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MOTTO

“No disaster strikes except by permission of Allah and whoever believes in Allah,

he will guide his heart, and Allah is knowing of all things.”
(Q.S Al-Taghabun : 11)"
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RINGKASAN

Gambaran Histopatologis Ekspresi Superoksida Dismutase (SOD) pada
Ovarium Model Tikus Periodontitis yang diinduksi Bakteri Porphyromonas
gingivalis dan diterapi dengan Ekstrak Daun Singkong (Manihot esculenta
Crantz); Ajeng Nurwahyuningtyas Anjani; 2020 : 84 halaman; Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Prevalensi periodontitis cukup tinggi di Indonesia, berdasarkan data WHO
menunjukkan bahwa periodontitis mempengaruhi sekitar 20-50% populasi di
dunia. Indonesia menduduki urutan kedua dengan penduduk yang menderita
penyakit periodontal yaitu mencapai 96,58%. 459 dari 1000 jiwa penduduk di
Jawa Timur menderita penyakit periodontal. Beberapa penelitian terbaru
menyatakan bahwa periodontitis dapat memicu terjadinya menopause atau early
aging, hal ini diduga faktor virulensi bakteri yang dapat menyebabkan stres
oksidatif. Stres oksidatif dapat dihambat oleh antioksidan, maka dilakukan
penelitian lebih dalam lagi dengan menggunakan antioksidan eksogen yang
terdapat pada ekstrak daun singkong (Manihot esculenta Crantz).

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental laboratoris dengan
rancangan penelitian the post test only control group design. Populasi penelitian
yang digunakan adalah tikus dengan jenis Sprague Dawley betina dengan besar
sampel menggunakan rumus Resource Equation adalah 3 ekor tikus perkelompok
penelitian dengan jumlah sampel keseluruhan adalah 15 ekor tikus. Sebelum
dilakukan perlakuan, tikus diaklimatisasi selama satu minggu. Tikus dibagi
menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok kontrol (K), kelompok tikus yang diinduksi
bakteri P. gingivalis dan diberi aquadest (P1), kelompok tikus yang diinduksi
bakteri P. gingivalis dan diberi ekstrak daun singkong (Manihot esculenta C.)
(P2), kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diberi vitamin C
(P3), kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diberi
metronidazole (P4). Pemberian perlakuan pada masing-masing kelompok pada

hari ke 0-7. Setelah itu, dilakukan pengambilan jaringan ovarium dan dilakukan
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pemrosesan pewarnaan HE dan IHC. Pada pewarnaan HE akan diamati secara
deskriptis kualitatif yaitu dengan mengamati gambaran folikel pada ovarium tikus.
Pada pewarnaan IHC akan dilakukan pengamatan ekspresi SOD di sekitar folikel
ovarium dengan menggunakan software Image J.

Hasil penelitian pada pewarnaan HE kelompok K nampak adanya folikel
tertier yang ditandai dengan adanya antrum folikel. Pada kelompok P1, terlihat
adanya perkembangan folikel sekunder yang ditandai dengan proliferasi sel
granulosa yang menghasilkan Zone of Granulose. Pada kelompok P2,
menunjukkan adanya perkembangan folikel primer yang ditandai adanya lapisan
sel granulosa kuboid. Pada kelompok P3 dan P4, terlihat adanya folikel sekunder
yang mengalami atretic. Pada pewarnaan IHC, kelompok K, P1, dan P2
menunjukkan ekspresi SOD yang sedang. Ekspresi SOD yang kuat terdapat
hampir di semua kelompok yang mengalami folikel atretic.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sebagian besar penyakit infeksi atau degeneratif yang berkembang saat ini
disebabkan oleh radikal bebas, walaupun radikal bebas ini merupakan produk
alami tubuh. Radikal bebas ini dapat memicu penyakit kronis oleh karena molekul
ini tidak stabil dan reaktif, sehingga mudah menerima elektron dari molekul lain.
Selain itu, tubuh juga memperoleh radikal bebas lain dari luar tubuh seperti
polutan, sinar ultra violet, dan makanan (Khaira, 2010). Hal ini menyebabkan
akumulasi radikal bebas dalam tubuh. Secara fisiologis, tubuh menghasilkan
senyawa antioksidan endogen seperti glutathione peroxide, katalase, dan
superoksida dismutase (SOD) untuk menurunkan dan mencegah akumulasi
radikal bebas (Rosahdi, et al, 2013).

SOD merupakan enzim detoksifikasi yang diproduksi oleh tubuh (Atta, et
al, 2017). SOD dapat melindungi sel terhadap Reactive Oxygen Species (ROS),
stress oksidatif, yang harapannya dapat mencegah terjadinya kelainan dan
disfungsi organ, termasuk pada ovarium. Stress oksidatif dapat terjadi juga karena
proses inflamasi, proses inflamasi dapat menghasilkan bahan-bahan toksik
prooksidatif seperti ROS yang dapat berupa oksidan dan radikal bebas (Fitriyana,
2013).

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa penyakit periodontal seperti
periodontitis mempunyai pengaruh terhadap sistemik, salah satunya ke ovarium
yang dapat memicu terjadinya menopause atau early aging (Lubis, 2016).
Periodontitis merupakan keradangan jaringan periodontal yang disebabkan oleh
periopathogen, terutama bakteri gram negatif, seperti Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) (How, et al, 2016). Bakteri P. gingivalis memiliki bahan toksin
yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan sehingga bahan toksinnya dapat
secara langsung ke sirkulasi darah sistemik melalui pembuluh darah yang robek
pada poket gingiva (How, et al, 2016).

Prevalensi periodontitis ini cukup tinggi di Indonesia. Berdasarkan data
World Health Organization (WHO) menunjukkan bahwa penyakit periodontal
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mempengaruhi sekitar 20-50% populasi dunia. Indonesia menduduki urutan kedua
dengan penduduk yang menderita penyakit periodontal yaitu mencapai 96,58%
(Lumentut, et al, 2013). 459 dari 1000 jiwa penduduk Jawa Timur menderita
penyakit periodontal, terutama di pedesaan (Wachidah, 2016).

Beberapa penelitian terbaru menyatakan bahwa ada hubungan antara
periodontitis dengan menopause, periodontitis dapat memicu terjadinya
menopause atau early aging, hal ini diduga faktor virulensi bakteri. Faktor
virulensi bakteri menyebabkan endotoksemia dan stress oksidatif sistemik,
sehingga dapat menginfeksi organ reproduksi, salah satunya ovarium (Quamilla,
2016). Selain itu, hal ini kemungkinan dikaitkan dengan perubahan reseptor
hormon estrogen pada gingiva dan jaringan periodontal. Pada gingiva, estrogen
dan progesterone mempengaruhi perkembangan fibroblast, kolagen, efektivitas
barrier epitel terhadap bakteri, dan pemeliharaan tulang alveolar, sehingga hormon
estrogen akan sangat berpengaruh pada jaringan periodontal jika mengalami
perubahan (Erawati, 2006). Perubahan hormon estrogen ini disebabkan oleh
penuaan ovarium. Penuaan ovarium ini dimediasi stress oksidatif yang akan
mempengaruhi percepatan patologi dalam saluran reproduksi wanita (Surasandi,
2017). Paradigma tersebut masih belum jelas, sehingga perlu dieksplorasi lebih
lanjut.

Pentingnya antioksidan dalam menghambat stress oksidatif pada disfungsi
ovarium perlu dilakukan penelitian lebih dalam lagi untuk mencegah terjadinya
stress oksidatif pada ovarium dengan menggunakan antioksidan eksogen yang
terdapat pada ekstrak daun singkong. Daun singkong (Manihot esculenta C.)
memiliki banyak kandungan seperti vitamin C, senyawa aktif flavonoid, tannin,
dan saponin. Senyawa flavonoid, tannin, dan vitamin C pada daun singkong
berfungsi sebagai antioksidan untuk menghambat aktivitas radikal bebas dalam
tubuh dengan cara memberikan elektron pada molekul radikal bebas sehingga
radikal bebas tersebut menjadi stabil (Hasim, 2016).
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1.2 Rumusan Masalah

Masalah yang dapat dirumuskan berdasarkan latar belakang di atas adalah
bagaimana gambaran histopatologis ekspresi SOD pada folikel ovarium tikus
yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diterapi dengan ekstrak daun singkong

(Manihot esculenta C.).

1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui gambaran ekspresi SOD
pada ovarium tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diterapi dengan

ekstrak daun singkong (Manihot esculenta C.).

1.4 Manfaat
Berdasarkan hasil penelitian ini diharapkan dapat :

1.  Memberikan dasar ilmiah tentang efek penyebaran toksin bakteri P.
gingivalis terhadap ovarium.

2. Memberikan dasar ilmiah tentang manfaat antioksidan dari tanaman daun
singkong untuk mengeliminasi stres oksidatif akibat penyebaran sistemik
toksin bakteri P. gingivalis.

3. Hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai acuan bagi peneliti yang

berhubungan dengan penelitian sejenis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ovarium

Ovarium merupakan organ reproduksi yang terbagi atas medula dan korteks,
bagian korteks menjadi tempat pembentukan folikel primer, sekunder, dan korpus
luteum serta tempat terbentuknya hormon reproduksi seperti estrogen,
progesteron. Ovarium berbentuk seperti anggur dan merupakan tempat

berkembangnya folikel telur yang dilingkupi oleh sel-sel granulosa dengan

ketebalan yang bervariasi, sesuai dengan tingkat perkembangannya (Akbar,
2010).

A '.,_' e —
Gambar 2.1 Gambaran histologis ovarium; a) folikel primer; b) folikel sekunder; c)
folikel tertier (Winarto, et al, 2017).

Pada ovarium terdapat hormon estrogen dan progesteron. Estrogen
merupakan senyawa steroid yang memiliki berbagai fungsi baik secara lokal
maupun sistemik. Estrogen berperan dalam metabolisme lemak yang bersifat
melindungi dengan membuat pembuluh darah lebih lebar sehingga mengurangi
terjadinya ateroskleosis yang dapat memicu penyakit jantung, stroke, dan
dimensia. Jika terjadi penurunan pada hormon estrogen, maka akan terjadi
peningkatan Kkolestrol, trigliserida, LDL (Low Density Lipoprotein), dan
penurunan HDL (High Density Lipoprotein) yang memicu terjadinya kelainan
vaskuler pada otak (dimensia), hal ini dapat terjadi karena penurunan suplai darah

ke otak yang disebabkan deposit lemak pada pembuluh darah menuju otak
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(Pratiwi, N, 2012). Selain metabolisme lemak, estrogen juga berperan sebagai
antioksidan. Estrogen dapat mempengaruhi ekspresi dan fungsi dari antioksidan
enzim (SOD, GPx, dan katalase). Pada masa menopause, wanita cenderung
mengalami stress oksidatif, hal ini dapat diketahui dari penurunan kadar
antioksidan seperti SOD karena antioksidan banyak terpakai untuk menetralkan
radikal bebas (Sugiritama, 2019).

2.1.1 Folikel Primer

Folikel primer merupakan stadium pertama pertumbuhan folikel. Folikel
primer terdiri dari oosit yang mulai tumbuh dan terbentuk zona pelusida yang
mengelilingi oosit. Zona pelusida tersebut disintesis oleh oosit dan sel granulosa
yang terletak di antara oosit dan lapisan granulosa. Oosit yang dikelilingi satu
lapisan sel epitel squamos yang akan berdiferensiasi menjadi sel kuboid dan
membentuk massa yang disebut Zone of Granulose. Folikel primer cenderung

berkembang di korteks, di bawah tunica albuginea (Cox, et al, 2020).

2.1.2 Folikel Sekunder

Folikel primer akan berkembang menjadi folikel sekunder, oosit yang
dikelilingi oleh dua atau lebih lapisan dari sel granulosa yang terus berkembang.
Pada perkembangan folikel sekunder, membran basal akan terbentuk di luar
lapisan sel granulosa dan terbentuk pula lapisan konsentris yang disebut sebagai
Theca Follicle. Lapisan sel teka berfungsi sebagai sumber androgen yang
merupakan substrat untuk produksi estrogen oleh sel granulosa. Sel teka banyak

menerima vaskularisasi dari pembuluh darah di sekitarnya (Rimon, et al, 2016).

2.1.3 Folikel Tertier

Pada stadium akhir perkembangan folikel adalah folikel tertier dan akan
ada rongga yang membentuk rongga sentral yang besar, disebut antrum folikuler.
Rongga tersebut diisi cairan yang mengandung steroid, protein, elektrolit dan
proteoglycans yang diproduksi oleh sel teka. Folikel tertier ditandai dengan

pembentukan sebuah antrum atau rongga dalam folikel (Hati, 2016).
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2.1.4 Atretik Folikel

Perkembangan folikel tidak selalu berhasil namun banyak yang mengalami
atretik. Sel granulosa merupakan komponen utama folikel dan penyebab awal
terjadinya folikel atresia. Folikel yang mengalami atretik dapat ditandai dengan
lapisan granulosa yang longgar, lamina basal yang tidak nampak, oosit mengalami
degenerasi, dan sel theca mengalami hipertropi menjadi sel yang bulat atau
spindel (Matsuda, et al, 2012).

2.2 Singkong

Singkong adalah tanaman yang telah dikenal di seluruh pelosok Indonesia.
Tanaman singkong merupakan tanaman dikotil dengan tinggi 1-4 m dengan daun
bertangkai dan mudah luruh serta menjari 5-9 belahan lembar, daun, umbi akar
besar, memanjang, kulit berwarna coklat Pengolahan daun singkong secara
terpadu merupakan upaya memanfaatkan seluruh bagian dari singkong termasuk
daunnya (Puspitarini, 2010).

2.2.1 Kilasifikasi Singkong

Klasifikasi singkong adalah sebagai berikut (Tjitrosoepomo, 2005) :
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Euphorbiales
Famili : Euphorbiaceae
Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta Crantz
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Gambar 2.2 Morfologi Singkong : a) batang singkong; b) daun singkong; ¢) bunga
singkong (Septiriyani,2017).

2.2.2 Kandungan Daun Singkong

Daun singkong mengandung flavonoid, alkaloid, tannin, antrakuinon,
saponin, gula pereduksi dan antrosianida. Kandungan asam sianida dalam daun
singkong dapat dikurangi melalui proses pengeringan, perendaman dalam air, dan
perebusan (Puspitarini, 2010). Beberapa penelitian menunjukkan aktivitas
flavonoid, saponin, tannin, sebagai penghambat pertumbuhan bakteri gram
negatif. Dinding sel bakteri gram negatif memiliki susunan dinding sel yang lebih
komplek yang memiliki kandungan lipid yang lebih tinggi yaitu 11-22% dan akan
lebih bersifat non polar sehingga akan lebih mudah ditembus oleh senyawa
antibakteri yang bersifat non polar. Mekanisme penghambatan pertumbuhan
mikroorganisme oleh senyawa tersebut secara umum ialah dengan menyebabkan
kerusakan dan mengganggu fungsi membran sel. Flavonoid yang terdapat pada
daun singkong dapat membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler.
Hal ini akan menyebabkan lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh.
Kerusakan dinding sel dapat menyebabkan perubahan permeabilitas membran sel
sehingga menghambat kerja enzim intraseluler dan air masuk ke dalam sel secara
tidak terkontrol (Pratiwi, 2016).

a.  Flavonoid
Flavonoid memiliki fungsi penting bagi manusia. Flavonoid dapat berfungsi
sebagai antiinflamasi karena flavonoid dapat menghambat terbentuknya sitokin

proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, IL-1B dan interferon-y. Flavonoid dapat
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menghambat terjadinya kerusakan DNA dan merangsang terbentuknya
antioksidan enzimatik seperti SOD, katalase, dan glutation peroksidase, serta

meningkatkan efektifitas vitamin C (Parwata, 2016).

b.  Tannin

Tannin memiliki fungsi sebagai antioksidan yang akan memberikan
elektronnya ke radikal bebas sehingga menghambat terjadinya stres oksidatif yang
dapat menyebabkan kerusakan membran sel dan mengurangi terjadinya pelepasan

mediator sel radang (Meilawaty, 2013).

b. VitaminC

Vitamin C atau asam askorbat pada daun singkong memiliki aktivitas
antioksidan dengan menghambat kerusakan oksidatif terhadap suatu molekul
target dengan cara memberikan elektron kepada radikal bebas sehingga tidak
terjadi stres oksidatif. Selain sebagai antioksidan, vitamin C dapat mempercepat
penyembuhan luka dengan membantu pembentukan kolagen dengan cara
mengaktifkan prolin dan lisin hidroksilase sehingga terjadinya hidroksilasi

prokolagen (Pakaya, 2014).

c.  Saponin

Saponin dalam ekstrak daun singkong berfungsi sebagai antibakteri yaitu
sebagai pendukung proses penyembuhan luka lebih cepat dengan meminimalisir
kontaminasi bakteri dan antiinlamasi yang dapat memblokir jalur prostaglandin
(Meilawaty, 2013).

2.3 Antioksidan

Antioksidan dalam tubuh berperan penting dalam melawan stress oksidatif.
Antioksidan merupakan molekul yang dapat menetralkan radikal bebas dengan
menerima atau memberikan elektron radikal bebas yang tidak berpasangan.
Molekul antioksidan dapat langsung bereaksi dengan radikal bebas yang reaktif

dan menghancurkannya (Ming Lu, et al, 2010).
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Antioksidan dibagi menjadi dua kelompok besar, yaitu sebagai berikut :
a.  Antioksidan Primer

Antioksidan primer disebut juga antioksidan enzimatis. Antioksidan ini
meliputi enzim SOD, katalase dan glutation peroksidase (GPx). Enzim-enzim
tersebut mampu menekan atau menghambat pembentukan radikal bebas dengan
cara memutus reaksi berantai dan mengubahnya menjadi produk lebih stabil,
disebut sebagai reaksi chain breaking antioxidant. Suatu senyawa dikatakan
sebagai antioksidan primer apabila dapat memberikan atom hidrogen secara cepat
kepada senyawa radikal, kemudian radikal antioksidan yang terbentuk segera
berubah menjadi senyawa yang lebih stabil (Winarsi, 2007).

SOD merupakan enzim detoksifikasi karena dapat melindungi sel terhadap
ROS, stress oksidatif, yang dapat menyebabkan terjadinya penyakit dan proses
degenerasi seperti penuaan dan karsinogenik (Ighodaro, 2017). SOD terdapat pada
semua organisme aerob dan hampir semua komponen subseluler yang mampu
membentuk oksigen teraktivasi, karenanya SOD berperan penting dalam sistem
pertahanan terhadap serangan stres oksidatif (Wulandari, 2016).

SOD merupakan antioksidan yang sangat kuat dan merupakan pertahanan
tubuh garis pertama dalam mengatasi stres oksidatif. SOD merupakan antioksidan
pencegah yang dapat menghambat kerusakan anion superoksida. Cara kerja SOD
yaitu dengan mengkonversi anion superoksida menjadi komponen lain yang
kurang berbahaya, yaitu hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida di dalam
mitokondria akan mengalami detoksifikasi oleh enzim katalase menjadi senyawa
H,O dan O,, sedangkan H,0, yang berdifusi ke dalam sitosol akan didetoksifikasi
oleh enzim glutation peroksidase. SOD bersifat tidak stabil terhadap panas, cukup
stabil pada kondisi basa dan masih mempunyai aktivitas walaupun disimpan
sampai lima tahun pada suhu 5°C (Muhammad, 2009).

Aktivitas enzim SOD memiliki peran penting dalam sistem pertahanan
tubuh, terutama terhadap aktivitas senyawa oksigen reaktif yang dapat
menyebabkan stres oksidatif. Pada tanaman, SOD diklasifikasikan berdasarkan
adanya logam yang berperan sebagai kofaktor pada sisi aktif enzim, dapat
dikelompokkan menjadi 3 yaitu Cu/ZnSOD, MnSOD dan ECSOD, aktivitias
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tertinggi SOD dapat ditemukan pada di hati, kelenjar adrenalin, ginjal, darah,
limfa, pankreas, otak, paru-paru, lambung, usus, ovarium dan timus (Wulandari,
2016).

2.3.1 Copper/Zinc (Cu/Zn) — SOD

Copper/zZinc (Cu/Zn) — SOD terdapat sitoplasma dan nukleus. Cu, Zn —
SOD dikodekan oleh gen sodC yang terdapat di berbagai bakteri gram positif dan
gram negatif yang melekat di periplasma atau membran luar, seperti Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis, dan Salmonella Dublin
(Sanjay, 2011). Mutasi gen sodC bertujuan untuk melemahkan virulensi bakteri.
Cu, Zn — SOD berperan penting untuk memutus radikal bebas yang dihasilkan
dari metabolisme oksidatif seluler menjadi hidrogen peroksida. Peradangan
ditandai dengan aktivasi makrofag. SOD-1 atau Cu, Zn - SOD akan
meningkatkan kemampuan makrofag untuk menghalangi menghambat

peningkatan ROS selama peradangan (Marikovsky, et al, 2003).

2.3.2 Manganase (Mn) — SOD

Manganese (Mn) — SOD merupakan enzim yang terdapat pada
mitokondria untuk memediasi ROS yang direduksi parsial O2. Mn — SOD sering
terlibat dalam sejumlah penyakit yang biasanya berhubungan dengan stress
oksidatif. Mn — SOD eksogen dapat memblokir pensinyalan ROS untuk
menghambat tumorigenesis, hal ini menunjukkan bahwan Mn -SOD
kemungkinan dapat dijadikan sebagai terapi antitumor potensial. Ekspresi Mn —
SOD vyang dapat meningkatkan aktivitas enzim aconitase yang peka terhadap
superoksida sehingga mengubah kemampuan metabolisme sel dan menghambat
pertumbuhan sel (Chang Li, 2011).

2.3.3 Ekstraseluler (EC) — (SOD)
Ekstraseluler (EC) — SOD merupakan enzim yang terdapat pada cairan
ekstraseluler seperti cariran sinovial, getah bening, dan plasma. EC — SOD banyak

diekspresikan pada pembuluh darah terutama dinding arteri dan disintesis dalam
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sel oto polos pembuluh darah serta disekresikan ke lingkungan ekstraseluler yang
dapat mengikat komponen permukaan endotel. Aktivitasnya tetap mengendalikan
tingkat superoksida untuk mencegah inaktivasi nitrat oksida di wilayah pembuluh
darah (Cristiana, et al, 2014).
b.  Antioksidan Sekunder

Antioksidan sekunder merupakan antioksidan non enzimatis atau
antioksidan eksogen. Antioksidan dalam kelompok ini disebut sebagai sistem
pertahanan preventif. Antioksidan non enzimatis dapat berupa 24 komponen non
nutrisi dan komponen nutrisi dari sayuran dan buah-buahan meliputi vitamin E,
vitamin C, B-karoten, flavonoid, asam urat, bilirubin dan albumin. Kerja
antioksidan non enzimatis dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai dari
radikal bebas atau dengan cara menangkap radikal bebas (scavenger free radical).
Akibatnya, radikal bebas tidak akan bereaksi dengan komponen seluler
(Wulandari, 2016).

2.4  Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague Dawley

Tikus Putih (Rattus norvegicus) merupakan salah satu hewan coba yang
sering digunakan dalam penelitian karena tikus putih memiliki fungsi sistem tubuh
yang mirip dengan manusia dan tikus putih juga merupakan hewan eksperimental
yang sering digunakan dalam studi fungsi reproduksi. Tikus putih yang sering
digunakan dalam penelitian eksperimen adalah tikus galur Sprague Dawley
(Nugroho, et al, 2018).

Klasifikasi tikus putih adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mammalia
Ordo : Rodentia
Subordo : Odontoceti
Familia : Muridae
Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus


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

12

Gambar 2.4. Tikus Putih (Rattus norvegicus) galur Sprague Dawley (Akbar, 2010)

Tikus putih sering dijadikan pilihan untuk penelitian karena memiliki
beberapa sifat seperti perkembangbiakan yang cepat, memiliki ukuran yang lebih
besar dibandingkan mencit, dan mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak.
Ciri-cirinya yaitu, albino, kepalanya yang kecil, ekornya yang lebih panjang
dibandingkan dengan badannya, dan tempramen yang baik (Akbar, 2010).

Tikus putih yang digunakan adalah tikus dengan umur 2-3 bulan, jenis
kelaminnya adalah betina dan tikus putih dipastikan sehat. Tikus putih betina yang
digunakan adalah tikus putih yang belum kawin. Tikus putih memiliki siklus
reproduksi yang singkat, setiap siklus lamanya 4-5 hari, ovulasi 8-11 jam setelah
dimulainya tahap estrus (Akbar, 2010). Penentuan umur reproduktif pada tikus ini
dapat dipelajari pada fase kehidupan dan perilakunya. Beberapa fasenyanya ialah
seperti rentang hidup yang dimiliki tikus adalah 2,0-3,5 tahun, fase kematangan
seksual mulai umur 6 minggu, fase pradewasa umur 63-70 hari, dan fase penuaan
saat umur 15-24 bulan (Sengupta, 2013).

2.5 Periodontitis
Periodontitis merupakan kondisi peradangan yang mencakup jaringan

penyangga gigi, seperti gingiva, sementum, tulang alveolar, dan ligamen
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periodontal. Periodontitis diawali dengan adanya bakteri plak yang memicu
terjadinya gingivitis, jika tidak segera dilakukan perawatan gingivitis akan
berlanjut menjadi periodontitis. Periodontitis ditandai dengan hilangnya
perlekatan pada gingiva, destruksi tulang alveolar, dan ligamen periodontal, serta
terbentuknya poket periodontal yang merupakan ciri khas dari periodontitis
(Kinane, et al, 2017).

Periodontitis diawali dengan adanya inflamasi gingiva yang menyebabkan
perubahan seluler yang meliputi kemotaksis sel leukosit ke jaringan gingiva
sehingga terjadi peningkatan proliferasi leukosit. Periodontitis disebabkan oleh
bakteri plak  subgingiva  seperti P. gingivalis,  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tannerela forsythia, Provotella intermedia dan
Treponema denticola. Bakteri tersebut berinvasi melalui junctional epitelium dan
epitel sulkus yang merangsang terjadinya peradangan. Pembesaran pada gingiva
dapat terjadi apabila adanya stagnasi vaskuler, retensi cairan jaringan dan fibrosis.
Selain faktor bakteri patogen, faktor kerentanan host juga sangat berperan dalam
terjadinya periodontitis, kerentanan host dapat dipengaruhi oleh genetik, pengaruh
lingkungan dan tingkah laku seperti merokok, stres dan diabetes. Respon host
yang tidak adekuat menghancurkan bakteri patogen dapat menyebabkan
terjadinya destruksi jaringan periodontal (Quamilla, 2016).

Tahap destruksi jaringan merupakan tahap transisi dari gingivitis ke
periodontitis. Penyebab utama destruksi jaringan periodontal adalah karena
perluasan inflamasi marginal gingiva ke jaringan pendukung dan adanya
ketidakseimbangan jumlah bakteri dengan respon pejamu. Pada tahap ini aktifitas
osteoklas meningkat, karena adanya produk plak bakteri yang meningkatkan
diferensiasi sel progenitor tulang menjadi osteoklas dan merangsang sel gingiva
untuk mengeluarkan suatu mediator yang memicu terjadinya hal tersebut. Adanya
osteoklas tanpa dibarengi dengan adanya sel pembentuk tulang sehingga dapat
memperparah destruksi pada tulang. Sistem imun berusaha menjaga host dari
infeksi dengan mengaktifasi sel imun seperti neutrophil, makrofag, dan limfosit.
Makrofag distimulasi untuk memproduksi sitokin matrix metalloproteinases
(MMPs) dan prostaglandin E2 (PGE2). Sitokin MMPs dalam konsentrasi yang
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tinggi akan memediasi destruksi matriks seluler gingiva, perlekatan serat kolagen
pada apical epitel penyatu dan ligament periodontal. Sitokin PGE2 memediasi
destruksi tulang dan menstimulasi osteoklas dalam jumlah besar untuk meresorbsi
puncak tulang alveolar. Kehilangan kolagen dapat menyebabkan junctional

epitelium bergerak ke apical dan menyebabkan poket (Quamilla, 2016).

2.6 Bakteri Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) merupakan etiologi utama pada
periodontitis, bakteri ini ditemukan pada sampel plak subgingiva sebanyak
85,75% dari penderita periodontitis. Bakteri gram negatif ini merupakan obligat
anaerob yang membentuk koloni berpigmen hitam pada blood agar plates. Sulkus
gingiva merupakan tempat bakteri P. gingivalis dengan bergantung pada
fermentasi asam amino untuk produksi energinya (How, et al, 2016).
Taksonomi bakteri P. gingivalis sebagai berikut :

Kingdom : Eubacteria

Filum : Bacterioedetes

Kelas : Bacterioedes

Ordo : Bacteriodales

Familia : Porphyromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Spesies : Porphyromonas gingivalis
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Gambar 2.6 Bakteri P. gingivalis perbesaran 1000x (Fitriyana, 2013).

Faktor virulensi merupakan metabolit dari suatu organisme yang penting
dalam berbagai tahap siklus hidup dan yang menjadi penyebab kerusakan pada
inang. Faktor virulensi akan dikeluarkan oleh bakteri saat penetrasi ke dalam host,
sehingga bakteri lebih mudah berinvasi dan menimbulkan kerusakan pada
jaringan. Kolonisasi pada inang hanya dapat terjadi dengan adanya faktor
virulensi seperti fimbriae, kapsul, Lipopolisakarida (LPS), asam lipoteichoic, dan
protease. Faktor virulensi dari bakteri patogen dapat menyebabkan destruktif
tulang jika mekanisme perlindungan host terhambat melalui : (How, et al,2016)

a.  Fimbriae

Fimbriae sebagai perantara utama dalam perlekatan ke substrat yang
tersedia, P. gingivalis memiliki fimbriae yang bersifat hidrofob, dapat lebih
mudah melekat pada membran sel fagosit yang juga cenderung hidrofob melalui
interaksi hidrofobik (Pratiwi L, 2012).

b. Kapsul

Porphyromonas gingivalis ada yang memiliki kapsul dan ada yang tidak
memiliki kapsul. P.gingivalis yang memiliki kapsul lebih virulen daripada
P.gingivalis yang tidak memiliki kapsul. P.gingivalis yang tidak memiliki kapsul
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akan lebih mudah dibunuh oleh makrofag dan sel dendritik. P.gingivalis yang
memiliki kapsul mampu memodulasi respon host dengan menstimulasi sintesis
sitokin interleukin 1 (IL-1), IL-6, dan IL-8 dari fibroblast (How, et al, 2016).

c.  Lipopolisakarida (LPS)

Pada bakteri gram negatif, LPS berperan penting untuk menjaga integritas
seluler dan struktural serta mengendalikan masuknya molekul hidrofobik dan
bahan kimia beracun. LPS sangat berperan pada pengaktifkan respon inflamasi
pada inang dan remodeling tulang. Berdasarkan aktivitas biologisnya, LPS
sebagai faktor patogen bakteri periodontopatik (How, et al, 2016). LPS dapat
merusak jaringan periodontal dengan memediasi dan menginduksi sitokin
proinflamasi seperti interleukin-1p (IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-a), IL-6
dan IL-8 . Produksi sitokin proinflamasi dapat distimulasi melalui Toll-like
receptor (TLR) 4 dan factor-«B (NF-«kB) (Zhang, et al, 2017).

LPS P. gingivalis juga dapat menghambat diferensiasi dan mineralisasi
osteoblastik dalam sel induk ligamen periodontal, sehingga terjadi peningkatan
jumlah osteoklas yang berakibat pada destruksi tulang. Tidak adanya pertahanan
imun host, jumlah bakteri periodontal akan meningkat (How, et al, 2016).

d.  Asam Lipoteichoic

Asam lipoteichoic memiliki sifat antigenik yang mampu merangsang respon
imun spesifik. Bakteri di dalam plak, termasuk LPS dan asam lipoteichoic
berinteraksi dengan toll-like receptor pada sel epitel, leukosit, dan fibroblas
kemudian merangsang produksi sitokin. Untuk memudahkan infiltrasi leukosit,
fibroblas yang distimulasi oleh IL-1 beta dan TNF-alfa mensekresi matriks
metalloproteinase (MMPs), yang mendegradasi molekul-molekul matriks
ekstraseluler termasuk kolagen. Respon inflamasi dari jaringan periodontal dapat
menimbulkan kerusakan jaringan dan resorpsi tulang alveolar (Wedarti, et al,
2015).

e. Protease

Secara umum, ada dua kelompok protease yang diproduksi oleh P.ginvalis,

“trypsin-like” dan serine proteinase. Trypsin-like pada umumnya dikenal sebagai

gingipain, yaitu gingipain R (Rgp) dan K (Kgp). Ada dua jenis Rgp, yaitu RgpA
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dan RgpB. Rgp mampu mendegradasi komponen matriks ekstraseluler,
pengikatan integrin-bronektin (integrinfibronectin-binding), sitokin,
immunoglobulin, dan faktor komplemen (Bostanci & Belibasakis, 2012).

Toksin yang dihasilkan bakteri periodontal ini dapat merusak jaringan pada
host dan respon inflamasi pada dearah yang juga menghasilkan bahan-bahan
toksik prooksodatif yang dapat merusak jaringan host. Hal ini ditandai dengan
respons fagosit terutama netrofil untuk menghancurkan antigen bakterial dengan
cara netrofil memproduksi bahan-bahan toksik seperti oksidan/radikal bebas.
Bahan-bahan yang bertujuan untuk membunuh bakteri ini juga dapat menyerang
molekul-molekul yang ada di sekitar daerah inflamasi. Jika hal ini terus belanjut,
radikal bebas tersebut akan terakumulasi dan menyebabkan stres oksidatif
(Susilawati, 2011).
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2.7 Kerangka Konsep
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Penjelasan Kerangka Konsep

Bakteri P. gingivalis merupakan bakteri anaerob gram negatif yang dapat
menyebabkan terjadinya periodontitis. Periodontitis diawali dengan adanya
bakteri plak yang memicu terjadinya gingivitis dan dapat berlanjut menjadi
periodontitis. Bakteri P. gingivalis berinvasi melalui junctional epitelium dan
epitel sulkus gingiva yang merangsang terjadinya peradangan. Setelah itu bakteri
akan menyebabkan destruksi pada jaringan. Pada tahap transisi dari gingivitis ke
periodontitis, osteoklas mengalami peningkatan karena adanya produk plak
bakteri yang meningkatkan diferensiasi sel progenitor tulang menjadi osteoklas.
Adanya peningkatan pada osteoklas tanpa dibarengi dengan pembentukan tulang
dapat memperparah destruksi pada matriks tulang yang menyebabkan
terbentuknya poket periodontal yang merupakan ciri khas dari periodontitis.

Selain itu, pada saat bakteri menghasilkan toksinnya akan terjadi
peningkatan mediator inflamasi pada jaringan periodontal, yang ditandai dengan
respon fagosit terutama netrofil untuk memfagositosis dan menghancurkan
antigen bakteri. Mekanisme penghancuran bakteri dengan cara netrofil
memproduksi bahan-bahan toksik prooksidatif seperti oksidasi/radikal bebas
(ROS). Bahan-bahan yang ditujukan untuk menghancurkan bakteri juga dapat
menyerang dan merusak molekul host di sekitar daerah inflamasi. Inflamasi pada
jaringan periodontal yang tidak dilakukan perawatan dapat menyebabkan stres
oksidatif karena bahan toksik dari mekanisme penghancuran bakteri oleh netrofil
yang memproduksi ROS terus meningkat.

Bakteri P. gingivalis dan bahan toksinnya berinvasi ke sirkulasi darah
karena adanya kerusakan endotel pada jaringan periodontal yang memudahkan
invasi bakteri ke sistemik. Inflamasi terus meningkat dan menyebabkan stres
oksidatif pada sistemik dan menyebabkan kerusakan barier endotel sistemik dan
dapat mempengaruhi ovarium. Keadaan ini dapat dicegah dengan pemberian
antioksidan eksogen yang terdapat pada daun singkong yang mengandung
flavonoid, tanin, vitamin C, dan saponin yang berfungsi untuk menghambat
aktivitas radikal bebas dengan memberikan elektronnya sehingga tidak terjadi

stress oksidatif.
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2.8 Hipotesis
Secara histopatologis terdapat gambaran ekspresi SOD pada folikel ovarium
tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diterapi dengan ekstrak daun

singkong (Manihot esculenta C.).
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3.1

3.2

BAB 3. METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan eksperimental laboratoris.

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang dilakukan adalah the post test only control group

design yaitu melakukan pengamatan dan pengukuran pada kelompok kontrol dan

kelompok perlakuan pada waktu yang telah ditentukan.

3.3
1.

3.4

3.5

Tempat Penelitian

Identifikasi tanaman daun singkong di Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIP1) melalui Balai Konservasi Tumbuhan (BKT) Kebun Raya
Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur.

Pembuatan ekstrak daun singkong di Laboratorium Analisis Terpadu,
Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember.

Perlakuan pada hewan coba di Laboratorium Hewan, Fakultas Kedokteran
Gigi, Universitas Jember.

Isolasi dan preparasi bakteri P. gingivalis di Laboratorium Mikrobiologi,
Universitas Jember.

Pemrosesan dan pengamatan jaringan secara mikroskopis di Laboratorium

Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember.

Waktu Penelitian

Penelitian akan dilakukan pada bulan Januari — September 2020.

Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak daun singkong, vitamin

C, dan metronidazole.

21
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3.5.2  Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah gambaran histopatologis

ekspresi SOD pada folikel ovarium tikus.

3.5.3 Variabel Terkendali

a.  Kiriteria sampel meliputi galur tikus, jenis kelamin, berat badan, umur, dan
kondisi fisik.

b.  Bakteri Phorpyromonas gingivalis 0,05 ml (ATCC 33.277, Medimark,
Perancis).

c. Dosis ekstrak singkong (Manihot esculenta C.) yang diberikan secara
peroral sebanyak 1ml selama 7 hari.

d.  Ukuran kandang 40 cm x 60 cm x 15 cm dengan ventilasi yang cukup, 1
kandang berisi 3 tikus dan dibersihkan setiap 3 kali sehari

e.  Tindakan atau perlakukan pada hewan coba.

3.6  Definisi Operasional Penelitian
3.6.1 Ekstrak Daun singkong (Manihot esculenta C.)

Ekstrak daun singkong (Manihot esculenta C.) merupakan ekstrak dari daun
singkong yang berbentuk larutan yang diperoleh dengan menggunakan metode
maserasi dan diberikan pada kelompok P2 secara peroral dengan dosis
179,2%/hari atau 1ml/hari, hasil dari pemberian perlakuan ekstrak daun singkong
akan tampak adanya perubahan pada folikel ovarium.

3.6.2 Vitamin C

Vitamin C merupakan salah satu senyawa kompleks yang terdapat dalam
buah dan sayuran yang diberikan pada kelompok P3 secara peroral dengan dosis
Iml/hari, hasil dari pemberian perlakuan vitamin C akan tampak pada folikel

ovarium.
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3.6.3 Metronidazole

Metronidazole menunjukkan aktivitas anti bakteri terhadap semua kokus
anaerob dan basil gram negatif anaerob, diberikan pada kelompok P4 secara
peroral dengan dosis 1ml/hari, hasil dari pemberian perlakuan metronidazole akan

tampak pada folikel ovarium.

3.6.4 Antioksidan SOD

SOD merupakan enzim detoksifikasi karena dapat melindungi sel terhadap
ROS, stress oksidatif, yang dapat menyebabkan terjadinya penyakit dan proses
degenerasi seperti penuaan dan karsinogenik. Antioksidan SOD akan diamati di
sekitar folikel ovarium (Ighodaro, 2017).

3.6.5 Periodontitis dengan induksi P. gingivalis

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri gram negatif anaerob yang
diperoeh dengan pembuatan media cair sebanyak 10 ml, kemudian dilakukan
injeksi P. gingivalis pada area sulkus gingiva bagian distobukal dan distopalatal
molar pertama rahang atas, sebanyak 0,05 ml 3 hari sekali selama 21 hari.
Periodontitis pada tikus akan ditandai dengan margin gingiva kemerahan, kontur
margin gingiva yang membulat dan adanya resesi gingiva (Prasetya, 2014).

3.7 Populasi dan Sampel
3.7.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian yang digunakan adalah tikus dengan jenis Sprague

Dawley betina dan belum pernah digunakan untuk penelitian.

3.7.2 Kriteria Sampel

a.  Tikus Sprague Dawley berjenis kelamin betina.
b.  Umur 2-3 bulan.

c.  Berat badan + 200 gram.

d.  Tikus dalam keadaan sehat ditandai dengan gerakan aktif tikus.
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3.7.3 Besar Sampel Penelitian
Penentuan besar sampel dengan menggunakan rumus Resource Equation
(Charan & Kantharia, 2013), sebagai berikut :

E = (Jumlah total hewan coba — Jumlah total kelompok)

Keterangan :

E : Degree of Freedom (Derajat Kebebasan). Angka E dianggap optimal
jika dalam rentang 10-20

n : Jumlah hewan coba tiap kelompok

Dalam penelitian ini terdapat 5 kelompok perlakuan, sehingga :

E = (Jumlah total hewan coba — Jumlah total kelompok)
= (15-5)
E =10
JikaE =10
10 =5n-5
5n =15
n =3

Berdasarkan rumus di atas, jumlah sampel penelitian adalah 3 ekor tikus
perkelompok penelitian, sehingga jumlah sampel keseluruhan adalah 15 ekor
tikus.

3.8 Alat dan Bahan

3.8.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah sebagai berikut :

- 5 kandang tikus termasuk tempat makan dan minum,

- Neraca digital (O’haus),

- Masker dan handscoon,

- Sonde lambung untuk pemberian aquadest, ekstrak daun singkong, vitamin
C, dan metronidazole secara oral,

- Rat dental chair

- Kapas dan gunting,
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- Artericlaim dan pinset,,
- Rotary evaporator,
Alat yang digunakan untuk preparat jaringan antara lain :
- Scalpel blade no. 11,
- Microtom (Tissue-Tek, Jepang),
- Object glass dan deck glass,
- Waterbath,
- Kuas kecil,
- Mikroskop cahaya (Olympus, Jepang),
- Optilab

3.8.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah :
- Makanan tikus (turbo),
- Phorpyromonas gingivalis (ATCC 33.277, Medimark, Perancis),
- Enthelan,
- Aquadest steril,
- Media BHI-A, media BHI-B,
- Ketamin/xyzaline (80/10 mg/kgBB),
- Hydrogen peroksida,
- Povidone iodine dan yodium povidone,
- Ekstrak daun singkong (Manihot esclenta L.) 179,2%,
- Buffer formalin dan chloroform,
- Asam formic 10 %,
- Paraformaldehid 4%, gliserin.
Untuk melakukan pewarnaan bahannya antara lain :
- Xylol,
- Alkohol 70 %, 80 %, 95 %, 100 %,
- NaCl fisiologis 0,9%,
- Embedding Paraffin (Paraplast Plus),

- Mayer egg albumin,

25
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Pewarnaan Hematoxilin-Eosin (HE),
IHC Kit,
Phosphate Buffered (PBS).

3.9 Prosedur Penelitian
3.9.1 Ethical Clearence

Penelitian dilakukan setelah pengurusan ethical clearence untuk prosedur

perlakuan terhadap hewan coba di Unit Etika dan Advokasi, Fakultas Kedokteran

Gigi, Universitas Gadjah Mada.

3.9.2 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang diperoleh dari Universitas Gadjah Mada diaklimatisasi

selama satu minggu untuk adaptasi tikus dengan tempat dan makan sebelum

dilakukan perlakuan.

3.9.3 Pembagian Kelompok Hewan Perlakuan

Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok, pembagian kelompok sebagai

berikut:

a.

Kelompok K adalah kelompok kontrol, kelompok yang diberi makan dan
minum standar serta tidak diberi perlakuan.

Kelompok P1 adalah kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis
dan diberikan aquades.

Kelompok P2 adalah kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis
dan diberikan ekstrak daun singkong 179,2% secara peroral (Miladiyah, et
al, 2011).

Kelompok P3 adalah kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis
dan diberikan vitamin C dengan dosis 1 ml/hari (Hariyatmi, 2004).
Kelompok P4 adalah kelompok tikus yang diinduksi bakteri P. gingivalis
dan diberikan tablet metronidazole dengan dosis 1 ml peroral (Hariyatmi,
2004).
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3.9.4 Pemberian Metronidazole dan Vitamin C
Pemberian tablet metronidazole dan vitamin C pada manusia adalah
500mg/kgB dan jika dikonversi ke tikus dengan berat badan 200gr adalah sebagai
berikut (Hariyatmi, 2004) :
Dosis vitamin C dan
metronidazole pada tikus = dosis pada manusia x konstanta konversi (0,018)
=500mg x 0,018

=9mg/200grBB
= 0,045mg/grBB, sehingga
Volume pemberian maksimal pada lambung tikus = 0,02ml/grBB
Volume pemberian pada tikus = 0,045mg/kgBB ~ =0,02ml.grBB
= 2,25mg/1ml aquadest
Untuk melarutkannya digunakan CMC 0,5%

CMC 0,05 berarti 0,5gr dalam 100ml air

500mg = 100ml

5mg =1ml

Sehingga dalam 2,25 mg metronidazole dibutuhkan 1 ml aquadest dan 5 mg CMC
0,5%.

3.9.5 Pembuatan Suspensi P. gingivalis

Pertama, dilakukan pembuatan media cair sebanyak 10 ml, yaitu dari 0,37
gram BHI-B, 1 pl vitamin K, 5 pl hemin dan 50 pl ekstrak yeast. Selanjutnya
dilakukan pembuatan suspensi P. gingivalis. Pada media cair diberi satu ose P.
gingivalis yang berasal dari pembiakan di media agar BHI-A. Suspensi P.
gingivalis yang didapat lalu dimasukkan desiccator dan diinkubasi selama 2x24
jam. Setelah itu, suspensi P. gingivalis diukur konsentrasinya hingga didapatkan
12 x 10° CFU/m (Fitriyana, 2012).
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3.9.6 Pembuatan Model Tikus yang diinduksi P.gingivalis

Model tikus yang diinduksi Phorphyromonas gingivalis adalah model tikus
yang diinduksi P. gingivalis bagian sulkus gingiva distobukal dan distolingual
dari molar kiri pertama rahang bawah (36) dengan dosis 0,05 ml dan diinjeksi
menggunakan tuberculine syringe dengan ukuran jarum 30 gauge setiap 3 hari
sekali selama 21 hari (Ermawati, 2015).

3.9.7 Pembuatan Ekstrak Daun Singkong (Manihot esculenta C.)

Daun singkong yang digunakan telah dilakukan uji taksonomi terlebih
dahulu di LIPI, Malang untuk menentukan jenisnya. Pembuatan ekstrak daun
singkong dilakukan dengan mencuci bersih, dipotong kecil-kecil dan dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan selama 24 jam di dalam ruangan dengan suhu
ruang, yang tidak terkena sinar matahari secara langsung, kemudian dioven
selama 3 jam dalam suhu 45°C. Setelah itu, daun yang kering tersebut digiling
menggunakan blender, diayak dengan ayakan 50 maze sehingga didapatkan
serbuk halus sebanyak total 400 gram serbuk daun. Setelah itu, serbuk daun
dimaserasi dengan etanol 95% selama 2 hari dan dilakukan pengadukan setiap
hari. Selanjutnya, larutan tersebut dipekatkan dengan rotavapor (rotary
evaporator) dengan suhu 50°C dan putaran 90rpm menjadi ekstrak daun singkong
dengan konsentrasi 100%. Penyimpanan ekstrak 100% ini diletakkan dalam
kulkas (Meilawaty, 2013). Setelah di maserasi dilakukan pengenceran dengan
larutan DMSO.

Pada hasil penelitian Miladiyah et al, 2011 menunjukkan daun singkong
memiliki efek analgesik pada dosis 25,6mg/KgBB mencit. Dengan demikian jika
konversikan pada dosis tikus adalah sebagai berikut :

Dosis ekstrak daun singkong pada mencit = 25,6mg/kgBB

Dosis ekstrak daun singkong pada tikus = 25,6mg/kgBB x konstanta konversi
= 25,6mg/kgBB x 7,0
=179,2mg/kgBB

Jadi dosis pembuatan ekstrak daun singkong menurut perhitungan sebagai berikut:

Dosis ekstrak