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RINGKASAN

EFEKTIVITAS EKSTRAK DAUN SINGKONG (Manihot Esculenta Crantz)
TERHADAP JUMLAH OSTEOBLAS PADA TULANG ALVEOLAR TIKUS
PERIODONTITIS YANG DIINDUKSI Porphyromonas gingivalis; Amelia Nur
ilahi;181610101108; 2022; 102 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember.

Periodontitis adalah suatu penyakit keradangan pada jaringan pendukung
gigi yang disebabkan oleh mikroorganisme tertentu, salah satunya Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis). P. gingivalis merupakan bakteri anaerob Gram negatif
yang memiliki banyak faktor virulensi yang berperan dalam menginduksi
periodontitis yaitu fimbriae, gingipain, dan lipopolisakarida (LPS). Faktor virulensi
ini digunakan untuk menghindari respon imun inang dan untuk menginvasi jaringan
periodonsium dengan cara merangsang pelepasan sitokin proinflamasi seperti
interleukin-1f (IL-1B), IL-6, tumor necrosis factor-o. (TNF-a) dan eikosanoid yaitu
prostaglandin (PGE2). Prostaglandin dan sitokin proinflamasi yang terbentuk dapat
menstimulasi osteoblas untuk meningkatkan produksi Receptor Activator of
Nuclear Factor KB-Ligand (RANKL) dan menurunkan produksi Osteoprotegerin
(OPG). OPG berfungsi untuk mengikat RANKL sehingga apabila produksi OPG
menurun, RANKL mudah berikatan dengan RANK pada prekusor osteoklas. Hal
tersebut dapat menyebabkan pembentukan dan aktivasi osteoklas sehingga terjadi
kerusakan tulang. Inflamasi yang berlangsung terus menerus tentunya harus
dicegah menggunakan obat yang berperan sebagai antibakteri dan antiinflamasi.
Daun singkong (Manihot esculenta Crantz) telah diteliti mengandung senyawa
aktif, yaitu flavonoid, saponin, tannin dan triterpenoid yang bersifat antiinflamasi
dan juga antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efektivitas pemberian
Daun singkong (Manihot esculenta Crantz) terhadap jumlah osteoblas pada tulang
alveolar model tikus periodontitis.

Jenis penelitian adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan
penelitian the post-test only control group design. Penelitian ini menggunakan 20
ekor tikus yang dibagi menjadi 2 kelompok; kelompok kontrol (normal) dan
kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan merupakan kelompok tikus yang

diinduksi P. gingivalis. kelompok perlakuan terdiri dari 3 subkelompok yaitu

Vii



kelompok diberi aquadest (P1), kelompok diberi metronidazole (P2), dan kelompok
diberi ekstrak daun singkong (P3). Masing-masing kelompok akan dieuthanasia
setelah 7 hari pemberian aquadest, metronidazole dan ekstrak daun singkong.
Setelah itu dilakukan pewarnaan HE dan penghitungan osteoblas.

Data hasil penelitian disajikan dalam rata-rata jumlah osteoblas lalu diuji
normalitas menggunakan Shapiro-Wilk dan didapatkan data berdistribusi normal
lalu uji homogenitas menggunakan Levene dan menunjukkan data yang homogen.
Data lalu dilakukan uji parametrik one Way Anova dengan hasil terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) sehingga dilanjutkan uji LSD. Hasil uji LSD osteoblas
didapatkan bahwa jumlah osteoblas pada kelompok ekstrak daun singkong berbeda
bermakna dengan kelompok periodontitis yang diberi aquades dan tidak berbeda
bermakna dengan kelompok metronidazole, hal ini menunjukkan bahwa jumlah
osteoblas pada kelompok tikus yang diberi ekstrak daun singkong memiliki
kemampuan yang hampir setara dalam meningkatkan jumlah osteoblas dengan
kelompok tikus yang diberi metronidazole. Berdasarkan penelitian yang sudah
dilakukan, dapat ditarik kesimpulan bahwa pemberian ekstrak daun singkong
(Manihot esculenta Crantz) efektif meningkatkan jumlah osteoblas pada tulang
alveolar model tikus periodontitis dikarenakan memiliki efektivitas yang hampir

setara dengan metronidazole.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar belakang

Penyakit periodontal merupakan penyakit pada rongga mulut urutan
pertama dalam catatan buku rekor dunia tahun 2001 yang dituliskan sebagai
penyakit pada rongga mulut yang paling sering dialami oleh manusia di
dunia (Tonneti et al., 2017). Penyakit periodontal mempengaruhi sekitar 20-
50% dari populasi di seluruh dunia (Nazir, 2017). Menurut data Riskesdas
tahun 2018, persentase terjadinya kasus periodontitis di Indonesia sebesar
74,1%, hal tersebut menunjukkan bahwa dari 10 orang penduduk di
Indonesia, 7 orang diantaranya menderita periodontitis (Kemenkes, 2018).

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi pada jaringan
pendukung gigi yang disebabkan oleh adanya akumulasi plak subgingiva
dan bakteri patogenik periodontal tertentu (Mesa et al., 2019). Salah satu
Bakteri patogenik penyebab periodontitis adalah Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) (Kurniawati et al., 2020). P. gingivalis merupakan bakteri
anaerob Gram negatif yang memiliki banyak faktor virulensi. Dari beberapa
faktor virulensi yang dimiliki oleh P. gingivalis yang paling berperan dalam
menginduksi periodontitis yaitu fimbriae, gingipain, dan LPS. Faktor
virulensi ini digunakan untuk menghindari respon imun inang dan untuk
menginvasi jaringan periodontal dengan cara merangsang pelepasan sitokin
proinflamasi seperti interleukin-1p3 (IL-1B), IL-6, tumor necrosis factor-o.
(TNF-a) dan eikosanoid yaitu prostaglandin (PGE2). Prostaglandin dan
sitokin proinflamasi yang diproduksi tersebut mengakibatkan destruksi
jaringan periodontal dengan cara menstimulasi pembentukan dan
peningkatan aktivitas osteoklas serta penurunan jumlah dan aktivitas
osteoblas (Ayu, 2018; Jia et al., 2019; Putri et al., 2020). Sitokin
proinflamasi yang terbentuk dapat menstimulasi osteoblas untuk
meningkatkan produksi Receptor Activator of Nuclear Factor KB-Ligand
(RANKL) dan menurunkan produksi Osteoprotegerin (OPG). OPG
berfungsi untuk mengikat RANKL sehingga apabila produksi OPG



menurun, RANKL mudah berikatan dengan RANK pada prekusor
osteoklas. Hal tersebut dapat menyebabkan penurunan jumlah osteoblas dan
pembentukan serta aktivasi osteoklas sehingga terjadi kerusakan tulang
(Tang et al., 2016; Fatimatuzzahro et al., 2020).

Osteoblas merupakan sel yang berfungsi untuk membentuk,
mensekresi komponen matriks tulang dan berperan penting pada proses
remodeling tulang alveolar. Osteoblas mengandung enzim alkali fosfatase
yang menandakan bahwa osteoblas membentuk suatu lapisan sel diatas
permukaan tulang yang berfungsi melindungi dari resorpsi tulang dengan
mensintesis dan memediasi mineralisasi osteoid. Osteoid merupakan
matriks tulang yang belum mengapur, baru dibentuk, dan tidak mengandung
mineral, namun tidak lama setelah terjadinya deposisi, osteoid akan segara
mengalami mineralisasi dan menjadi tulang yang baru (Majdina et al., 2016;
Astuti et al., 2021).

Inflamasi yang berlangsung terus menerus tentunya harus dicegah
menggunakan obat yang tepat untuk meminimalisir terjadinya kerusakan
tulang alveolar. Adanya pembentukan tulang dalam respon inflamasi dan
penyakit periodontal mempengaruhi hasil pengobatan. Salah satu obat yang
digunakan untuk pengobatan periodontitis adalah metronidazole.
Metronidazole merupakan obat yang secara efektif dapat menghambat
sintesis DNA asam nukleat pada bakteri (Carranza et al., 2018). Namun
metronidazole yang digunakan dalam jangka panjang dapat memberikan
efek samping ringan hingga sedang seperti mulut kering, sakit kepala,
timbul rasa mual, mulut berasa logam, nyeri perut, diare, stomatitis dan
neutropenia (Tedjasulaksana, 2016; Heta et al., 2018; Ceruelos et al., 2019).
Selain itu, penggunaan antibiotik dengan dosis tidak sesuai pedoman terapi
dapat menyebabkan terjadinya resistensi sehingga efektivitasnya dalam
mengobati infeksi menjadi menurun (Azaripour et al., 2018; Jamiati et al.,
2019; Hasyul et al., 2020; Gultom et al.,, 2021). Sehingga memerlukan
alternatif bahan yang memiliki efek samping lebih sedikit, salah satunya

yaitu yang berasal dari bahan alami. Bahan alami diketahui dapat



meminimalkan efek samping yang ditimbulkan dari penggunaan obat kimia
(Ahmad, 2017). Salah satu bahan alami tersebut dapat diperoleh melalui
tanaman yaitu tanaman singkong.

Tanaman singkong merupakan tanaman yang dapat tumbuh
sepanjang tahun di daerah tropis dan memiliki daya adaptasi tinggi terhadap
kondisi diberbagai tanah (Womsiwor et al., 2018). Bagian-bagian tanaman
singkong seperti umbi, daun dan batang diketahui memiliki banyak manfaat
di berbagai industri pangan dan non-pangan khususnya pada bagian daun
singkong yang banyak digunakan sebagai obat herbal (Restiani et al., 2014;
Akbar et al., 2019). Kandungan yang terdapat dalam daun singkong yaitu
air, fosfor, kalsium, karbohidrat, vitamin C (asam askorbat), lemak, protein,
vitamin B1, zat besi, flavonoid, saponin, tannin dan triterpenoid
(Muthmainna et al., 2018). Daun singkong telah dilaporkan memiliki
aktivitas antiinflamasi, antioksidan, antialergi, antidiabetes, antibakteri,
antivirus, dan antikanker (Solikhah er al., 2019). Kandungan flavonoid
dalam daun singkong dapat menekan inflamasi dengan cara memblokir
siklus siklooksigenase (COX) dan lipoksigenase. Selain itu, flavonoid
mempunyai kandungan quercetin yang dapat menstimulasi diferensiasi
osteoblas. Saponin juga diketahui memiliki efek antiinflamasi yang hampir
sama dengan flavonoid yaitu dengan cara memblokir jalur prostaglandin
sebagai penghambat aktifasinya, namun tidak berpengaruh terhadap
sintesisnya dan dikenal dapat mengurangi lamanya fase inflamasi
(Meilawaty, 2013; Sa’diyah et al., 2020). Selain flavonoid dan saponin,
kandungan daun singkong seperti tannin, triterpenoid dan vitamin C juga
memiliki efek antiinflamasi dan antibakteri (Yulistiana et al., 2016; Wenas
et al., 2020).

Berdasarkan penelitian sebelumnya, dosis pemberian ekstrak daun
singkong (Manihot esculenta crantz) yang bekerja secara efektif sebagai
antiinflamasi dalam menurunkan profil leukosit perifer model tikus
disfungsi ovarium dan periodontitis serta efektif dalam menghambat

pertumbuhan bakteri P. gingivalis adalah sebanyak 179,2 mg/kg BB (Sari



et al., 2021). Sampai saat ini, belum ada penelitian mengenai efektivitas
ekstrak daun singkong (Manihot esculenta crantz) terhadap jumlah
osteoblas pada tulang alveolar tikus periodontitis. Oleh karena itu penulis
ingin melakukan penelitian mengenai efektivitas ekstrak daun singkong
(Manihot esculenta crantz) terhadap jumlah osteoblas pada tulang alveolar
tikus periodontitis yang diinduksi P. gingivalis.
1.2 Rumusan masalah
Bagaimana efektivitas ekstrak daun singkong (Manihot esculenta
crantz) terhadap jumlah osteoblas pada tulang alveolar tikus periodontitis
yang diinduksi P. gingivalis?
1.3 Tujuan penelitian
Untuk mengkaji efektivitas ekstrak daun singkong (Manihot
esculenta crantz) terhadap jumlah osteoblas pada tulang alveolar tikus
periodontitis yang diinduksi P. gingivalis.

1.4 Manfaat penelitian

Manfaat penelitian yang diharapkan dari penelitian ini adalah:

1. Dapat meningkatkan pengetahuan tentang periodontitis dan
pengaruhnya terhadap jumlah osteoblas serta resorpsi tulang alveolar.

2. Dapat menjadi dasar untuk penelitian-penelitian selanjutnya terkait
dengan pengobatan herbal berupa ekstrak daun singkong (Manihot
esculenta crantz) dalam fungsi dan keterkaitannya dengan peningkatan

jumlah osteoblas dan periodontitis.
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2.1 Periodontitis

2.1.1

Definisi

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi pada jaringan
periodontal yang disebabkan oleh mikroorganisme spesifik atau
sekelompok mikroorganisme spesifik, salah satunya adalah P. gingivalis. P.
gingivalis ini akan menyebabkan kerusakan progresif pada ligamen
periodontal dan tulang alveolar yang ditandai dengan adanya resesi,
pembentukan poket periodontal, maupun keduanya (Carranza et al., 2018;
Kurniawati ez al., 2020). Periodontitis yang parah mengakibatkan kerusakan
seperti kehilangan perlekatan (loss attachment) dan resorpsi tulang alveolar
(Prasetya et al., 2021).
Etiologi

Periodontitis sering disebut sebagai penyakit multifaktorial karena
penyakit ini disebabkan oleh berbagai macam faktor. Etiologi utama yang
paling berperan dalam terjadinya periodontitis ini adalah akumulasi plak
(Wijaksana, 2016; Andriani, 2019). Plak merupakan substansi yang
terstruktur, berwarna kuning, lunak dan melekat pada permukaan gigi yang
biasanya mengandung berbagai jenis mikroorganisme yaitu bakteri, jamur,
protozoa, dan juga virus, namun paling banyak ditemukan adalah bakteri
yang bersifat patogenik. Plak yang memiliki kandungan mikroorganisme
patogenik dapat memperparah terjadinya infeksi periodontal (Quamilla,
2016). Mikroorganisme patogenik atau Bakteri utama yang terlibat dalam
periodontitis, antara lain Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis),
Actinobacillus  actinomycetemcomitans (Aa), Tannerela forsythia,
Provotella intermedia dan Treponema denticola (Ayu, 2018; Prasetya et al.,
2021).

Selain faktor bakteri patogen, ada beberapa hal yang berperan dalam
terjadinya periodontitis, salah satunya yaitu kerentanan host. Kerentanan

host dapat dipengaruhi oleh berbagai macam hal seperti genetik, pengaruh



lingkungan dan tingkah laku. Respon host yang tidak adekuat dalam
menghancurkan bakteri patogen juga dapat menyebabkan terjadinya
destruksi jaringan periodontal (Quamilla, 2016).
Patogenesis

Infeksi pada jaringan periodontal diawali dengan adanya invasi
mikroorganisme patogen spesifik yang berkolonisasi membentuk biofilm
plak. Kolonisasi serta invasi bakterti patogen dan produknya pada sulkus
gingiva menjadi tahap awal perkembangan penyakit periodontal.
Mikroorganisme dapat menyebabkan destruksi jaringan secara langsung
dan secara tidak langsung dengan cara menstimulasi respon pertahanan
tubuh pejamu. Interaksi antara mikrooganisme patogen dan sistem imun
tubuh pejamu tersebut menimbulkan reaksi kompleks yang disebut respon
inflamasi. Respon Inflamasi yang disebabkan oleh mikroorganisme spesifik
tersebut dapat menyebabkan perubahan jaringan, destruksi jaringan ikat dan
resorpsi tulang alveolar (Rusyanti, 2014; Wijaksana, 2016).
Gambaran klinis

Gambaran klinis periodontitis yaitu adanya perubahan warna, kontur

dan konsistensi gingiva disertai dengan peningkatan kedalaman probing,
dan pendarahan saat probing (Gambar 2.1) (Carranza et al., 2018). Pada
penderita periodontitis, terjadi perubahan warna gingiva menjadi merah
mengkilat, perubahan konsistensi menjadi lebih lunak, perubahan tekstur
yang ditandai dengan hilangnya stippling pada gingiva cekat, margin
gingiva yang membulat atau berbentuk kawah, resesi gingiva dan
kedalaman probing >4 mm yang disebabkan oleh migrasi epitel penyatu ke
arah apikal (Quamilla, 2016). Karakteristik atau tanda klinis yang
membedakan periodontitis dengan gingivitis adalah adanya attachment loss
atau adanya kehilangan perlekatan yang menyebabkan timbulnya
pembentukan poket periodontal serta berkurangnya kepadatan dan

ketinggian tulang alveolar (Carranza et al., 2018).



Gambar 2.1 Gambaran klinis periodontitis (Carranza et al., 2018).
2.1.5 Gambaran radiografi periodontitis

Gambaran radiografi pada periodontitis yaitu ditandai dengan
adanya kekaburan dan putusnya kontinuitas lamina dura pada bagian mesial
atau distal dari puncak septum interdental serta pelebaran ruang periodontal
akibat radiolusen wedge shape pada puncak tulang (Gambar 2.2). Puncak
tulang septum interdental yang mengalami proses destruksi akan
menyababkan tinggi tulang septum interdental berkurang secara progresif

(Saputri, 2018).
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Gambar 2.2 Gambaran Radiografi periodontitis. A) Gambaran radiografi
pasien periodontitis dengan CAL > 5 mm. B) Kekaburan dan Putusnya
Kontinuitas Lamina Dura dan Radiolusen Wedge Shaped (Carranza et al.,
2018; Saputri, 2018).
2.2 Osteoblas

2.2.1 Definisi
Osteoblas merupakan sel yang berfungsi untuk membentuk,
mensekresi komponen matriks tulang (kolagen dan non-kolagen organik).
Osteoblas mengandung enzim alkali fosfatase yang menandakan bahwa

osteoblas membentuk suatu lapisan sel diatas permukaan tulang yang
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berfungsi melindungi dari resorpsi tulang dengan mensintesis dan
memediasi mineralisasi osteoid. Osteoid merupakan matriks tulang yang
belum mengapur, baru dibentuk, dan tidak mengandung mineral, namun
tidak lama setelah terjadinya deposisi, osteoid akan segara mengalami
mineralisasi dan menjadi tulang yang baru (Majdina et al., 2016; Astuti et
al., 2021).

Osteoblas juga berperan dalam proses pembentukan tulang serta
berperan dalam aktivitas sintesis dan sekresi mineral ke seluruh substansi
dasar sampai substansi pada daerah yang kecepatan metabolismenya tinggi
dan menjadi perantara pada mineralisasi osteoid. Osteoblas berkembang
dari osteoprogenitor yang terdapat pada bagian dalam periosteum dan
sumsum tulang (Koraag et al., 2015; Majdina et al., 2016).

Sel osteoblas mensekresi berbagai unsur matriks tulang (kolagen
dan non-kolagen organik) seperti kolagen tipe I, proteoglikan, osteonektin,
osteokalsin, dan osteopoetin, serta menghasilkan faktor penumbuh yang
mempunyai efek parakrin dan autokrin pada pertumbuhan tulang. Selain itu,
sel osteoblas juga memiliki reseptor permukaan terhadap berbagai hormon,
vitamin, dan sitokin yang mempengaruhi aktivitasnya (Koraag et al., 2015;
Sardi et al., 2018).

Gambaran histologi

Gambaran histologi osteoblas terlihat mirip dengan epitel selapis
dan berbentuk bundar. sel osteoblas tampak sebagai sebaris sel yang
berdekatan dengan selapis tipis matriks yang sedikit terpulas (Gambar 2.3).
Matriks yang sedikit terpulas adalah osteoid. Setiap osteoblas secara
bertahap dikelilingi oleh produk-produk sekresinya sendiri dan menjadi
osteosit. Osteosit berbentuk kurang bundar dan terselubung sendiri-sendiri
di dalam ruang yang disebut dengan lacuna (Koraag et al., 2015; Mescher,
2017).

Deposisi komponen anorganik dari tulang bergantung pada adanya
sel-sel osteoblas yang aktif. Jumlah sel osteoblas aktif dapat mempengaruhi

bentuk dari sel osteoblas itu sendiri. Pada saat osteoblas aktif mensintesis



matriks tulang, sel osteoblas akan tersusun sebagai lapisan epiteloid sel-sel
kuboid sampai kolumnar atau silindris pada permukaan tulang dengan inti
sel osteoblas biasanya terletak pada ujung sel paling jauh dari permukaan
tulang disertai sitoplasmanya sangat basofilik dan kompleks golgi tampak
mencolok sebagai daerah lebih pucat antara inti dan dasar sel. Namun, jika
sel osteoblas yang aktif tersebut berkurang maka aktivitas sintesis matriks
tulang juga akan mengalami pengurangan, sehingga osteoblas akan terlihat
berbentuk gepeng dan sifat basofilia pada sitoplasmanya juga akan

berkurang (Koraag et al., 2015; Sardi et al., 2018).
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Gambar 2.3 Osteoblas dan osteosit. A) Fotomikrograf tulang yang sedang
terbentuk, terlihat perbedaan lokasi dan morfologi antara osteoblas (OB)
dan osteosit (O). 300x. H&E. B) Gambar skematis mengenai hubungan
osteoblas dan osteoid, matriks tulang dan osteosit (Mescher, 2017).
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2.3 Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)
2.3.1 Definisi
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) merupakan bakteri gram-
negatif yang banyak ditemukan pada area sulkus gingiva, plak subgingiva,
lidah dan tonsil. Bakteri P. gingivalis ini termasuk flora normal di dalam
rongga mulut manusia (Dwipriastuti et al., 2017). P. gingivalis adalah
bakteri yang paling sering dikaitkan dengan patogensis periodontitis karena
hampir 40-100% kasus periodontitis yang terjadi dipicu oleh bakteri ini. P.
gingivalis adalah salah satu bakteri dominan penyebab periodontitis kronis
yang berpigmen hitam, berbentuk batang, non-motile, bersifat anaerob, dan

assacharolytic (Gambar 2.4) (Alibasyah et al., 2018; Putri et al., 2020).
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Gambar 2.4 Bakteri P. gingivalis pada perbesaran 1000x (Fitriyana et al.,
2013).
Taksonomi

Taksonomi bakteri Porphyromonas gingivalis adalah sebagai berikut :

Kingdom : Eubacteria

Filum : Bacterioedetes

Kelas : Bacterioedes

Ordo : Bacteriodales

Familia : Porphyromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Spesies : Porphyromonas gingivalis

Faktor virulensi

Faktor virulensi adalah faktor yang menyebabkan suatu bakteri
menjadi patogen. Faktor virulensi juga dapat dikatakan sebagai metabolit
dari suatu organisme yang penting dalam berbagai tahap siklus hidup dan
yang menjadi penyebab kerusakan pada inang. Faktor virulensi dikeluarkan
oleh bakteri saat penetrasi ke dalam inang, sehingga bakteri menjadi lebih
mudah berinvasi dan menyebabkan terjadinya kerusakan jaringan.
Kolonisasi pada inang hanya dapat terjadi apabila terdapat faktor virulensi
dari bakteri patogen yang dapat menyebabkan destruktif tulang jika
mekanisme perlindungan host terhambat. Faktor virulensi yang dimiliki P.
gingivalis adalah fimbriae, Lipopolisakarida (LPS), kapsul, asam

lipoteichoic, protease, seramida, hemaglutinin, vesikel membrane luar,
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antigen kapsuler dan hemolisin (How et al., 2016; Alibasyah et al., 2018;
Domini et al., 2019; Pudla et al., 2019; Pratiwi et al., 2020).

1y

2)

3)

4)

Fimbriae: P gingivalis memiliki fimbriae A (FimA) yang memberikan
kontribusi penting pada kolonisasi dan perlekatan bakteri ke substrat
yaitu pada plak subgingiva dan epitel gingiva. Fimbriae pada P.
Gingivalis ini memiliki sifat hidrofobik. sifat hidrofobik ini bertujuan
untuk mempermudah perlekatan pada membran sel fagosit karena sel
fagosit tersebut cenderung bersifat hidrofobik (Lee ef al., 2018; Putri et
al., 2020; Attallah et al., 2021; Vishwakarma et al., 2021). Selain itu,
fimbriae dapat menstimulasi sel inang untuk memproduksi sitokin
proinflamasi (Jia et al., 2019).

Kapsul: bakteri P. gingivalis ada yang mempunyai kapsul dan ada yang
tidak mempunyai kapsul. P. gingivalis yang memiliki kapsul lebih
virulen karena P. gingivalis yang tidak memiliki kapsul akan lebih
mudah dibunuh oleh makrofag dan sel dendritik. P.gingivalis berkapsul
memiliki kemampuan untuk memodulasi respon host dengan cara
menstimulasi sintesis sitokin proinflamasi seperti interleukin 1 (IL-1),
IL-6, dan IL-8 dari fibroblas (How et al., 2016; Attallah et al., 2021).
Lipopolisakarida (LPS): Faktor virulensi LPS pada P. gingivalis dapat
menyebabkan destruksi jaringan periodontal secara tidak langsung
akibat teraktivasinya sitokin proinflamasi seperti IL-1p, IL-6, TNFa,
dan PGE2. Selain itu, LPS dapat menghambat diferensiasi osteoblas dan
mineralisasi osteoblastic sehingga menyebabkan peningkatan jumlah
osteoklas. Pertahanan host yang tidak adekuat mengakibatkan
meningkatnya jumlah bakteri periodontal (How et al., 2016; Ayu, 2018;
Putri et al., 2020).

Asam Lipoteichoic: Asam lipoteichoic bersifat highly inflammagenic
yang dapat merangsang respon imun spesifik dan dapat berinteraksi
dengan toll-like receptor kemudian merangsang produksi sitokin dan
menyebabkan terjadinya inflamasi (Pudla et al., 2019; Hajishengallis et
al., 2020; Nunes et al., 2020).
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5) Protease: kelompok protease yang diproduksi oleh P. gingivalis terbagi
menjadi dua yaitu “trypsin-like” dan serine proteinase. Trypsin-like
pada umumnya dikenal sebagai gingipain. Gingipain adalah cysteine
proteinase yang disekresikan oleh bakteri P. gingivalis dan juga
merupakan 85% dari total aktivitas proteolitik bakteri P. gingivalis
(Septiwidyati et al., 2020). Gingipain dari bakteri P. gingivalis dapat
menstimulasi sel inang untuk memproduksi sitokin proinflamasi seperti
IL-1B dan TNF-a serta dapat menyebabkan terjadinya interaksi antara
P. gingivalis dengan sel dendritik sehingga dapat memanipulasi sel
imun (Jia et al., 2019; Putri et al., 2020).

Seramida, hemaglutinin, haemolysin, vesikel membrane luar dan
Antigen kapsuler juga merupakan faktor virulensi dari P. Gingivalis
yang juga berperan penting bagi potensi virulensi pada bakteri ini seperti
berperan pada saat terjadi perlekatan ke substrat, saat berkolonisasi,
memodulasi pertahanan host serta merusak jaringan host (Lee et al.,
2018; Domini et al., 2019).

Dari beberapa faktor virulensi yang dimiliki oleh P. gingivalis
yang paling berperan dalam menginduksi periodontitis adalah fimbriae,
gingipain, dan LPS. Faktor virulensi ini digunakan untuk menghindari
respon imun inang dan untuk menginvasi jaringan periodonsium (Jia et
al., 2019; Putri et al., 2020).

2.4 Tanaman singkong
2.4.1 Definisi

Singkong atau ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan

salah satu sumber karbohidrat di Indonesia yang menempati urutan tiga

terbesar setelah padi dan jagung. Singkong atau ubi kayu, merupakan pohon
yang dapat tumbuh sepanjang tahun karena memiliki daya adaptasi yang
tinggi terhadap kondisi berbagai tanah serta memiliki banyak manfaat.

Singkong biasanya dijadikan olahan pangan karena kandungan

karbohidratnya yang tinggi, sedangkan daunnya biasa dijadikan sayuran

(Berlian et al., 2016; Anggraini et al., 2017; Yunita et al., 2019).
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2.4.2 Taksonomi tanaman singkong

243

Kedudukan atau taksonomi tanaman singkong diklasifikasikan

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta (tumbuhan berbiji)
Subdivisi : Angiospermae (berbiji tertutup)

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Euphorbiales

Family : Euphorbiaceae

Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta crantz sin. M.utilissima

Bagian-bagian tanaman singkong

Tanaman singkong (Manihot esculenta Crantz) terdiri dari beberapa
bagian seperti akar, umbi, batang, daun, kulit, bunga dan buah (Gambar
2.4). Ubi kayu merupakan tanaman serbaguna yang memiliki banyak
manfaat pada bagian-bagian tanaman tersebut seperti batang, daun, dan
umbinya yang dapat dimanfaatkan untuk berbagai industri (Restiani et al.,

2014; Yunita et al., 2019).

Gambar 2.5 Morfologi tanaman singkong. A. Morfologi batang. B. Daun
muda (pucuk). C. Daun dewasa. D. Umbi singkong. E. Bunga jantan dan
betina. F. buah secara utuh dan buah pada Irisan melintang. G. kulit
songkong dengan irisan melintang. H. akar tanaman singkong (Restiani e?
al., 2014; Siswati et al., 2019).
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2.4.3.1 Akar dan umbi singkong
Akar pada tanaman singkong merupakan akar tunggang dengan
sejumlah cabang akar yang tumbuh dengan arah menyamping yang akan
mengalami pembesaran dan membentuk umbi (Gambar 2.5H) (Hariana,
2015; Muzakki et al., 2020).
2.4.3.2 Batang
Warna batang bervariasi tergantung dari kulit terluar, tetapi batang
yang masih muda berwarna hijau dan pada saat tua berubah keputih-putihan,
hijau kelabu atau coklat kelabu dengan diameter 2 sampai 4 cm serta
tingginya 1 sampai 4 meter (Gambar 2.5A) (Restiani et al., 2014).
2.4.3.3 Kulit
Pada umumnya, Kulit singkong terbagi menjadi lapisan epidermis
dan dermis yang diantaranya terdapat kambium yang menyebabkan umbi
dapat tumbuh dan membesar (Gambar 2.5G) (Restiani et al., 2014).
2.4.3.4 Bunga dan buah
Bunga singkong memiliki ukuran sangat kecil dan berwarna putih,
kelopak bunga tanaman singkong ini umumnya berjumlah 5 buah berwarna
hijau dan berukuran lebih besar dari ukuran bunga (Gambar 2.5E). Buah
tanaman singkong memiliki bentuk bulat bergerigi pada bagian tepi
(Gambar 2.5F) (Restiani et al., 2014).
2.4.3.5 Daun
Tangkai daun singkong menjadi perantara antara batang tanaman
singkong dan daun singkong. Tangkai daun singkong memiliki warna yang
bervariasi yaitu hijau, hijau kekuningan, hijau kemerahan, merah, ungu
kemerahan, sampai berwarna ungu dengan panjang tangkai sekitar 16-20
cm dan ruas yang pendek antar tangkai sekitar 3-5 cm. Daun singkong
merupakan bagian dari tanaman singkong yang tumbuh di sepanjang batang
pada tanaman singkong. Daun singkong memiliki warna kehijauan dan
tulang daun majemuk menjari, anak daun berbentuk elips berujung runcing
dan bagian tiap daun (cuping daun) berukuran kurang dari 5 cm yang

umumnya berjumlah 5-7 helai (Gambar 2.5B). Pertulangan daun singkong
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dari permukaan atas sampai bagian bawah pada pangkal daun berwarna
kuning. Sama halnya dengan tangkai daun singkong, daun singkong juga
memiliki warna yang bervariasi. Pucuk daun singkong dapat berwarna hijau
muda, hijau kekuningan, hijau tua, hijau keunguan dan dapat berwarna ungu
sedangkan daun singkong dewasa dapat berwarna hijau muda dan hijau tua.
Warna pada daun singkong tersebut dapat berubah menurut keadaan tempat
tumbuhnya dan terkait dengan persediaan air, nutrisi yang diserap dan
penyinaran. Pada umumnya, daun singkong yang muda (pucuk) berwarna
hijau kekuningan atau hijau keunguan sedangkan daun singkong dewasa
berwarna hijau tua atau hijau gelap (Gambar 2.5C) (Caniago et al., 2014;
Restiani et al., 2014; Kotto et al., 2020).
Kandungan dan manfaat daun singkong

Kandungan yang terdapat dalam daun singkong yaitu air, fosfor,
karbohidrat, kalsium, Vitamin A, vitamin C (asam askorbat) sekitar 27,5%,
protein, lemak, vitamin B1, zat besi, flavonoid, triterpenoid, saponin dan
tannin. (Hasim et al., 2016; Dirayati et al., 2017; Muthmainna et al., 2018;
Megawati et al., 2020). Daun singkong telah dilaporkan memiliki efek
antiinflamasi, antioksidan, antialergi, antidiabetes, antibakteri, antivirus,

dan antikanker (Solikhah et al., 2019).

2.4.4.1 Flavonoid

Flavonoid adalah kelompok polifenol yang terdiri dari 15 atom
karbon dan merupakan turunan dari 2-phenyl-benzyl-y-pyrone. Flavonoid
memiliki ikatan dengan gugus gula yang menyebabkan flavonoid bersifat
polar. Flavonoid merupakan salah satu metabolit sekunder penting pada
tumbuhan yang berperan untuk melindungi struktur sel, memberi warna,
rasa pada biji, bunga, buah dan memberi aroma pada tumbuhan serta sebagai
perlindungan dari paparan sinar UV. Dalam bidang kesehatan, flavonoid
dapat meningkatkan efektivitas vitamin C dan memiliki efek antimikroba,
antibakteri, antiinflamasi, antivirus, antijamur, antialergi, antikanker,

antidiabetes serta antioksidan (Meilawaty, 2013; Noer et al., 2016; Alfaridz
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et al., 2018; Edrizal et al., 2018; Solikhah et al., 2019; Megawati et al.,
2020).

Flavonoid dapat memberikan efek antibakteri dengan cara
menyebabkan kerusakan dan mengganggu fungsi membran sel sehingga
menghambat pertumbuhan bakteri. Flavonoid dapat membentuk senyawa
kompleks dengan protein ekstraseluler yang menyebabkan lapisan dinding
sel tidak terbentuk secara utuh dan rusaknya dinding sel. Kerusakan dinding
sel ini dapat menyebabkan perubahan permeabilitas membran sel sehingga
menghambat kerja enzim intraseluler dan air masuk ke dalam sel secara
tidak terkontrol (Pratiwi, 2016).

Flavonoid dalam daun singkong dapat berfungsi sebagai
antioksidan. Efek antioksidan yang diberikan oleh flavonoid ini dapat
mencegah penyakit kardiovaskular, kanker dan penyakit degenerasi
komponen sel lainnya yang disebabkan oleh usia (Indra et al., 2019; Andika
et al., 2020; kurniasih et al., 2022). Senyawa flavonoid sebagai antioksidan
juga diketahui dapat menghambat, menangkal, dan membuat aktivitas
radikal bebas dalam tubuh menjadi tidak aktif sehingga terhambatnya
aktivasi mediator inflamasi oleh radikal bebas. Mekanisme flavonoid
sebagai antioksidan dalam menangkal radikal bebas yaitu dengan cara
memberikan elektron pada molekul radikal bebas sehingga molekul tersebut
menjadi stabil (Hasim et al., 2016; Solikhah et al., 2019; Malik et al., 2020)

Flavonoid yang terkandung pada daun singkong dapat berperan
sebagai antiinflamasi dengan cara memblokir siklus siklooksigenase (COX)
dan lipoksigenase, sehingga terbatasnya migrasi sel radang dan tanda-tanda
klinis peradangan berkurang (Meilawaty 2013; Anggraini et al., 2017).
Siklus siklooksigenase dan lipoksigenase berperan dalam proses
pengubahan asam arakhidonat menjadi prostaglandin. Hambatan pada jalur
siklooksigenase menyebabkan terjadinya penurunan produksi prostaglandin
sehingga akan mengurangi permeabilitas vaskuler, vasodilatasi pembuluh
darah, dan aliran darah lokal sehingga terjadinya penurunan jumlah sel

radang neutrofil dan mediator inflamasi seperti IL-1, IL-6, IL.-8, dan TNF-
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a pada jaringan yang mengalami inflamasi. Flavonoid yang memberikan
efek antiinflamasi juga berpengaruh terhadap proliferasi sel fibroblas dan
menghambat sekresi enzim lisosom serta dapat menghambat degranulasi
neutrofil yang menyebabkan terhambatnya radikal bebas. Efek
antiinflamasi yang diberikan oleh flavonoid tersebut dapat menghambat
proses inflamasi sehingga proses inflamasi yang terjadi dapat berlangsung
lebih singkat (Ulviani et al., 2016; Megawati et al., 2020; Meilawaty et al.,
2020; Sa’diyah et al., 2020).

Flavonoid yang terdapat pada daun singkong mempunyai
kandungan quercetin dan merupakan polisakarida glikosaminoglikan yang
bersifat osteokonduktif sehingga dapat menstimulasi pembentukan dan
diferensiasi osteoblas serta dapat menurunkan aktivitas osteoklas dengan
cara menghambat aktivitas IL-6 (Rikomah et al.,, 2017; Megawati et al.,
2020; Sa’diyah et al., 2020). Flavonoid juga dapat bertindak melindungi
lipid membran terhadap agen yang merusak sehingga dapat menjaga
membran sel agar tidak mudah dirusak oleh bakteri dan tetap menjalankan
fungsinya dengan baik (Meilawaty, 2013).

2.4.4.2 Saponin

Saponin adalah glikosida yang banyak ditemukan dalam tumbuhan
dan mempunyai masa molekul besar. Saponin memiliki sifat larut dalam air
dan mudah rusak oleh panas. Saponin memiliki efek positif dari segi
kesehatan yaitu dapat berfungsi sebagai antioksidan, dapat menghambat
karies gigi dan agregasi trombosit. Selain itu saponin merupakan senyawa
yang mempunyai efek antiinflamasi, analgesik, antifungi, sitotoksik dan
antimikroba (Pratiwi, 2016; Gunawan et al., 2018; Andika et al., 2020;
Kurniasih et al., 2022).

Saponin dalam daun singkong berfungsi sebagai antimikroba dan
antiinflamasi. Ketika berinteraksi dengan sel bakteri, Saponin dapat
berdifusi melalui membran kemudian mengikat sitoplasma sehingga
mengganggu dan mengurangi kestabilan membran serta menyebabkan

keluarnya sitoplasma dari sel. Hal tersebut pada akhirnya dapat
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meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri sehingga terjadi hemolisis
sel bakteri dan mengakibatkan kematian bakteri. Saponin juga dikenal
memiliki efek antiinflamasi yang hampir sama dengan flavonoid.
Mekanismenya yaitu dengan menghambat kenaikan permeabilitas vascular
dan dengan memblokir jalur prostaglandin sebagai penghambat aktifasinya,
tetapi tidak memiliki pengaruh terhadap sintesisnya. Aktivitas pelepasan
prostaglandin yang terhambat ini menyebabkan keluarnya sel radang yang
dapat ditekan. Adanya saponin dalam ekstrak daun singkong diduga dapat
mengurangi lamanya fase inflamasi dan mempercepat proses penyembuhan
luka dengan meminimalisir kontaminasi bakteri sehingga mendukung
regenerasi sel-sel epitel dan jaringan ikat (Meilawaty, 2013; Pratiwi, 2016;
Ulviani et al., 2016; Aggraini et al., 2017; Megawati et al., 2020; Sa’diyah
et al., 2020).
2.4.4.3 Vitamin C

Vitamin adalah senyawa kompleks yang berfungsi untuk membantu
pengaturan atau proses metabolisme tubuh. Salah satu vitamin yang
diperlukan oleh tubuh adalah vitamin C. Vitamin C merupakan turunan
heksosa yang larut dalam air, bersifat thermolabile dan mudah teroksidasi
(Gunawan et al., 2018; Kurniasih et al., 2022).

Daun singkong mengandung vitamin C sebesar 27,5% atau sekitar
275 mg setiap 100 gr daun singkong. Vitamin C merupakan nutrisi yang
berguna untuk mencegah dan mengobati sariawan atau kelainan mulut
lainnya. Selain itu, vitamin C dapat berfungsi meningkatkan sistem imun,
memiliki peran dalam pembentukan kolagen, sebagai pencegah kanker,
antioksidan, serta dapat berfungsi sebagai antiinflamasi, (Anggraini et al.,
2017; Malik et al, 2020). Vitamin C juga berperan dalam proses
pembentukan tulang baru atau osteogenesis dengan menginduksi
mesechymal stem cell untuk mempercepat pertumbuhan dan diferensiasi

osteoblas (Sa’diyah et al., 2020; Kurniasih et al., 2022).
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2.4.4.4 Tannin

Tannin merupakan golongan senyawa polifenol yang dapat
membentuk senyawa kompleks dengan protein. Tannin banyak dijumpai
pada tanaman dengan berat molekul lebih dari 1000 g/mol. Tannin
mempunyai peranan biologis yang besar karena fungsinya sebagai
pengendap protein. Tannin telah dilaporkan dapat berperan sebagai
antioksidan dan antibakteri. Tannin bersifat sebagai antibakteri karena dapat
menghambat enzim reverse transkriptase dan DNA topoisomerase sehingga
membrane sel bakteri rusak dan sel bakteri tidak dapat terbentuk (Noer et
al., 2018; Meilawaty et al., 2020; Sa’diyah et al., 2020).

Tannin diketahui mempunyai aktifitas antioksidan yang berperan
dalam menangkap radikal bebas sehingga dapat menyebabkan kerusakan
membran sel. Hal tersebut diketahui dapat mengaktifkan histamin yang
nantinya akan menjadi mediator sel radang (Meilawaty, 2013). Antioksidan
di dalam tannin dapat berperan sebagai antiinflamasi. Antioksidan berperan
sebagai antiinflamasi dengan dua cara yaitu cara pertama dengan
menghambat produksi oksidan oleh monosit, neutrofil, dan makrofag yang
akan mengurangi pembentukan H>O» sehingga mengakibatkan
terhambatnya produksi asam hipoklorid (HOCI) dan OH. Cara kedua, yaitu
dengan menghambat secara langsung oksidan reaktif seperti radikal
hidroksi (OH) dan asam hipoklorid (Ulviani et al., 2016; Wenas et al.,
2020).

2.4.4.5 Triterpenoid

Triterpenoid merupakan salah satu zat yang sering ditemukan pada
banyak tanaman obat dan diketahui memiliki aktivitas antibakteri, antivirus,
serta dapat mengobati kerusakan pada kulit (Meilawaty, 2013). Triterpenoid
sebagai antibakteri karena dapat bereaksi dengan porin (protein trans
membran) pada membran luar dinding sel bakteri kemudian membentuk
ikatan polimer yang kuat sehingga menyebabkan rusaknya porin pada
bakteri (Rini et al., 2017). Triterpenoid berfungsi meningkatkan aktifitasi

makrofag, meningkatkan fagositosis dan memiliki peran dalam aktivitas
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antiinflamasi. Senyawa triterpenoid memiliki kemampuan menghambat

aktivitas enzim siklooksigenase dalam mengkonversikan asam arakidonat

menjadi prostaglandin sebagai mediator proinflamasi (Munir et al., 2016;

Wenas et al., 2020). Triterpenoid juga diduga dapat mengurangi adanya

radikal bebas yang merusak membran sel dan mengurangi pelepasan

mediator sel radang (Meilawaty, 2013).

2.5 Hubungan periodontitis terhadap jumlah osteoblas

Periodontitis dapat disebabkan oleh adanya pengaruh dari bakteri dan
produknya yang akan menginduksi sintesis dan sekresi dari sitokin
proinflamasi. Komponen struktur bakteri dapat merangsang terjadinya
perkembangan reaksi kekebalan pada host yang melindungi host terhadap
infeksi menjadi peristiwa kerusakan jaringan periodontal. Terdapat dua
pengaruh dari bakteri yaitu pengaruh secara langsung dan pengaruh secara tidak
langsung. Pengaruh secara langsung merupakan pengaruh dari beberapa
produksi enzim-enzim yang dihasilkan seperti protease, kolagenase,
fibrinolisin, fosfolipase A yang dihasilkan oleh bakteri P. gingivalis,
Agregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), dan Prevotella intermedia yang
dapat menyebabkan terjadinya degradasi lapisan superfisial pada jaringan
periodontal (Prasetya, 2015; Carranza et al., 2018).

Pengaruh tidak langsung merupakan pengaruh berupa mekanisme
pertahanan sel inang terhadap adanya jejas. Jejas ini berasal dari komponen
bakteri gram negatif anaerob yaitu LPS dan faktor virulensi lainnya (Prasetya,
2015). Salah satu bakteri gram negatif anaerob penyebab periodontitis adalah
P. Gingivalis. Dari beberapa faktor virulensi yang dimiliki oleh P. gingivalis
yang paling berperan dalam menginduksi periodontitis fimbriae, gingipain, dan
LPS. Faktor virulensi ini digunakan untuk menghindari respon imun inang dan
untuk menginvasi jaringan periodonsium dengan cara merangsang pelepasan
sitokin proinflamasi seperti interleukin 1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor
necrosis factor-a. (TNF-a) dan prostaglandin E2 (PGE- 2), oksida nitrat, dan
radikal bebas. Sitokin proinflamasi dapat memicu osteoklastogenesis sehingga

terjadi peningkatan jumlah osteoklas dan penurunan jumlah osteoblas. Sitokin
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proinflamasi tersebut akan bekerja dengan menginduksi sel osteoblas untuk
meningkatkan ekspresi Receptor Activator of Nuclear Factor Kp-Ligand
(RANKL) dan menurunkan produksi Osteoprotegerin (OPG). OPG merupakan
protein dari osteoblas yang berfungsi untuk mengikat RANKL. Kondisi
inflamasi yang terus berlanjut mengakibatkan produksi OPG menurun sehingga
OPG yang terbentuk akan sedikit mengikat RANKL dan RANKL mudah
berikatan dengan RANK pada prekusor osteoklas. Hal tersebut dapat
menyebabkan terjadinya resorpsi tulang alveolar (Ayu, 2018; Jia et al., 2019;
Fatimatuzzahro et al., 2020; Putri et al., 2020; Wahyu et al., 2021).
2.6 Proses remodeling tulang

Remodeling tulang adalah dua tahapan aktivitas seluler yang terjadi secara
siklik, yaitu melibatkan resorpsi tulang yang lama oleh osteoklas diikuti dengan
pembentukan tulang yang baru oleh osteoblas dengan kecepatan yang sama
sehingga masa tulang tetap konstan. Remodeling ini ditujukan untuk
memperbaiki kerusakan tulang dan mempertahankan homeostasis mineral
dengan membebaskan simpanan kalsium dan fosfor. Proses remodeling
melibatkan osteoblas dan osteoklas melalui mekanisme signal parakin dan
autokrin pada pembangkitan dan aktivitas diferensiasi. Tahap remodeling
dimulai dengan sel osteoklas melakukan resorpsi kemudian osteoblas akan
menginvasi area tersebut dan memulai proses pembentukan dengan cara
menyekresi osteoid (matriks kolagen dan protein lainnya) yang kemudian akan
mengalami mineralisasi (Kenkre ef al., 2018; Sardi et al., 2018; Carranza et al.,
2018; Edrizal et al., 2019; Iraniza et al., 2020).

Secara anatomis, siklus berlangsung dalam Basic Multicellular Unit
(BMU), yang terdiri dari osteoklas, osteoblas dan suplai darah kapiler. BMU
bertahan lebih lama dari umur osteoblas dan osteoklas di dalamnya dan
karenanya membutuhkan pengisian terus-menerus dari sel-sel tersebut yang
dikontrol oleh osteosit. Mekanisme seluler dan molekuler siklus remodeling
terjadi dengan lima tahap yaitu activation, resorption, reversal, formation dan
termination yang terjadi selama £120-200 hari di tulang kortikal dan trabecular

(Gambar 2.6) (Kenkre et al., 2018).
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Gambar 2.6 siklus remodeling tulang (Kenkre et al., 2018).
2.7 Metode ekstraksi
Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen-komponen dari suatu
tanaman dengan bantuan zat cair sebagai pelarut sehingga didapatkan senyawa
aktif dengan kemurnian tinggi yang dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti
jenis pelarut, perbandingan pelarut dengan bahan ekstraksi, waktu ekstraksi,
tekanan, suhu, ukuran partakel dan komponen bioaktif tumbuhan (Suharto et
al., 2016; Hidayah et al., 2018). Ada beberapa macam metode ekstraksi yang
sering digunakan pada proses pemisahan senyawa bioaktif dari tumbuhan yaitu
ekstraksi dengan cara dingin dan ekstraksi dengan cara panas. Ektraksi cara
dingin meliputi maserasi, dan perkolasi sedangkan ekstraksi cara panas yaitu
soxhletasi dan refluks (Novitasari et al., 2018; Safitri et al., 2018; Wiraningtyas
et al., 2020; Ningsih et al., 2020).
2.7.1 Maserasi
Maserasi merupakan cara ekstraksi sederhana dengan cara
merendam bahan dalam pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif yang
akan diambil selama beberapa hari pada temperatur kamar dan terlindung

dari cahaya untuk menarik komponen yang diinginkan dengan kondisi
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dingin atau tanpa pemanasan sehingga dapat meminimalkan kerusakan
senyawa yang bersifat thermolabil (Ruslan, 2019; Islamiah ez al., 2021).

Metode maserasi dipilih karena perlakuan yang lebih sederhana
yaitu tidak membutuhkan perlatan yang mahal, dan dapat mengekstraksi
senyawa aktif dalam simplisia dengan baik melalui perendaman tanpa
pemanasan sehingga dapat menghindari kerusakan komponen senyawa
yang labil dan tidak tahan panas (Chairunnisa et al., 2019; Ningsih et al.,
2020).

Pada proses perendaman bahan terjadi pemecahan dinding sel dan
membran sel yang disebabkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel
dengan bagian dalam sel sehingga metabolit sekunder di dalam sitoplasma
akan pecah dan pelarut akan menembus dinding sel lalu masuk ke dalam sel
yang mengandung zat aktif sehingga zat aktif tersebut akan larut dalam
pelarut (Chairunnisa et al., 2019).

Perkolasi

Perkolasi merupakan metode ekstraksi dengan mengalirkan pelarut
secara terus menerus pada sampel sehingga pelarut akan membawa senyawa
organik bersama dengan pelarut yang memungkinkan pelarut tersebut dapat
berkontak dengan luas permukaan sampel secara optimal sehingga perkolasi
ini lebih efektif untuk senyawa organik yang mudah larut dalam pelarut
yang digunakan (Hasrianti et al., 2016; Handayani et al., 2019; Silviani et
al., 2020). Pada metode perkolasi terdapat penambahan suatu pelarut untuk
mengekstrak senyawa di dalam sampel dan dilakukan pada suhu ruangan
(Hasanah ez al., 2020).

Soxhletasi

Soxhletasi merupakan metode ekstraksi yang memiliki beberapa
persamaan dengan metode perkolasi, yaitu adanya penambahan suatu
pelarut untuk mengekstrak senyawa di dalam sampel dan terdapat
pengaliran suatu pelarut melalui sampel dalam prosesnya. Metode

soxhletasi ini dilakukan pada suhu pemanasan untuk menguapkan pelarut
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sehingga dapat dilakukan berulang kali pada ekstraksi sedangkan perkolasi
dilakukan pada suhu ruangan (Hasanah et al., 2020).
2.7.4 Reflux

Refluks merupakan metode ekstraksi dengan cara panas yang
pelarutnya berada pada temperatur titik didihnya selama waktu tertentu
menggunakan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan adanya
pendingin balik. Salah satu pelarut polar yang efektif pada metode ini dan
umum digunakan yaitu pelarut air yang merupakan pelarut penting karena
dapat melarutkan banyak zat kimia (Hasrianti et al., 2016; Febriani et al.,

2020).

2.8 Metronidazole

Metronidazole merupakan antibiotik yang memiliki aktivitas terhadap
bakteri gram negatif dan gram positif anareob pembentuk spora namun
memiliki indeks terapi yang sempit (Tedjasulaksana, 2016; Herdianti et al.,
2020). Selain itu, metrinodazole juga dikenal memiliki mekanisme kerja obat
yang aktif dalam melawan parasit protozoa anaerob namun tidak efektif pada
bakteri aerob karena tidak memiliki komponen transpor elektron (Agistia et al.,
2017; Pratiwi, 2017). Dengan demikian metronidazole merupakan salah satu
pilihan utama untuk membunuh bakteri anaerob (Arianto et al., 2019).

Metronidazole merupakan antibiotik bakteriosid dengan mekanisme kerja
menghambat sintesis asam nukleat bakteri yang dapat digunakan untuk
mengobati periodontitis Kronis, pericoronitis dan NUG (necrotizing ulcerative
gingivitis). Selain itu, Metronidazole juga merupakan salah satu antibiotik yang
umum digunakan untuk perawatan penyakit periodontal serta aman digunakan
pada ibu hamil (Tedjasulaksana, 2016; Paliling et al., 2016; Tani et al., 2017,
Wijaksana, 2019).

Metronidazole yang digunakan dalam jangka panjang dapat memberikan
efek samping ringan hingga sedang seperti mulut kering, sakit kepala, timbul
rasa mual, mulut berasa logam, nyeri perut, diare, stomatitis dan neutropenia
(Tedjasulaksana, 2016; Heta et al., 2018; Ceruelos et al., 2019). Selain itu pada

beberapa kasus, penggunaan jangka panjang metronidazole dapat menyebabkan
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efek karsinogenik pada tikus, efek mutagen pada bakteri dan defek wajah pada

manusia (Wijaksana, 2019).

2.9 Kerangka konsep
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Gambar 2.7 Kerangka konsep

2.10 Penjelasan kerangka konsep

P. gingivalis memiliki faktor virulensi berupa LPS dan gingipain. LPS dan

Gingipain akan menginduksi tubuh untuk melakukan pengaktifan sel-sel imun
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seperti makrofag dan PMN untuk melakukan pelepasan mediator proinflamasi
seperti IL-1, 1IL-6, TNF-a dan PGE-2 yang dapat menyebabkan terjadinya
resorpsi tulang alveolar. PGE-2 akan bekerja dengan menginduksi sel osteoblas
untuk meningkatkan ekspresi RANKL dan menurunkan produksi OPG. IL-1
dan TNF-a berperan dalam peningkatan apoptosis osteoblas. Penurunan OPG
yang berperan mengikat RANKL untuk membentuk sel osteoblas dan
mengakibatkan RANKL berikatan dengan RANKL yang menyebabkan
pembentukan sel osteoklas. Keadaan tersebut mengakibatkan adanya
penurunan pembentukan osteoblas dan peningkatan osteoklas yang
menyebabkan terjadinya kerusakan tulang atau resorpsi tulang alveolar.

Ekstrak daun singkong (Manihot esculenta crantz) mengandung senyawa
aktif berupa flavonoid, saponin, tannin, triterpenoid dan vitamin C yang
memiliki banyak manfaat. Kandungan flavonoid, tannin dan vitamin C dalam
ekstrak daun singkong dapat perperan sebagai antioksidan yang membantu
meningakatkan sistem imun dan menangkal radikal bebas. Kandungan
Flavonoid, saponin, tannin dan triterpenoid dalam ekstrak daun singkong juga
dapat memberikan efek antibakteri dengan mengganggu dan merusak membran
sel bakteri sehingga dapat menghambat pertumbuhan dari bakteri P. gingivalis.
Selain itu, Kandungan flavonoid, saponin dan triterpenoid dalam ekstrak daun
singkong ini dapat memberikan efek antiinflamasi sehingga dapat menghambat
pelepasan mediator proinflamasi seperti IL-1, IL-6, PGE2, dan TNF-a. Keadaan
tersebut menyebabkan terjadinya penurunan ekspresi RANKL, penurunan
jumlah osteoklas, peningkatan OPG dan peningkatan pertumbuhan serta
differensiasi sel osteoblas sehingga terjadi peningkatan pembentukan tulang
alveolar (remodeling tulang alveolar).

2.11 Hipotesis

Ekstrak daun singkong (Manihot esculenta crantz) efektif meningkatkan

jumlah osteoblas tulang alveolar tikus periodontitis yang diinduksi P.

gingivalis.
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis penelitian dan Rancangan penelitian

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian eksperimental laboratoris.

Penelitian eksperimental laboratoris adalah penelitian yang dilakukan untuk

mencari pengaruh dari suatu perlakuan terhadap objek-objek yang ingin diteliti

dalam kondisi yang dapat dikendalikan. Rancangan penelitian yang digunakan

adalah the post test only control group design dengan melakukan pengukuran

melalui pengamatan atau observasi dan pencatatan secara sistematis pada

kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif, dan kelompok perlakuan

(Payadnya et al., 2018; Fatimatuzzahro et al., 2020).

3.2 Tempat penelitian

1.

Identifikasi tanaman daun singkong di Laboratorium Tanaman Politeknik
Negeri Jember.
Pembuatan ekstrak daun singkong di Laboratorium Bioscience Rumah Sakit

Gigi dan Mulut Universitas Jember

. Perlakuan pada hewan coba di Laboratorium Fisiologi, Bagian Biomedik

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

Bagian Biomedik Universitas Jember.

. Pemrosesan dan pengamatan jaringan secara mikroskopis di Laboratorium

Patologi Anatomi, Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas

Jember.

3.3 Waktu penelitian

Penelitian akan dilakukan pada Desember 2021 — februari 2022

3.4 Variabel penelitian

34.1

Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak daun singkong

(Manihot esculenta Crantz).
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Variabel terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah jumlah osteoblas pada

tulang alveolar tikus.

Variabel terkendali

Variable terkendali pada penelitian ini antara lain:

1. Kiriteria sampel yaitu tikus meliputi jenis kelamin, berat badan, usia dan
kondisi fisik tikus.

2. Bakteri P. gingivalis (ATCC 33277, Medimark, Perancis),

3. Induksi bakteri P. gingivalis pada tikus wistar jantan untuk membuat
model tikus periodontitis

4. Makanan dan minuman tikus secara ad libitum

5. Tindakan dan perlakuan hewan

3.5 Definisi operasional

3.5.1

352

Ekstrak daun singkong

Ekstrak daun singkong merupakan sediaan yang diperoleh
menggunakan metode maserasi berbentuk semisolid dengan prosedur dan
peralatan yang sederhana serta tidak dipanaskan sehingga bahan alam tidak
terurai (Paendong et al., 2022). Daun singkong diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 96% selama 3 hari dan dilakukan
pengadukan setiap 24 jam. Selanjutnya, larutan dipekatkan dengan rotary
evaporator dengan suhu 50°C dan putaran 90 rpm sehingga menjadi ekstrak
daun singkong (Sari et al., 2021).
Model tikus periodontitis

Model tikus periodontitis merupakan model tikus yang diinduksi
oleh bakteri P. gingivalis pada sulkus gingiva gingiva bagian bukal dan
lingual gigi molar pertama kiri bawah masing-masing sebanyak 0,05 ml dan
diberikan selama 14 hari setiap 3 hari sekali hingga mengalami
periodontitis. Tikus yang mengalami periodontitis ditandai dengan adanya
tanda klinis yaitu pembengkakan dan kemerahan pada gingiva. (Fadli et al.,

2016; Kurniawati et al., 2020; Shita et al., 2021).
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3.5.3 Osteoblas
Osteoblas adalah sel mononuklear yang membentuk tulang baru dan
menempel pada permukaan tulang yang memiliki bentuk pipih atau kubus
dengan inti sel satu berwana biru atau ungu gelap dan memiliki sitoplasma
yang tampak basofilik (Koraag et al., 2015; Sardi et al., 2018). Pengecatan
jaringan dilakukan menggunakan pewarnaan HE (Hematoxylin Eosin).
Jumlah osteoblas dari preparat jaringan periodontal tikus diamati di bawah
mikroskop binokuler menggunakan perbesaran 400x.
3.6 Sampel penelitian
3.6.1 Kiriteria Daun Singkong
Daun singkong yang digunakan pada penelitian ini diambil dari
ladang petani di Daerah Kreongan, Kecamatan Patrang, Kabupaten Jember.
Daun singkong yang dipetik adalah daun yang masih hijau dan dipetik pada
tangkai ke-5 dari pucuk untuk menghindari adanya kandungan sianida yang
berlebihan pada daun yang masih terlalu muda (Meilawaty et al., 2016).
Pengambilan Daun singkong dilakukan pada pagi hari agar daun singkong
masih dalam keadaan segar dan memiliki kandungan sianida yang paling
sedikit (Kurnia er al., 2013; Rikomah et al., 2017).
3.6.2 Kiriteria sampel penelitian
3.6.2.1 Kriteria inklusi
Sampel yang akan digunakan pada penelitian ini adalah tikus wistar
(Rattus norvegicus) dengan kriteria dan ketentuan sebagai berikut
(Notoadmodjo, 2018):
a. Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus)
b. Usia sekitar 2- 3 bulan dengan berat badan + 200 gram
c. Kondisi fisik tikus wistar tampak warna bulu putih bersih, dan mata
tikus normal (dalam keadaan sehat)
3.6.2.2 Kriteria Sampel Ekslusi
Ciri-ciri anggota populasi yang tidak dapat diambil sampel
(Notoadmodjo, 2018).
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a. Memiliki kelainan anatomis.
b. Tikus yang sakit sebelum perlakuan dan tikus yang mati.

3.6.3 Jumlah sampel penelitian

Jumlah sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini diambil

berdasarkan rumus Daniel (1991):

Z202
n= 22

Keterangan:
n = besar sampel minimal
o = standart deviasi sample
d = kesalahan yang dapat ditoleransi diasumsikan d=c
Z = konstanta pada tingkat kesalahan tertentu jika oo = 0.05 maka Z = 1,96
Berdasarkan rumus yang ditentukan diatas, maka jumlah
penghitungan sampel minimal adalah sebagai berikut :
n = (1,96)*
n=3,84
n = 4 (dibulatkan)
Sampel penelitian yang berjumlah 4 tersebut, ditambahkan dengan

faktor koreksi dengan rumus sebagai berikut (Akbar et al., 2008):

keterangan :

N = Besar sampel setelah dikoreksi

n = Jumlah sampel minimum

f = Perkiraan terjadinya drop out pada sampel sebesar 20% (0,20) maka
didapatkan hasil :
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Berdasarkan hasil perhitungan diatas, didapatkan jumlah sampel per
kelompok penelitian minimal sebanyak 4 ekor dengan saving sampel 1 ekor
tikus. Jumlah keseluruhan sampel pada penelitian ini sebanyak 20 ekor tikus

wistar jantan (Rattus norvegicus).

3.7 Alat dan bahan

3.7.1

3.7.2

Alat penelitian

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu masker
medis (Sensi, Indonesia), sarung tangan (Maxter, Malaysia), timbangan
hewan coba (Ohaus, USA), dental rat chair, botol minum tikus, kandang
tikus wistar, sonde oral (Schezher, Germany), rotary evaporator (Heidolph,
Germany), toples, gelas ukur (Iwaki, Indonesia), wadah, spatula, corong,
syringe 1 ml (Cosmo Med, Singapore), needle 30 gauge (Precision Glide,
USA), wadah jaringan, papan bedah, gunting bedah (Onemed, Indonesia),
Surgical blade No.1l1 (Onemed, Indonesia), scapel No. 3 (Onemed,
Indonesia), object glass, deck glass, slide warmer, embedding kaset, saining
jar, histological basket, pinset, sentrifuge, kawat ose, decycator, inkubator,
oven (Binder, Germany), pinset (Schezher, Germany), microtom (Tissue-
Tek, Japan), kain lap, tisu, tabung Erlenmeyer (Schott Duran, Germany),
blender (Miyako BL-102, Indonesia), mortar, pastel, waterbath (Memmert,
Germany), Bunsen, kuas kecil, kompor listrik, mikroskop cahaya
(Olympus, Japan), kulkas sharp, staining jar, base mould paraffin,
embedding cassete, oven, balok kayu ukuran 2x2 cm.

Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus wistar
jantan (Rattus norvegicus) sebanyak 20 ekor, makanan standar berupa turbo,
cutton bud, aquades, air mineral, sekam, cotton roll, Povidone iodine,
spirtus, ketamin, kapas, bakteri P. gingivalis (ATCC 33277, Medimark,
Perancis), alkohol 70%, 95% dan 100%, xylol, CMC 0,5%, propilen glikol
10%, etanol 96%, Hematoxylin, larutan eosin 2%, Canada balsam, buffer
formalin 10%, daun singkong, Metronidazole, minyak emersi, label,

aluminium foil, kertas saring, parafin Paraplast plus.
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3.8 Prosedur penelitian

3.8.1

3.8.2

3.8.3

3.84

3.8.5

Ethical clearance

Pengajuan kelayakan etik penelitian (ethical clearance) memenuhi
syarat kelayakan sampel penelitian menggunakan hewan coba di unit etika
dan advokasi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gajah Mada dan telah
disetujui dengan nomor 0024/KKEP/FKG-UGM/EC/2022.
Identifikasi tanaman singkong

Identifikasi pada tanaman singkong dilakukan di Laboratorium
Tanaman Politeknik Negeri Jember, untuk menentukan klasifikasi tanaman
tersebut.
Persiapan hewan coba

Persiapan hewan coba pada Penelitian ini yaitu dengan cara
memberikan masa adaptasi/aklimatisasi dengan tempat dan makanan
selama 7 hari sebelum diberi perlakuan. Masa aklimatisasi dilakukan agar
hewan coba bebas dari ketakutan dan stress jangka panjang, dengan
menciptakan lingkungan yang dapat mencegah stress (Ridwan, 2013).
Pembuatan suspensi P. gingivalis

Pembuatan suspensi P. gingivalis diawali dengan membuat media
cair sebanyak 10 ml, yaitu dari 0,37 gram BHI-B, 50 pl ekstrak yeast 1 pl
vitamin K, dan 5 pl hemin. Kemudian media cair diberi satu ose P.
gingivalis yang berasal dari pembiakan di media agar BHI-A. Setelah itu,
suspensi P. gingivalis yang didapat dimasukkan ke desiccator dan
diinkubasi selama 2x24 jam. Setelah itu, suspensi P. gingivalis diukur
konsentrasinya sehingga didapatkan 12 x 10° CFU/ml (Pujiastuti et al.,
2015; Meilawaty et al., 2020).

Pembuatan model tikus periodontitis

Model tikus periodontitis merupakan tikus wistar jantan yang
diinduksi dengan bakteri P. gingivalis pada sulkus gingiva bagian
distobukal dan distolingual gigi molar kiri rahang bawah sebanyak 0,05 ml
setiap 3 hari sekali selama 14 hari menggunakan tuberculine syringe dan

jarum dengan ukuran 30 gauge. Waktu yang diperlukan untuk membuat
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tikus menjadi model tikus periodontitis adalah selama 14 hari. Tikus
dikatakan mengalami periodontitis ditandai dengan terbentuknya poket
periodontal, terdapat resorpsi tulang alveolar dan adanya inflamasi seperti
pembengkakan dan kemerahan gingiva (Fadlil ef al., 2016; Kurniawati et
al., 2020; Sari et al., 2021)

Pembuatan ekstrak daun singkong

Pembuatan ekstrak daun singkong dilakukan mengunakan teknik
maserasi. Pembuatan ekstrak daun singkong diawali dengan mencuci daun
singkong. Kemudian dilanjutkan dengan proses pengeringan daun
singkong, tahap pengeringan ini dilakukan dengan cara meletakkan daun
singkong pada tempat dengan suhu ruang yang tidak terkena cahaya
matahari secara langsung selama +2 hari sampai daun singkong mengering
(Shita et al., 2021). Jika daun singkong belum cukup kering, dilakukan
pengeringan menggunakan oven pada suhu 40°c selama 24 jam penuh.
Setelah itu dilakukan penimbangan daun singkong yang sudah kering
kemudian daun singkong tersebut dihaluskan dan diayak menggunakan
ayakan 80 maze sehingga menjadi serbuk-serbuk halus, serbuk tersebut
dimaserasi dengan etanol 96% dengan rasio simplisia : pelarut sebesar 1: 6
selama 3 hari dan diaduk setiap 24 jam. Selanjutnya, larutan dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 50°c dan putaran 90 rpm sampai
menjadi sebuah ekstrak daun singkong (Widyaningsih et al., 2017; Sari et
al., 2021).

Pembagian kelompok hewan coba

Hewan coba yang telah sesuai dengan kriteria penelitian akan dibagi
menjadi 2 kelompok yaitu:
a) Kelompok kontrol (K1). Yaitu tikus yang tidak diberi perlakuan sama
sekali.
b) Kelompok perlakuan (P) merupakan kelompok tikus yang diinduksi bakteri
P. gingivalis, terdiri dari 15 ekor tikus, kemudian dibagi menjadi 3

subkelompok:
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1) Kelompok P1 (5 ekor tikus): tikus diberi aquades sebanyak 2 ml

sebagai kontrol negatif dan dieuthanasia pada hari ke-8.

2) Kelompok P2 (5 ekor tikus): tikus diberi metronidazole dengan

dosis 2,25 mg/kg BB secara per oral dan dieuthanasia pada hari ke-

8.

3) Kelompok P3 (5 ekor tikus): tikus diberi ekstrak daun singkong

dengan dosis 179,2 mg/kg BB secara per oral dan dieuthanasia

pada hari ke-8.

3.8.8 Pemberian ekstrak daun singkong pada model tikus periodontitis

Ekstrak daun singkong diberikan pada model tikus periodontitis

dengan cara per oral setelah tikus dinyatakan mengalami periodontitis.

Pemberian dilakukan selama 7 hari sebanyak 179,2 mg/kg BB dalam bentuk

larutan sebanyak 2 ml setiap 2 kali sehari saat pagi jam 08.00 dan malam

hari pada jam 20.00 dengan menggunakan sonde lambung. Ekstrak daun

singkong yang diberikan berdasarkan pada volume normal lambung tikus

yaitu 3-5 ml. Dosis ekstrak daun singkong yang diberikan kepada tikus,

dilakukan konversi dosis hewan coba dengan manusia. Konversi dosis

hewan coba dan manusia dapat dilihat dalam Tabel 3.1 (Wiyandani, 2016).

Tabel 3.1 Tabel Konversi Dosis Hewan Coba dan Manusia

Mencit lekus Marmot Kelinci Kucing Kera Anjing .
20 gr 200 400 gr 1.5 ke 2kg akg | 12kg | Manusia
ar = = = T0 kg
jen 1.0 7.0 12.25 27.8 297 641 | 1242 387.9
Tikus
200 gr 0.14 1.0 1.74 39 42 9.2 17.8 56.0
Marmot
400 gr 0.08 0.57 1.0 225 2.4 5.2 10.2 315
Kelinci
1.5 kg 0.04 0.25 0.44 1.0 1.08 2.4 45 14.2
Kucing
2kg 0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 2.2 4.1 13.0
Kera
dkg 0.016 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 1.9 6.1
Anjing
12 kg 0.008 0.06 0.1 022 0.24 0.52 1.0 3.1
"2“};‘:;‘“‘ 00026 0.018| 0031 0.07 0076 | 016|032 1.0

(Sumber: Wiyandani, 2016).
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3.8.8.1 Penghitungan dosis ekstrak daun singkong
Ekstrak daun singkong memiliki efek analgesik yang sangat baik

pada dosis 25,6 mg/kgBB mencit. Berdasarkan hasil tersebut maka pada
penelitian ini digunakan pula dosis yang sama setelah dikonversikan pada
dosis tikus, yaitu sebagai berikut:
Dosis ekstrak daun sigkong pada mencit = 25,6 mg/kgBB
Dosis ekstrak daun singkong pada tikus = 25,6 mg/kgBB x konstanta
konversi

= 25,6 mg/kgBB x 7,0

=179,2 mg/kgBB tikus

Berat badan tikus pada penelitian ini + 200 gram, sehingga dosis

yang didapatkan adalah:
179,2 mg : mgX = 1000 gram : 200 gram
179,2 X 200
2 =~ 1000
X = 35,84 mg/200 gram BB tikus

Dosis yang diperlukan untuk per 1 gram berat badan tikus wistar
adalah sebagai berikut:
35,84 mgX =200 gram/1 gram

__3584x1gram
a 200

X =0,1792 mg/gram BB tikus

X

Untuk volume pemberian ekstrak daun singkong adalah sebanyak
0,02 ml/gram BB tikus

0,02 ml/gram BB = 0,1792 mg/gram BB

2ml =17,92 mg

1 ml = 8,96 mg (ekstrak daun singkong)

Pelarut yang digunakan untuk melarutkan ekstrak daun singkong
adalah propilen glikol 10%, yaitu 10 gram propilen glikol dengan 100 ml
aquades.

10 gram = 100 ml
1000 mg = 100 ml
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10 mg=1ml
Jadi, pada setiap pembuatan ekstrak untuk 1 kali sondasi
mengandung 8,96 mg ekstrak daun singkong, 1 ml aquadest, dan 10 mg
propilen glikol.

Pemberian metronidazole pada model tikus periodontitis
Pemberian metronidazole pada model tikus periodontitis diberikan
secara per oral sebanyak 2 kali sehari. Dosis penggunaan metronidazole
pada manusia adalah 500 mg/kgBB, sehingga diperlukan konversi dosis
metronidazole ke tikus wistar per 200 gram berat badan (Hariyatmi, 2004):
Dosis metronidazole pada tikus = Dosis pada manusia x konstanta konversi
(0,018)
=500 mg x 0,018
=9 mg/200 grBB
= 0,045 mg/gr BB
Sehingga volume pemberian maksimal pada lambung tikus wistar
adalah sebanyak 0,02 ml/grBB
Volume pemberian pada tikus = 0,045 mg/gr BB = 0,02 ml/grBB
= 2,25 mg/1ml aquadest
Untuk melarutkan metronidazole diperlukan CMC 0,5%, pada CMC
0,5 % berarti terdapat sebanyak 0,5 gram dalam 100 ml air
100 ml = 500 mg
Iml =5mg
Sehingga, dalam 2,25 mg metronidazole dibutuhkan 1 ml aquadest
dan 5 mg CMC 0,5%

Euthanasia hewan coba

Prosedur euthanasia yang dilakukan dengan cara kimia
menggunakan ketamin pada dosis yang mematikan (lethal). Tahapan
euthanasia meliputi (Ardana, 2015; Meilawaty et al., 2020):

a. Persiapan dosis ketamin sebesar 120-150 mg/kgBB dengan injeksi

intraperitoneum (IP) menggunakan syringe 1 ml dan needle 5-8 inci.
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b. Pengambilan tikus dari kandang dengan sedikit menarik bagian
ekornya. Kemudian posisikan tikus dengan kepala lebih rendah
daripada abdomen.

c. Ketamin disuntikkan pada hewan coba dengan posisi 45 derajat dengan
abdomen (posisi jarum agak menepi dari linea alba agar tidak mengenai
organ dalam peritoneum tikus).

d. Proses euthanasia ditunggu selama 2-5 menit. Setelah itu melakukan
pemeriksaan denyut jantung dan pernapasan. Apabila tikus sudah tidak
bernapas, maka pembedahan bisa dilakukan.

e. Setelah itu dilakukan pengambilan rahang bawah tikus, kemudian
sampel tersebut dimasukkan ke dalam buffer formalin selama 24 jam
agar jaringan tidak mengalami kerusakan.

Euthanasia dilakukan pada masing-masing kelompok dengan 5 ekor
tikus pada hari ke-29 yaitu hari ke-8 setelah pemberian ekstrak daun
singkong, kemudian dilakukan pengambilan sampel jaringan dengan cara
mengambil rahang bawah tikus untuk dilakukan proses pembuatan sediaan
jaringan.

Dekalsifikasi jaringan

Proses dekalsifikasi dilakukan menggunakan larutan asam formic
untuk menghilangkan garam kalsium jaringan tulang dan gigi sehingga
menjadi lebih lunak dan memudahkan dalam pemotongan. Tahapan
dekalsifikasi dimulai dari membilas sampel yang telah direndam dalam
buffer formalin 10 % selama 24 jam dengan air bersih yang mengalir secara
perlahan-lahan. Setelah itu, sampel dimasukkan dan direndam kedalam
larutan asam formic 10 % selama 14 hari. Vibrasi dilakukan setiap hari agar
proses dekalsifikasi merata pada semua permukaan sampel. Sampel dibilas
kembali dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa-sisa bahan
dekalsifikasi (Roshida, 2017; Meilawaty et al., 2020).

Pembuatan sediaan histologi

Tahap pembuatan sediaan histologi diawali dengan melakukan

proses dehidrasi, clearing dan impregnasi. Setelah itu dilanjutkan pada
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tahapan pembuatan blok (embedding), pemotongan jaringan menggunakan
mikrotom dan Tahap pengecatan jaringan (Tim Patologi Anatomi FKG

Unej, 2007; Nofikasari et al., 2016; Fatimatuzzahro et al., 2020):

. Dehidrasi

Dehidrasi dilakukan dengan cara merendam jaringan ke dalam
alkohol bertingkat dengan konsentrasi 70%, 80%, 90%, Absolut (100%) I,
IL, III selama +60 menit untuk menghilangkan air di dalam jaringan.
Clearing

Clearing dilakukan dengan cara merendam jaringan ke dalam

larutan xylol 1, 11, dan III selama +60 menit.

. Impregnasi

Impregnasi dilakukan dengan infiltrasi paraffin dalam oven. Proses
inflitrasu paraffin dilakukan dengan suhu 600°C secara bertahap. Setelah itu,
sediaan dimasukkan ke dalam paraffin murni I, II, III, masing-masing

selama +60 menit.

. Pembuatan blok (embedding)

Pada tahap ini dimulai dari persiapan alat cetak logam berbentuk
balok bersiku diletakkan pada permukaan kaca. Kemudian alat cetak diolesi
dengan gliserin untuk mempermudah proses pemisahan alat cetak dengan
balok parafin saat telah setting. Setelah itu parafin cair dibagi dalam dua
wadah, yaitu parafin yang digunakan untuk embedding dan parafin sebagai
media agar terdapat penyesuaian temperatur pada jaringan yang akan
ditanam. Parafin cair untuk embedding dituangkan ke dalam cetakan hingga
penuh, lalu jaringan ditanamkan pada posisi yang sesuai. Apabila parafin
sudah setting, cetakan dilepaskan dan blok parafin diberi label dan siap

dilakukan pemotongan

. Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom

Pada tahap ini Balok parafin diletakkan pada mikrotom. Sebelum
memotong jaringan, Pisau mikrotom harus dalam keadaan bersih. Setelah
itu dilakukan pemasangan pisau mikrotom pada posisinya. Kemudian

lakukan pengaturan ketebalan sayaratan dengan ketebalan sayatan antara 4-
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6 mikron. Selanjutnya agar sayatan jaringan dapat mengembang dengan
baik, sayatan jaringan seperti pita tipis dipindahkan menggunakan kuas ke
atas permukaan air dalam waterbath dengan temperatur tetap berkisar 56-
60°C. Hasil sayatan tersebut dipilah terlebih dahulu dan dipindahkan di atas
objek glass lalu diberi label nama sebagai penanda sesuai dengan label
jaringan yang dipotong. Setelah itu, Sediaan jaringan dibiarkan kering
dengan menggunakan hotplate pada suhu 30-35°C minimal selama 24 jam.
6. Tahap pengecatan jaringan menggunakan pewarnaan HE
Tahap pengecatan jaringan menggunakan pewarnaan Haematoksilin-
Eosin (HE) dimulai dari tahapan Deparafinisasi dengan larutan xylol yaitu
dengan memasukkan preparat ke dalam xylol selama 3 menit lalu diulang
kembali ke wadah yang berbeda selama 3 menit. Setelah itu dilakukan
Redehidrasi menggunakan larutan alkohol 100% dan 95% masing-masing
sebanyak 2 kali selama 3 menit dalam wadah berbeda. Kemudian Preparat
tersebut dibilas dengan air mengalir selama 20 menit, untuk menghilangkan
kelebihan alkohol. Setelah dibilas, Preparat diwarnai dengan pewarna
Hematoxylin Mayer’s selama 8 menit dan Dibilas ulang dengan air.
Selanjutnya Preparat direndam eosin selama 1 menit dan dilakukan
Dehidrasi kembali dengan konsentrasi meningkat 95% dan 100% masing-
masing sebanyak 2 kali selama 3 menit dalam wadah berbeda. Kemudian,
preparat dimasukkan ke dalam xylol sebanyak 3 kali masing-masing 3 menit
dengan wadah berbeda setelah itu dilakukan mounting menggunakan cairan
Entellan lalu ditutup dengan deck glass.
3.8.13 Penghitungan Osteoblas
Pengamatan preparat jaringan periodontal tikus dilakukan
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Tiap sampel
akan diamati pada 3 lapang pandang yaitu sepertiga atas, sepertiga tengah
dan sepertiga bawah dari tulang alveolar gigi molar bawah kiri sisi bukal
dan sisi lingual. Penghitungan osteoblas dilakukan oleh 3 pengamat yang
berbeda dengan menghitung jumlah seluruh sel pada setiap lapang pandang

kemudian dijumlahkan dan dirata-rata (Wahyu et al., 2021)
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3.9 Analisis data

Analisis data dilakukan menggunakan software SPSS 26 for windows.
Data yang diperoleh dilakukan uji normalitas menggunakan Uji Saphiro-wilk
terlebih dahulu untuk mengetahui data terdistribusi normal, selanjutnya
dilakukan uji homogenitas data menggunakan Levene Test. Hasilnya data
terdistribusi normal dan homogen maka dilanjutkan dengan Uji Parametrik one-
way ANOVA. Setelah itu, dilanjutkan Uji Least Significant Difference. Uji
yang dilakukan menggunakan tingkat signifikansi sebesar 0,05 (5%) dengan
tingkat kepercayaan 95%. (Irmawartini et al., 2017; Tyastirin et al., 2017; Duli,
2019; Wahyu et al., 2021).
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Gambar 3.1 Alur penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efektivitas pemberian ekstrak daun
singkong (Manihot esculenta crantz) terhadap jumlah sel osteoblas tulang alveolar
pada tikus periodontitis yang diinduksi P. gingivalis. Penelitian ini menggunakan
20 ekor tikus Wistar yang terbagi menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. Kelompok kontrol (K1), yaitu tikus yang tidak diberi
perlakuan sama sekali. Kelompok perlakuan (P) merupakan kelompok tikus yang
diinduksi bakteri P. gingivalis, kemudian dibagi menjadi 3 subkelompok yaitu
kelompok P1, P2 dan P3. Kelompok P1, yaitu tikus yang diberi aquades. Kelompok
P2, yaitu tikus yang diberi metronidazole. Kelompok P3, yaitu tikus yang diberi
ekstrak daun singkong. Masing-masing kelompok tikus dieuthanasia pada hari ke-
8 setelah perlakuan.

Hasil pemeriksaan secara klinis pada kelompok tikus yang diinduksi P.
gingivalis disajikan pada Gambar 4.1. Gambar tersebut menunjukkan adanya tanda
periodontitis berupa pembengkakan (gambar A) dan kemerahan (gambar B) pada

gingiva.

Gambar 4.4 Gambaran Klinis tikus yang mengalami periodontitis. A) Tanda
panah kuning menunjukkan gambaran klinis berupa pembengkakan gingiva pada
tikus. B) Tanda panah kuning menunjukkan gambaran klinis berupa kemerahan
pada tikus.
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Hasil pemeriksaan radiografi pada kelompok tikus yang diinduksi P.
gingivalis ditampilkan pada Gambar 4.2. Gambaran radiografi tersebut
menunjukkan tanda periodontitis pada tikus berupa gambaran radiolusen pada
puncak tulang alveolar yang berarti tikus mengalami resorpsi tulang alveolar akibat

induksi bakteri P. gingivalis.

Gambar 4.2 Gambaran radiografi jaringan periodontal pada Kelompok tikus
diinduksi P. gingivalis. Tanda panah kuning menunjukkan gambaran radiolusen
pada puncak tulang alveolar.
Hasil dari pemotongan dan pewarnaan jaringan gigi dan periodontal

ditujukan pada gambar 4.3. gambar tersebut ialah gigi molar bawah kiri tikus
dengan pemotongan bukolingual yang diwarnai dengan pewarnaan Haematoksilin-
Eosin (HE) perbesaran 40x dan 100x. Gambar 4.3.A adalah Perbesaran 40x
menunjukkan lapang pandang jaringan gigi dan periodontal tikus secara
keseluruhan. Osteoblas kemudian dicari dengan perbesaran 100x yang dibagi
menjadi dua, yaitu bukal dan lingual. Gambar 4.3.B menunjukkan bagian yang

dilakukan penelitian yaitu bagian tulang alveolar pada tikus.
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Gambar 4.3 Gambaran histologi gigi dan jaringan periodontal dengan pewarnaan
HE. A) Gambaran histologi gigi dan jaringan periodontal perbesaran 40x. M)
Mahkota gigi, G) Gingiva, P) Pulpa, AG) Akar gigi, ML) Mukosa lingual, MB)
Mukosa bukal, TA) Tulang alveolar, LP) Lingamen periodontal, S) Sementum.
B) Gambaran histologi gigi dan jaringan periodontal dengan perbesaran 100x. a)
Gambaran tulang alveolar (bagian yang diamati), b) Gigi.
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Hasil pewarnaan Haematoksilin-Eosin (HE) untuk mengamati jumlah sel
osteoblas dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x dengan 3
lapang pandang pada sisi bukal dan sisi lingual tulang alveolar gigi molar bawah
kiri. Gambaran histologis osteoblas pada kelompok tikus yang tidak diberi
perlakuan sama sekali (kontrol) dapat dilihat pada Gambar 4.4. Gambaran preparat
pewarnaan HE pada Gambar 4.4 menunjukkan bahwa sel osteoblas ditandai sebaris
sel dengan sel yang berbentuk pipih atau kubus dengan inti sel satu berwana biru
atau ungu gelap dan memiliki sitoplasma tampak basofilik yang menempel dengan

tulang alveolar (Koraag et al., 2015; Sardi et al., 2018).

Gambar 4.4 Gambaran histologis osteoblas pada kelompok kontrol (K1) dengan
perwarnaan HE perbesaran 400x. TA) tulang alveolar, G) gigi. Tanda panah
kuning menunjukkan sel osteoblas pada tulang alveolar tikus.

Gambaran histologi sel osteoblas pada kelompok tikus perlakuan yang
diinduksi P. gingivalis dapat dilihat pada Gambar 4.5. Gambaran preparat tulang
alveolar tikus dengan pewarnaan HE pada Gambar 4.5 menunjukkan bahwa pada
kelompok tikus perlakuan yang diinduksi P. gingivalis mengalami resorpsi tulang
alveolar. Pada gambar tersebut menunjukkan adanya sel osteoblas ditandai sebaris
sel yang menempel dengan tulang alveolar berada pada bagian yang mengalami
resorpsi, pada area ini mulai terjadi proses remodeling tulang tahap awal formation

(Kenkre et al., 2018; Sardi et al., 2018).
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Gambar 4.5 Gambaran histologis osteoblas pada bagian yang mengalami resorpsi
tulang alveolar kelompok tikus perlakuan dengan perwarnaan HE perbesaran
400x. A) kelompok perlakuan yang diinduksi bakteri P. gingivalis dan diberi

aquadest (P1); B) kelompok perlakuan yang diinduksi P. gingivalis dan diberikan
metronidazole (P2); C) kelompok perlakuan yang diinduksi P. gingivalis dan

diberi ekstrak daun singkong (P3). TA) tulang alveolar, LP) ligament periodontal.
Tanda panah kuning menunjukkan sel osteoblas

Hasil penghitungan jumlah osteoblas dari seluruh kelompok disajikan pada
Tabel 4.1 dan Gambar 4.6. Gambar dan tabel tersebut menunjukkan bahwa urutan
nilai tertinggi sampai urutan dengan nilai terendah yaitu kelompok perlakuan yang
diberi Metronidazole, kelompok perlakuan yang diberi Ekstrak daun singkong,

Kelompok kontrol, dan kelompok perlakuan yang diberikan aquadest.

Tabel 4.1 Rata-rata jumlah sel osteoblas tulang alveolar tikus

Kelompok N X+SD
Kelompok kontrol (K1) 5 17,0+2,6
Kelompok Perlakuan (P1) 5 12,4+1,5
Kelompok Perlakuan (P2) 5 21,522
Kelompok Perlakuan (P3) 5 19,9+0,9

Keterangan :

N: Jumlah Sampel

X: Rata-rata hasil perhitungan Osteoblas

SD: Standar Deviasi

K1: Kelompok tikus yang tidak diberikan perlakuan sama sekali

P1: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi aquadest

P2: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi metronidazole

P3: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi ekstrak daun singkong
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Jumlah Osteoblas
25
20
15
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0 =

m Kelompok Kontrol (K1) Kelompok Perlakuan (P1)
Kelompok Perlakuan (P2) = Kelompok Perlakuan (P3)

(9]

Gambar 4.6 Diagram jumlah sel osteoblas tulang alveolar tikus

4.2 Analisis data

Data hasil penelitian dilakukan uji normalitas dengan uji Shapiro-Wilk dan
homogenitas dengan uji Levene. Hasil uji Shapiro-Wilk menunjukkan semua data
terdistribusi normal dengan nilai p > 0,05 (lampiran 4). Selanjutnya, hasil uji Levene
menunjukkan data homogen dengan nilai p > 0,05 (lampiran 4). Oleh karena data
berdistribusi normal dan homogen, sehingga dilanjutkan dengan uji parametrik one

way anova. Hasil uji one way anova ditampilkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil uji one way anova osteoblas pada tulang alveolar tikus

Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 238.241 3 79.414  22.353 .000
Groups
Within 56.844 16 3.553
Groups
Total 295.086 19

Hasil uji one way anova menunjukkan nilai p sebesar 0,00 yang berarti
bahwa terdapat perbedaan bermakna pada seluruh kelompok (p<0,05). Kemudian
dilanjutkan dengan uji statistik LSD. Hasil uji LSD ditampilkan pada Tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Hasil uji LSD Sel osteoblast pada tulang alveolar tikus

Kelompok K1 P1 P2 P3
K1 - 0,001* 0,002* 0,027*
P1 - 0,00%* 0,00*
P2 - 0,198
P3 -
Keterangan :

(*): Perbedaan bermakna (p<0,05)

K1: Kelompok tikus yang tidak diberikan perlakuan sama sekali

P1: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi aquadest

P2: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi metronidazole

P3: Kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis dan diberi ekstrak daun singkong
Berdasarkan uji Post Hoc Least Significant Difference (LSD) didapatkan

perbedaan yang bermakna pada jumlah osteoblas dari beberapa kelompok, ditandai

dengan nilai signifikansi p<0.05 kecuali pada kelompok P2 terhadap kelompok P3.

4.3 Pembahasan

Penelitian ini membahas mengenai efektivitas pemberian ekstrak daun
singkong (Manihot esculenta crantz) dalam meningkatkan jumlah sel osteoblas
tulang alveolar pada tikus periodontitis yang diinduksi P. gingivalis. Dalam
penelitian ini metode yang dipilih dalam menyebabkan inflamasi adalah dengan
cara menginjeksikan P. gingivalis pada sulkus gingiva tikus wistar. Hal ini
disebabkan karena P. gingivalis memiliki beberapa faktor virulensi yaitu fimbriae,
gingipain dan lipopolisakarida (LPS) dan faktor virulensi lainnya yang dapat
melakukan penetrasi pada jaringan gingiva dan menyebabkan kerusakan jaringan.
Faktor virulensi ini merupakan suatu kelompok metabolit yang digunakan untuk
menghindari respon imun inang dan untuk menginvasi jaringan periodontal dengan
cara merangsang pelepasan sitokin proinflamasi seperti interleukin-1p (IL-1p), IL-

6, tumor necrosis factor-o. (TNF-a) dan eikosanoid yaitu prostaglandin (PGE2).
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Prostaglandin dan sitokin proinflamasi yang diproduksi tersebut mengakibatkan
destruksi jaringan periodontal dengan cara menstimulasi pembentukan dan
peningkatan aktivitas osteoklas serta penurunan jumlah dan aktivitas osteoblas.
Jumlah koloni bakteri dan kemampuan melawan pertahanan imun dari host, serta
menghasilkan produk yang dapat memicu kerusakan jaringan merupakan faktor
keberhasilan virulensi (Ayu, 2018; Jia et al., 2019; Putri et al., 2020; Wahyu et al.,
2021).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun singkong (Manihot
esculenta Crantz) dapat meningkatkan jumlah sel osteoblas tulang alveolar pada
tikus periodontitis yang diinduksi P. gingivalis. Hasil jumlah perhitungan yang
telah dilakukan diperoleh bahwa jumlah osteoblas pada kelompok yang diberikan
metronidazole dan kelompok yang diberikan ekstrak daun singkong menunjukkan
hasil jumlah osteoblas lebih banyak jika dibandingkan dengan kelompok diinduksi
P. gingivalis yang diberi aquadest dan kelompok kontrol. Hal ini dibuktikan dengan
hasil uji LSD yang menunjukkan perbedaan yang bermakna.

Hasil Uji LSD menunjukkan kelompok tikus yang diinduksi P. gingivalis
diberi aquadest berbeda signifikan dengan kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan
bahwa pada kelompok diinduksi P. gingivalis yang diberi aquadest tidak mampu
meningkatkan jumlah sel osteoblas. Rata-rata jumlah osteoblas kelompok
perlakuan diberi aquadest menunjukkan hasil berbeda bermakna dengan kelompok
kontrol (normal). Penurunan jumlah osteoblas ini terlihat dengan membandingkan
rata-rata kelompok perlakuan yang diberi aquadest sebanyak 12,4 dengan
kelompok kontrol sebanyak 17,0. Hal tersebut menunjjukkan bahwa penurunann
jumlah osteoblas yang cukup besar. Hal ini dikarenakan PGE-2, IL-1 dan TNF-a
yang terbentuk selama terjadinya inflamasi berperan dalam peningkatan apoptosis
osteoblas dan prekusornya sehingga dapat menurunkan produksi osteoblas. PGE-2
akan menginduksi osteoblas memproduksi RANKL dan menurunkan produksi
osteoprotegerin (OPG) yang mengakibatkan RANKL berikatan dengan RANK
sehingga menyebabkan pembentukan osteoklas dan penurunan jumlah osteoblas
(Chen et al., 2018; Fatimatuzzahro et al., 2020). Pemberian aquadest bersifat netral

dan tidak memberikan efek apapun sebagai antibakteri ataupun antiinflamasi
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sehingga Ketika diberikan perlakuan berupa induksi bakteri P. gingivalis sampai
mengalami periodontitis, kelompok perlakuan yang diberi aquadest tersebut
mengalami penurunan jumlah osteoblast karena tidak adanya efek terapi dalam
mengobati periodontitis pada aquadest (Gerung et al., 2021).

Pada kelompok perlakuan yang diberi metronidazole berbeda signifikan
dengan kelompok kontrol dan dengan kelompok perlakuan yang diberi aquadest.
Hal ini menunjukkan bahwa kelompok diinduksi P. gingivalis yang diberikan
Metronidazole dapat meningkatkan jumlah sel osteoblas dibandingkan kelompok
diinduksi P. gingivalis yang diberi Aquadest. Peningkatan jumlah osteoblas ini
terlihat dengan membandingkan rata-rata jumlah osteoblas pada kelompok
perlakuan yang diberi aquadest sebanyak 12,4, kelompok kontrol sebanyak 17,0
dan dengan kelompok perlakuan yang diberi metronidazole sebanyak 21,5. Hal
tersebut menunjukkan adanya peningkatan jumlah osteoblas yang cukup besar. Hal
ini dikarenakan metronidazole memiliki sifat bakterisid yang efektif membunuh
bakteri anaerob yang biasanya mendominasi pada penyakit periodontal seperti
periodontitis dengan cara berdifusi ke dalam organisme, menghambat sintesis
protein dan berinteraksi dengan DNA bakteri yang menyebabkan hilangnya struktur
DNA heliks dan kerusakan untai DNA pada bakteri sehingga terjadi hambatan
sintesis DNA yang menyebabkan kematian pada bakteri. Kematian bakteri ini
membantu mencegah kolonisasi bakteri berlebih agar tidak terjadi infeksi yang
lebih parah sehingga fase inflamasi terjadi dalam waktu lebih singkat (Atiqah et al.,
2021; Faizah et al., 2021; Rismadianti et al., 2022).

Hasil perhitungan rata-rata jumlah osteoblas kelompok perlakuan diberi
ekstrak daun singkong menunjukkan hasil berbeda signifikan dengan kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan yang diberi aquadest. Peningkatan jumlah
osteoblas ini terlihat dengan membandingkan rata-rata jumlah osteoblas kelompok
perlakuan yang diberi aquadest sebanyak 12,4, kelompok kontrol sebanyak 17,0
dan dengan kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun singkong sebanyak 19,9.
Hal tersebut menunjukkan pada kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun
singkong juga terdapat peningkatan jumlah osteoblas yang cukup besar sehingga

dapat dikatakan kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun singkong mampu



50

meningkatkan jumlah osteoblas. Hal ini didukung dengan hasil uji LSD kelompok
perlakuan yang diberi ekstrak daun singkong memiliki hasil tidak berbeda
signifikan dengan kelompok perlakuan yang diberi metronidazole. Sehingga dapat
dikatakan bahwa ekstrak daun singkong memiliki efek yang hampir setara dengan
metronidazole. Metronidazole merupakan obat antibakteri yang menjadi drug of
choice dari penyakit periodontal dengan cara menghambat sintesis DNA asam
nukleat bakteri penyebab periodontitis. Sedangkan, pada kelompok tikus yang
diberi ekstrak daun singkong terdapat senyawa aktif yaitu flavonoid, tritepenoid,
saponin, dan tanin. (Tedjasulaksana, 2016; Paliling et al., 2016; Tani et al., 2017;
Wijaksana, 2019; Meilawaty et al., 2020)

Kandungan daun singkong yang berperan sebagai antibakteri yaitu flavonoid,
Saponin, tannin dan triterpenoid yang diduga mampu mengurangi jumlah bakteri
periodontal pada sulkus gingiva sehingga inflamasi yang terjadi dapat berlangsung
lebih singkat. Sementara itu, flavonoid, saponin dan triterpenoid juga dapat
bertindak sebagai antiinflamasi yaitu dengan cara menghambat kerja asam
arakidonat melalui enzim siklooksigenase (COX) sehingga dapat menghambat
pelepasan mediator proinflamasi seperti IL-1, IL-6, TNF-a dan PGE2. PGE2 dapat
menginduksi sel osteoblas untuk menghasilkan Receptor Activator of Nuclear
factor Kappa-B Ligand (RANKL) dan menghambat produksi osteoprogerin (OPG).
OPG berikatan dengan RANKL untuk memblokir ikatan antara RANKL dengan
Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B (RANK). Aktivitas penghambatan
PGE2 menyebabkan terjadinya penurunan ekspresi RANKL, penurunan jumlah
osteoklas, peningkatan OPG dan peningkatan pertumbuhan serta differensiasi sel
osteoblas sehingga terjadi peningkatan pembentukan tulang alveolar. Mekanisme
tersebut yang mengakibatkan meningkatnya jumlah sel osteoblas (Soleha et al.,

2016; Fatimatuzzahro et al., 2020; Wahyu et al., 2021).
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BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini yaitu ekstrak daun singkong
(Manihot esculenta crantz) efektif meningkatkan jumlah osteoblas pada tikus

wistar yang diinduksi Porphyromonas gingivalis.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan:

1. Perlu dilakukan penelitian tentang kandungan senyawa aktif dari ekstrak
daun singkong (Manihot esculenta Crantz) yang dapat meningkatkan
jumlah osteoblas pada tulang alveolar model tikus periodontitis.

2. Perlu dilakukan penelitian tentang pemberian ekstrak daun singkong
(Manihot esculenta Crantz) dengan waktu yang lebih lama, sehingga dapat

dilihat peningkatan osteoblas secara lebih optimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alat dan bahan penelitian

—

| Tikus Wistar jantan

Metronidazole

Porphyromonas Wadah air
gingivalis minum tikus

Rat dental Pinset, plastic filling instrument, gunting bedah, Surgical
blade No.11 dan scapel No.3




Microtom

Automatic Tissue

processing

Kompor listrik

Slide warmer

Staining Jar

Cassete
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Aquadest
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Gelas ukur, wadah,

dan spatula

Base mould
parafin

Tabung reaksi
dan spatula

Balok kayu

Sonde lambung

Needle 30
gauge

Makanan
tikus (turbo)

Timbangan

saringan

Buffer
formalin




Keterangan gambar:
1. Xylol

2. Etanol

3. formic acid

4. Entelan

5. Paraffin wax

6. Alkohol

7. Pewarna hematoxilin
8. Eosin

9. Deck glass

10. Microscope slide

Lampiran 2. Prosedur penelitian

2.1 Pembuatan Ekstrak Daun Singkong

66



2.1.2 Penimbangan dan pencucian Daun Singkong

67
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2.1.5 Pengadukan Serbuk Halus dan dilakukan Maserasi Selama 3 Hari Dengan

Pengadukan Setiap 24 Jam

—~—

2.1.7 Ekstrak Daun Singkong




2.2 Pembuatan Dosis Daun Singkong, Metronidazole Dan Aquades
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2.5 Aplikasi Ekstrak Daun Singkong, metronidazole, dan aquadest
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2.8 Pembuatan Sediaan Histologi

Pemberian
gliserin

Pemrosesan

jaringan

Pemotongan
dengan microtom

Hasil potongan dipindahkan ke
waterbath

Sediaan jaringan
dibiarkan kering pada
slide warmer minimal 12
jam
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2.9 Pewarnaan jaringan

Deparafinisasi dengan xylol Pewarnaan dengan Hematoxylin
dan redehidrasi dengan alkohol Mayer’s selama 8 menit dan

dibilas air mengalir

Pewarnaan Dehidrasi dengan alkohol 95% dan alkohol 100%
dengan eosin kemudian dimasukkan kedalam xylol
selama 1 menit

2.10 Pengamatan

Ve




2.11 Hasil Pengamatan Gambar Histologi Osteoblas
2.11.1 Kelompok K1: Kelompok Kontrol
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2.11.3 Kelompok P2: Kelompok perlakuan yang diberi Metronidazole

2.11.4 Kelompok P3: Kelompok perlakuan yang diberi Ekstrak daun singkong

Keterangan:

B1: Lapang pandang bukal 1
B2: Lapang pandang bukal 2
B3: Lapang pandang bukal 3
L1: Lapang pandang Lingual 1
L2: Lapang pandang Lingual 2
L3: Lapang pandang Lingual 3



Lampiran 3. Hasil perhitungan Osteoblas
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Rata-Rata
Hasil Kelompok
Kelompok | Sampel Bukal Rata- Lingual Rata- Rata-
rata Rata Rata
Bukal Lingual | Sampel
1| 2| 3 1| 2| 3
1 1917 (21] 190 [23]22]20| 21,7 20,3
2 16|18 |21] 183 [16]12]13| 13,7 16,0
Kelompok
Kontrol 3 21022021 213 [19]14[15| 16,0 18,7 17,0
(K1)
4 1411717 ] 160 [20]12]17] 163 16,2
5 1411017 13,7 |16 13|12 13,7 13,7
1 1411314 13,7 |10] 9| 6| 83 11,0
2 17| 9| 8| 11,3 [15]10]10] 11,7 11,5
Kelompok
Perlakuan 3 20(13] 8| 13,7 |13] 8| 8| 97 11,7 12,4
(P1)
4 1715012 147 [11]14]11| 120 13,3
5 1714 ]15] 153 | 15|13 |13 | 13,7 14,5
1 22 (24|14 200 |20|16[23| 197 19,8
2 3412029 27,7 | 18|28 | 19| 21,7 24,7
Kelompok
Perlakuan 3 2521 119] 21,7 |26|24 |18 | 22,7 222 215
(P2)
4 1812024 20,7 [19]17 17| 177 19,2
5 18121 15| 180 25|28 22| 250 21,5
1 21117 20] 193 |17 ]20] 18| 18,3 18,8
2 2212120 21,0 |21|19]20] 18,0 19,5
Kelompok
Perlakuan 3 21119 (23| 21,0 | 1918 |17 | 18,0 19,5 19.9
(P3)
4 23 (2121 ] 21,7 [22]19[19| 20,0 20,8
5 24 (21|22 223 |21 [17]20] 193 20,8




Lampiran 4. Analisis Data

4.1 uji Shapiro-Wilk
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Tests of Normality
Kelompok Kolmogorov- Shapiro-Wilk
Smirnov?*
Statistic | df Sig. Statistic | df | Sig.
Osteoblas | kelompok 219 5 | .200 965 5 | .842
kontrol (K1)
Kelompok 285 5 | .200° .899 5| .403
perlakuan (P1)
kelompok .180 5 | .200° 948 5| .726
perlakuan (P2)
Kelompok 266 5 | .200° .858 5 ( .220
perlakuan (P3)
a. Lilliefors Significance Correction
4.2 Uji Homogenitas Levene
Test of Homogeneity of Variances
Levene df1 df2 Sig.
Statistic
Osteoblas | Based on Mean 1.693 16 209
Based on Median .899 16 463
Based on Median .899 11.935 470
and with adjusted
df
Based on trimmed 1.708 3 16 206
mean
4.3 uji one way anova
ANOVA
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between Groups 238.241 3 79.414 22.353 .000
Within Groups 56.844 16 3.553
Total 295.086 19




4.4 Uji Least Significant Difference

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Hasil

LSD
@D (J) Kelompok Mean Std. Sig. 95% Confidence
Kelompok Difference Error Interval
(-J) Lower Upper
Bound Bound
kelompok Kelompok 4.5800" 1.1921 .001 2.053 7.107
kontrol perlakuan (P1)
(K1) kelompok -4.5000" 1.1921 .002 -7.027 -1.973
perlakuan (P2)
Kelompok -2.9000" 1.1921 .027 -5.427 -.373
perlakuan (P3)
Kelompok | kelompok -4.5800" 1.1921 .001 -7.107 -2.053
perlakuan kontrol (K1)
(P1) kelompok -9.0800" 1.1921 .000 -11.607 -6.553
perlakuan (P2)
Kelompok -7.4800" 1.1921 .000 -10.007 -4.953
perlakuan (P3)
kelompok kelompok 4.5000" 1.1921 .002 1.973 7.027
perlakuan kontrol (K1)
(P2) Kelompok 9.0800" 1.1921 .000 6.553 11.607
perlakuan (P1)
Kelompok 1.6000 1.1921 .198 -.927 4.127
perlakuan (P3)
Kelompok | kelompok 2.9000" 1.1921 .027 373 5.427
perlakuan kontrol (K1)
(P3) Kelompok 7.4800" 1.1921 .000 4.953 10.007
perlakuan (P1)
kelompok -1.6000 1.1921 198 -4.127 927
perlakuan (P2)

*_ The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 5. Surat identifikasi tumbuhan

Kode Dokunen : FR-AUK-D64
Reved 0

KEMENTERIAN PENDINKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOGH
POLITERNIK NEGERIJEMBER
UPT. PENGEMBANGAN PERTANIAN TERFADU
Jaban Maswip mm s 104 Jesrdecr = OK101 I'clpy. (0331) 333532 « 333534 Faw (03313333531
E-mail ¢ Palijoapelifeoc it Web Site = bipdaww. Pelijeacid

SURAT KE IDE SET N
No: 161/PL17.8/PG2021

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan | Fakudins Kedokteran Gigi Universitas Jember No:
4S78UN2SSPG2021 perihal Permobonan Jdentifikasi Tanamas dan berdasarkan hasil

pengamatan pods spesimen wenbulan yang dikirimkan ke UPT. Pengembangan Pertanlan
Terpadu, Polissknik Neged Sember aleh:

Nama : Amealin Nur [lzhi
NIM 181610101108

JurFak/PT - Fakultss Kedokteran Gigl! Universisss Jember

meka dopal dissmpaikan hesilaya bahwa spesimen tecsebut di bawah ini (teclampir) adalah:

KingdanyRegmem.: Plantae; Devisior Spwmaroplote; Sub  Devisio:Magnaliophyta, Kelos:
Magnoltopsida; Ordo: Ewphordiaies, Fawill: Euphorbiacece. Gerus: Momihor:  Spesies:
Manthor excalenta, Crantz

Demikinn samt keterangan ink dibuat untvk digunakan sehagaimana mestinya.

oy Prseryo, S.PL MP, TPM
5 197106212001 121001
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Lampiran 6. Ethical clereance

KOMISI ETIK PENELITIAN
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGIUNIVERSITAS GADJAH MADA

Sekretariat: Fakultas Kedokteran Gigi UGM JI. Denta Sekip Utara Yogyakarta
Telp. 081239447900

SURAT KETERANGAN
No.0024/KKEP/FKG-UGM/EC/2022
Setelah Tim Etik Penclitian Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada mempelajari
dengan seksama rancangan penelitian yang diusulkan:

Judul ¢ EFEKTIVITAS EKSTRAK DAUN SINGKONG (Manihot
Esculenta Crantz) TERHADAP JUMLAH OSTEOBLAS PADA
TULANG ALVEOLAR TIKUS PERIODONTITIS YANG
DIINDUKSI Porphyromonas gingivalis

Peneliti Utama : Amelia Nur lahi

Penanggung Jawab Medis  :  drg. Amandia Dewi Permana Shita, M.Biomed

Unit/Lembaga ;. Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Tempat Penelitian : Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Maka dengan ini menyatakan bahwa proposal penelitian tersebut telah memenuhi syarat atau laik
etik. Akan tetapi mengingat saat ini baru kondisi pandemi COVID-19, maka surat laik etik akan kami
terbitkan setelah kondisi dinyatakan aman oleh Pemerintah.

Yogyakarta, 21 Februari 2022

Wakil Dekan Bidang Penelitian, Pengabdian Ketua Komisi Etik Penelitian FKG UGM
o %ia Masyarakat dan Kerjasama
A
(y s }/D

e, [
}gﬁﬂhmm Wahyu Utami , MDSc., Ph.D Prof. Dr.drg. Pinandi Sri Pudyani, SU., Sp.Ont(K)




Lampiran 7. Surat keterangan tikus sehat

DOKTER HEWAN
Db Mshammad Jundi Mabarak
N SIPDRH SOVALS00S, BS99 2000

.nw—nm.mmm—m

Telp. (M1227) 85473

Nomer 0103509041 12021

vqmcmqmjumm-—
uns—ummmmmmmmsnmw».n
Rars Kamsis tanggal 4 November 2021 pubud 10 50 WIS & Kok §ewan Dinas Ketabanas
Pasgan e Potormabae Kabupeten lember [hvsa Kebossan Kecamatin Sembersan
Kadopaton Jember_ telab melbvkian pomeniasan pads
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e
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Memyatakas hewas-bowan wnebit & s SEHAT sccarn Mimis dan tidsh merusyuhian
tands-tands poayakit semalar

Kot Nama Pencln - Sofinetir Kohituh, Mara Lestan, bome Mohammad Asen Masaya,

Judut

Al

Octaviara N 'S Salsabnl Falakhed Khiyyn, Amehs Nor liabi
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Potemn Floeral Dawn Singhong ( Liimdn s excrkowso ) Terhadsp
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Lampiran 8. Surat sertifikat bakteri P.gingivalis

Thermo

SCIENTIFIC

Certificate of Quality

Product Name: P. gingivalis ATCC 33277 PK/5 Product Number: R4609008
Lot Number: 779573 Expiration Date: 2021-06-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820.
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for pure growth following the
appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is consi with doc! d referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:
Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits, Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/loop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Negative Rod Biochemical Profile: Remel RapID ANA TI
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

Signed

%Yﬂm

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, 800-255-6730, 913-888-0939, www.remel.com www.remel.com Page 1 of 1
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Lampiran 9. Surat izin laboratorium bioscience

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOG!
UNIVERSITAS JEMBER

RUMAH SAKIT GIGI DAN MULUT
JI Kndimantan 37 Jomber, Tolp, 0331-325041

SURAT KETERANGAN
Nomor. 2021112600022

Yang bertanda tangan dibawah ini ;

Nama © Mulyaningsih, A Md,
NIP 197501092003122001
Pangkat/Gol. - Penata Muda Tk. | / lil-a

Menerangkan dengan sesungguhnya bahwa :

Nama . Amelia Nur lahl,
NIM 16161010108
Asal Instansi . Fakultas Kedokieran Gigi Universitas Jember

Telsh melaksanakan penalitian di Laboratorium Bicscience Rumah Sakit Gigi dan
Mulut Universitas Jember

Demikian sural keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Jember, 26 November 2021

NIF=87501 092003122001



Lampiran 10. Surat izin laboratorium Hewan

FORM 01 SURAT IJIN KERJA PENELITIAN

BAGIAN BIDMEDIE FAKULTAS EEDORETERAN GIGI

UNIVERSITAS JEMEBER Form 01

J1 EKalimantan no. 37-Kampo: Bumi Tegal Boto Jember 63111
Telp. (0331) 323534

Yane berfands fangan & bawah ini bermaksud mengaiukan permohonan 3jin melakian
penelitian di Bagian Biomedik Fakuitas Fedokieran Gigl Universias Jensher
1. Mama lengkap (beserta gelar) : Amelia Fur ilahi

1. NIM/NIP r1E1610100108

3. Abwrat fopisili : . Batraden 1 Mo, 52

4. TelpHP D OE1250T0E4]

5. Fakulta:/Prodi : Fakultas Kedokteran Gig

6. UniverstasTrstnsi : Universitas Tamber

7. Lama Pereltian : Movember 2021 hingza selesai

£ Judul Pepelitian > Efektiviian Flntrak Damn Smpgkong (Adarsior Facedenng Craiz)

Tathadap Jumilah Ostechlan Pads Tulwmg Ablveolar Tidms
Pariodomiztis Yang Diindeksr Forpinromonses Cmghaelts

0. Pemhanhing 1. drg Amandia Diewi Permana Shita. M Biomad
2. drg. Zahara Meilawaty, M Easg
10 Ljin penelitian & Lab : Laberaiorinm Hewan FEG Universitas fember

Diemikian permohonan ijin saya sampaikan dan savs bersedian menfaati s peraturan
dan ketersuan dan Bagian Biemedik FEG Univerzitas Jember.
Jember, | Nowvember 1021
Eetua Bagian Biomedik Pemohon
FE(G Universitas Feniber

Qﬂﬂiﬁw

{drg. Zahara Meitawaty, M Eas) Amelia Nur ilabi



84

Lampiran 11. Surat izin laboratorium Mikrobiologi

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,

RISET, DAN TEKNOLOGI

UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
Jalan Kalimantan 37, Kampus Tegal Boto J ember 68121
Telepon (0351) 333536, 331743 Faksimili (0331)33199)

Laman fkg unej ac.id; email; thg@une). g
Nomor : S3 28 JUN2SBPGR02L R
Peribal *ljin Penclitian A9 kv 2001

Kepada Yth
Kepala Laboraterium Biomedik Kedokteran Gigi
FRG Universitas Jember
-
Jember

Dalam mngka penclitian, maka dengan homat kami mohon bantwan dan kesedinanmyn untuk
membenkan Ljin Penclitian bagi Mahasiswa kam:

| Nama Amelia Nur llahi

2 NM 1BI610101108

3 SemesterTabun Akademik V20212022

4  Fakultas - Kedokteran Gigt

5§ Alamarl ¢ Jalan Baturaden 1 No. 52, Sumbersan, Jember

fi |okasi Penelitian ¢ Laboratorium Mikrobiologi FKG $niverutos Jember

7 Judul Pemelitian . Efektivitas Eksiak Do Singkong  (Mawboy  Escudonsa
Crumez) Terhadep Jumlsh Ostooblas Padn Telang Alveolar
Tikus  Penodossitis  yang  Dimsduks  Poarphyromanas
Cranmgivantls

8  Dosen Pembembing . drg. Amandia DPS, M Bomed
drg. Zahara Meilawaty, M Kes

9 Tujusn Penclitian Untuk sterilisasi ependove untuk bakten Porploramonas
gimgrvalis

10 Alat yang digunakan © Alat sterilisasi ependove Porphyrowsanas gingevaiis

11 Wakw . November - Desember 2021

Demikian alas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasib
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Lampiran 12. Surat izin laboratorium Histologi




