ketebalan pisau mikrotom 6
mikron kemudian dilakukan pemotong blok paraffin sehingga
didapat hasil potongan tipis.

5) Sayatan dimasukkan kedalam waterbath suhu 46° C agar sayatan

dapat mengembang atau mekar dengan baik.
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6) Sayatan diletakkan diatas obyek glass yang telah diolesi mayer egg
albumin

b. Pewarnaan
Tahapan pewarnaan dengan Trichrome Mallory adalah sebagai berikut:

1) Slide yang akan diwarnai terlebih dahulu dilakukan dideparafinisasi
menggunakan xylol dan alkohol secara bertingkat (97%, 80% dan 70
%).

2) Slide dimasukkan ke dalam staining jar yang berisi larutan Mallory 1
dan tunggu selama 3 menit (waktu inkubasi tergantung besar kecilnya
jaringan).

3) Kemudian slide dicuci dengan aquades sebanyak 3 kali selama 30 detik
dan buang aquades

4) Slide hasil pewarnaan larutan Mallory | diamati di bawah mikroskop.

5) Slide dimasukkan ke dalam staining jar yang berisi larutan Mallory Il
dan tunggu selama minimal 5 menit (waktu inkubasi tergantung besar
kecilnya jaringan)

6) Slide hasil pewarnaan larutan Mallory 11 diamati di bawah mikroskop.

7) Setelah itu, tanpa melakukan pencucian, slide segera dimasukkan ke
dalam staining jar berisi larutan Mallory Il dan tunggu minimal selama
2 menit (waktu inkubasi tergantung besar kecilnya jaringan).

8) Kemudian slide dicuci dengan aquades sebanayk 4 kali selama 30 detik
dan buang aquades

9) Slide hasil pawarnaan Mallory 111 diamati di bawah mikroskop.

10) Slide didehidrasi dengan alkohol bertingkat 70%, 80 % , 97% masing-
masing selama 3 menit

11) Proses clearing jaringan dengan cara direndam ke dalam xylol
sebanyak tiga kali dalam wadah yang berbeda-beda masing-masing
selama 3 menit. Proses mounting menggunakan Entelen dan ditutupi

dengan gelas penutup (Saputra, 2016)
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3.8.10 Pengamatan Serat Kolagen

Pengukuran kepadatan serat kolagen dilakukan di Laboratorium Histologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Pengamatan dilakukan dengan
menggunakan mikroskop binokuler perbesaran 400 kali. Pengukuran kepadatan
serat kolagen dilakukan pada tiga lapang pandang bagian gingiva. Hasil kepadatan
kolagen diperoleh dengan menggunakan aplikasi Adobe Photoshop 7.0 dengan

mencari hasil mean warna biru pada aplikasi tersebut (Farhatika, 2018).

3.9  Analisis Data

Analisis statistik hasil pengamatan kepadatan serat kolagen menggunakan
software SPSS. Data diuji normalitas menggunakan uji Saphiro Wilk, lalu
dilakukan uji homogenitas menggunkaan uji Levene. Jika data berdistribusi
normal dan homogen maka data berstatistik parametrik yaitu p>0,05 dengan
dilanjutkan uji One-way Anova. Kemudian data tersebut dilakukan uji lagi yaitu
menggunakan uji Least Significant Difference (LSD) untuk mengetahui ada atau
tidaknya perbedaan bermakna/ signifikan pada setiap kelompok penelitian ini.
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3.10  Alur Penelitian Pengamatan Kepadatan Serat Kolagen
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Analisis data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Ekstrak daun ungu (Grapthophyllum pictum (Linn) Griff) dapat
berpengaruh dalam meningkatkan kepadatan serat kolagen gingiva tikus Wistar

yang diinduksi bakteri P. gingivalis.

5.2 Saran

Berdasarkan metode dan hasil penelitian dapat disarankan:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pemberian estrak daun
ungu (Grapthophyllum pictum (Linn) Griff) sebagai obat kumur

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pemberian estrak daun
ungu (Grapthophyllum pictum (Linn) Griff) pada tikus Wistar yang
diinduksi P. gingivalis pada fase inflamasi dan remodelling dalam
proses penyembuhan luka

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang kandungan alkaloid,
flavonoid dan tannin pada daun ungu (Grapthophyllum pictum (Linn)
Griff) yang berfungsi sebagai antibakteri terhadap bakteri P. gingivalis
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I. Nama

2. NIM

3. Semester/Tahun
4. Fakultas

5. Alamat

6. Judul Penelitian
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8. Data/alat yang dipinjam
9. Waktu

10. Tujuan Penclitian

11, Dosen Pembimbing

: Adelia Okky Savira

161610101080

:2019/2020
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¢ JIn. Danau Toba 1 gang Barokah No. 5, Jember

: Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Ungu (Graptophyllum

pictum L. Griff) terhadap Ketebalan Serat Kolagen
pada Tikus Wistar yang Diinduksi Bakteri Porphyromonas
gingivalis
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: September 2019 s/d selesai
: Untuk Mclakukan [dentifikasi Tanaman Daun Ungu

(Graptophyllum pictum L. Griff)

: 1. Dr. drg. Atik Kurniawati, M.Kes

2. drg. Happy Harmono, M.Kes,
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SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: v\ /IPILOG/HIM/X/2019

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan bahwa
material tumbuhan yang dibawa olch:

Nama 1 Adelia Okky Savirn

NIM : 161610101080

Instansi ¢ Fakultas Kedoteran Gigi Universitas Jember
Tanggal material ¢ 11 Oktober 2019

diterima

Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta referensi ilmiah,
dengan hasil sebagai berikut :

Kingdom . Plantae

Division ¢ Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass ¢ Asteridae

Ordo : Scrophulariales

Family ¢ Acanthaceae

Genus : Graptophyllum

Species : Graptophyllum pictum (L.) Griff.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965.Flora of Java Vol.Il, NVP
Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 579
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering Plants.Columbia
University Press, New York, USA. Hal. XVII
3. Heyne K. 1987. Tanaman Berguna Indonesia | Hal. 1756
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Pun\'odadi. 22 Oktober 2019

\ Rony lmWanto. S.8i,M.T.
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UPT LABORATORIUM TERPADU & SENTRA INOVASI TEKNOLOGI- CDAST
) LABORATORIUM LAYANAN
J1. Kalimantan No. 37, Kampus Tegalboto Jember, 68121 Telp./Fax.: +62-331-321825
Web: cdast unej ac id, Email: cdast@uncj ac.id

HASIL PENGUJIAN
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No | Kode Pelanggan | Metode dan Parameter Uji Hasil Uji | Satuan___|
Spektrofotometer UV-Vis \ J
1 | Daun Ungu Flivonoid) 54,043 (mg/g)
ktrofotometer UV-Vi
2 | Daun Ungu BRoRiR “[.;’;‘I‘i’n‘)’ s 12,171 \ (mg/g) J
Spektrofotometer UV-Vis s ook \
3 | Daun Ungu (Fenolik) 13,53 (mg/g)
B Spektrofotometer UV-Vis 65.480 (mg/g) ‘]
4 | Daun Ungu (Alkaloid) v 4
Mengetahui,
Jember, 4 November 2019 .
Kepala UPT Laboratorium Terpadu dan Kepala Laboratorium Layanan
5
4 3
Tri Handoyo,Ph.D@

P-195510921982121001

NIP. 197112021998021001
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Lampiran 1. Surat Identifikasi Bakteri

LABORATORIUM MIKROBIOLOGI
BAGIAN BIOMEDIK KEDOKTERAN GIGI
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
UNIVERSITASJEMBER

SURAT KETERANGAN

Sehubungan dengan keperluan penelitian yang dilakukan oleh :

Nama : Adelia OkkySavira
NIM 1161610101080
Fakultas : Kedokteran Gigi

Kami menerangkan bahwa identifikasi terhadap isolat bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC
33277 dengan menggunakan pengecatan Gram dan diamati secara mikroskopis menunjukkan

hasil “coccobacillus Gram negatif”.

Mengetahui,

Kepala Bagian BiompdikKedokteranGigi Wenanggung JawabLab.Mikrobiologi
; Pas

(drg. Amandia DewiPermanaShita,M.Biomed) (drg.Pujiana EndahLestari,M.Kes)

NIP.198006032006042002 NIP. 197608092005012002
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Lampiran J. Alat dan Bahan Penelitian

J. 1 Alat Penelitian
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Syringe

Tissue
processing

Dental chair Blender

hewan coba

Slide warmer Pipet dan corong

Staining jar

Kamera Obtilab

Mikroskop
cahaya
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J. 2 Bahan Penelitian
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Daun Ungu

Tantum Verde

Sekam

Pakan palet

Asam formiat dan Buffer
Formalin
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Lampiran K. Dokumentasi Penelitian

K. 1 Pembuatan Ekstrak Daun Ungu

Gambar Keterangan

e % - Tanaman Daun ungu yang masih segar
& dipetik dan diambil sekitar 700 gram lalu
dicuci hingga bersih

- Tanaman Daun ungu yang telah
dikeringkan

- Tanaman Daun ungu yang dihaluskan
dengan blender sehingga menjadi
simplisia

- Simplisia ditimbang dan diambil sekitar
40gram
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Simplisia  direndam  pada tabung
erlenmayer dengan pelarut etanol 96%
selama 3 hari

Dilakukan pengadukan rendaman
menggunakan shaker selama 3 hari (3x24
jam) dengan kecepatan 200 rpm non stop

Dilakukan penyaringan dengan vacuum
buchner hingga menjadi ekstrak cair

Ekstrak cair diuapkan dengan tekanan 50
mbarr, kecepatan 50 rpm, 50°C sampai
terbebas dari pelarut etanol menggunakan
vakum evaporator
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Hasil ekstrak yang menjadi kental
dengan konsentrasi 100% sebanyak
29,41 gram

Ekstrak  diencerkan menggunakan
aquades agar menjadi ekstrak daun ungu
dengan konsentrasi 2,5%, 5% dan 10%

Hasil Ekstrak daun ungu yang telah
diencerkan
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K. 2 Perlakuan induksi bakteri Porphyromonas gingivalis

Gambar

Ketere ngan

Tikus wistar jantan diletakkan
kedalam kandang

Diadaptasi selama 7 hari
Pemberian pakan tikus dan minum

secara ad libitum

- Suspensi bakteri Porphyromonas
gingivalis
- Suspensi bakteri Porphyromonas

gingivalis  dimasukkan ke  dalam
Tuberculine syringe 1 cc

Tikus wistar diinduksi bakteri
Porphyromonas gingivalis pada sulkus
gingiva molar kiri rahang bawah bagian
bukal sebanyak 0,05 ml pada alat fiksasi
(dental chair hewan coba)
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K. 3 Pembuatan preparat jaringan
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Gambar

Keterangan

Tikus Wistar jantan sebelumnya
dianastesi dengan ketamin

Tikus Wistar dilakukan pemotongan
jaringan pada regio Kiri rahang bawah
mulai dari gigi insisiv 1 sampai molar
2

Jaringan direndam menggunakan buffer
formalin selama 24 jam

Jaringan direndam menggunakan asam
format sampai jaringan lunak

Pinggir cetakan paraffin dilumuri bahan
separator agar paraffin mudah dilepaskan
setelah keras

Cetakan  diisi  paraffin lalu
dimasukkan jaringan yang telah
terpotong dan didekalsifikasi
menggunakan asam format 10% yang
dilakukan kurang lebih selama 10-14

hari
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Cetakan yang berisi paraffin dan jaringan
dimasukkan ke dalam kulkas sampai wax
keras

Paraffin yang telah keras dipotong
menyesuaikan ukuran jaringan lalu
ditempelkan di papan kayu dan diberi
label

Dilakukan pemotongan blok paraffin
menggunakan mikrotom dengan
ketebalan 6-10 mikron

Hasil pemotongan dipindahkan ke dalam
waterbath menggunakan pinset kecil
agar sayatan dapat diletakkan dengan
pada object glass

Sayatan dipilih dengan baik dan
dipindahkan ke object glass dan
diberi label

Setelah itu disimpan pada slide warmer
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K. 4 Pewarnaan Trichrome Mallory

Gambar Keterangan

Preparat dideparanifisasi menggunakan
xilol 1 selama 3 menit dan xilol 2 selama
3 menit lalu object glass diangkat lalu
dikeringkan menggunakan tisuue

Preparat dihidrasi menggunakan alkohol
100% 1 dan 2, 95% 1 dan 2, 80%
masing - masing selama 3 menit lalu
object glass diangkat lalu dikeringkan
menggunakan tisuue

Selanjutnya preparat direndam air selama
10 menit

Slide preparat direndam menggunakan
Mallory 1 selama 7 menit

Slide preparat direndam menggunakan
Mallory 2 selama 5 menit

Slide preparat direndam menggunakan
Mallory 2 selama 3 menit
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Slide preparat disuse menggunakan
akuades 4 x 30 detik

Preparat dehidrasi menggunakan alkohol
80%, 95% 1 dan 2, 100% 1 dan 2,
masing - masing selama 3 menit lalu
object glass diangkat lalu dikeringkan
menggunakan tisuue

Dilakukan clearing pada preparat
menggunakan xilol 1 dan xilol 2 masing-
masing 3 menit

Preparat dilkukan proses mounting
menggunakan bahan entelan
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K. 5 Pengamatan serat kolagen
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Gambar

Keterangan

Setelah  gambar  preparat
diambil menggunakan kamera
optilab, selanjutnya gambar
dimasukkan pada aplikasi
adobe photoshop 7.0

Open As...
Open Recent

Clnse

1
g
4

pm&%kmm
S ENN AT

i
D~

‘ .

il
ES

[~ Channel: Blue

Red

Mean: 113.18

Std Dey: 29.53
Median: 124
Pixels: 5242880

{3 Adobe Photosho
File Edit | Image [JLayer Select Filter View Winc

Lurninosity Crle~

Pilih menu file pada aplikasi
lalu  pilih  open  untuk

Ctrl+N aliaze
Ctrl+0 mengunggah  gambar  pada
Shft+Ctrl+ 0 aplikasi
Alt+Ctrl+ 0
3
Chrl+ W
Pilih - menu image dilanjut

Mode P 1 O anti-aliase

Adjustments 3 .

Duplicate...
Apply Image...

Calculations...

Image Size...

Canvas Size...

Rotate Canvas 3
Crop

Trirn...

Reveal All

dengan menu histogram

el |

Level:

Count:

Percentile:
Cache Level: 1

Pilih “blue” pada histogram
lalu pencet “ok” dan ambil
hasil “mean”, selanjutnya hasil
diolah menggunakan software
Spss
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Lampiran L. Gambar Histologi Preparat Jaringan Perbesaran 400x

L.1 Kelompok Kontrol Negatif
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L.2 Kelompok Kontrol Normal
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L.3 Kelompok Kontrol Positif
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L.4 Kelompok Perlakuan 2,5%
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L.5 Kelompok Perlakuan 5%
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L.6 Kelompok Perlakuan 10%
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Lampiran M. Data Hasil Kepadatan Kolagen

Kelompok LP1 LP2 LP3 JUMLAH RATA-RATA HASIL
K1 (-) 116.75 | 106.42 | 117.54| 340.71 113.57

K2 (-) 107.59 | 114.19 | 125.94 | 347.72 | 115.906667

K3 (-) 119.49 | 102.34 | 119.56 | 341.39 | 113.796667 566.75
K4 (-) 115.04 | 107.13 | 117.01| 339.18 113.06

K5 (-) 122.63 95.9 | 112.72 | 331.25| 110.416667

KN1 105.98 | 126.17 110.6 | 342.75 114.25

KN2 113.18 | 111.09 123.9 | 348.17 | 116.056667

KN3 103.33 | 113.68 | 123.03 | 340.04 | 113.346667 | 584.7033
KN4 125.37 | 107.98 | 127.55 360.9 120.3

KN5 110.71 | 124.24 127.3 | 362.25 120.75

K1 (+) 129.63 | 106.18 | 122.09 357.9 119.3

K2 (+) 130.54 | 107.49 | 112.23 | 350.26 | 116.753333

K3 (+) 124.23 99.95 | 119.85| 344.03 | 114.676667 | 588.3333
K4 (+) 129.31 | 108.14 | 119.12 | 356.57 | 118.856667

K5 (+) 125.29 | 109.34 | 121.61| 356.24 | 118.746667

K12.5% 128.96 113.7 | 119.19| 361.85 | 120.616667

K2 2.5% 101.14 | 119.71| 134.38 | 355.23 118.41

K3 2.5% 122.19 | 116.37 129.3 | 367.86 122.62 596.11
K4 2.5% 127.19 | 118.81 | 116.68 | 362.68 | 120.893333

K5 2.5% 116.75 | 106.42 | 117.54| 340.71 113.57

K1 5% 113.56 124.7 | 125.36 | 363.62 | 121.206667

K2 5% 118.44 | 122.13 | 125.79 | 366.36 122.12

K3 5% 119.7 | 111.01 | 122,52 | 353.23 | 117.743333 | 602.1667
K4 5% 120.77 | 130.34 | 111.11| 362.22 120.74

K5 5% 119.97 | 118.97 | 122.13 | 361.07 | 120.356667

K1 10% 118.52 | 129.09 | 131.11| 378.72 126.24

K2 10% 116.7 | 121.56 134 | 372.26 | 124.086667

K3 10% 119.71 | 123.74| 120.16 | 363.61 | 121.203333 | 615.3133
K4 10% 126.87 | 117.51 | 123.01 | 367.39 | 122.463333

K5 10% 119.16 | 115.58 | 129.22 | 363.96 121.32
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Lampiran N. Analisis Data

N. 1. UJi Normalitas

Tests of Normality

85

perlakuan Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic Df Sig.

KN 241 5 .200" .946 5 711
K- .237 5 .200" 871 5 271
K+ 311 5) 127 .853 5 .205

persentase kolagen
K 2,5% .255 5 .200" .895 5 .382
K 5% .281 5 .200" .900 5 .408
K 10% 211 5 .200" .896 5 .387

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

N. 2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
persentase kolagen
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.548 5 24 .213
N. 3. Uji One Way Anova
ANOVA
persentase kolagen
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.

Between Groups 273.538 5 54.708 8.476 .000

Within Groups 154.897 24 6.454

Total 428.435 29
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N. 4. Uji Post Hoc Least Significant Difference (LSD)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: persentase kolagen

86

LSD
(I) perlakuan  (J) perlakuan Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
K- -3.5906600" 1.6067425 .035 -6.906813 -.274507
K+ -4.3166600" 1.6067425 .013 -7.632813 -1.000507
KN K 2,5% -5.8719800" 1.6067425 .001 -9.188133 -2.555827
K 5% -7.0833200" 1.6067425 .000 -10.399473 -3.767167
K 10% -9.7126400" 1.6067425 .000 -13.028793 -6.396487
KN 3.5906600" 1.6067425 .035 .274507 6.906813
K+ -1.7260000 1.6067425 .025 -4.042153 2.590153
K - K 2,5% -2.2813200" 1.6067425 .019 -5.597473 1.034833
K 5% -3.4926600" 1.6067425 .040 -6.808813 -.176507
K 10% -6.1219800" 1.6067425 .001 -9.438133 -2.805827
KN 4.3166600" 1.6067425 .013 1.000507 7.632813
K- 1.7260000" 1.6067425 .025 -2.590153 4.042153
K+ K 2,5% -1.5553200 1.6067425 .343 -4.871473 1.760833
K 5% -2.7666600 1.6067425 .098 -6.082813 .549493
K 10% -5.3959800" 1.6067425 .003 -8.712133 -2.079827
KN 5.8719800" 1.6067425 .001 2.555827 9.188133
K- 2.2813200" 1.6067425 .019 -1.034833 5.597473
K 2,5% K+ 1.5553200 1.6067425 .343 -1.760833 4.871473
K 5% -1.2113400 1.6067425 .458 -4.527493 2.104813
K 10% -3.8406600" 1.6067425 .025 -7.156813 -.524507
KN 7.0833200" 1.6067425 .000 3.767167 10.399473
K- 3.4926600" 1.6067425 .040 .176507 6.808813
K 5% K+ 2.7666600 1.6067425 .098 -.549493 6.082813
K 2,5% 1.2113400 1.6067425 .458 -2.104813 4.527493
K 10% -2.6293200 1.6067425 115 -5.945473 .686833
KN 9.7126400" 1.6067425 .000 6.396487 13.028793
K- 6.1219800" 1.6067425 .001 2.805827 9.438133
K 10% K+ 5.3959800" 1.6067425 .003 2.079827 8.712133
K 2,5% 3.8406600" 1.6067425 .025 .524507 7.156813
K 5% 2.6293200 1.6067425 115 -.686833 5.945473

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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