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Aterosklerosis merupakan proses patologis kompleks yang mengacu pada
pembentukan plak ateroma pada lumen pembuluh darah. Aterosklerosis yang terjadi
pada pembuluh koroner akan terjadi Penyakit Jantung Koroner (PJK) yang
merupakan penyakit yang paling mematikan di dunia, termasuk juga di Indonesia.
Proses inflamasi dan stress oksidatif memiliki peranan penting dalam patogenesis
aterosklerosis dan pada saat ini terdapat paradigma yang dihubungan dengan
periodontitis. Diperlukan suatu bahan yang memiliki potensi dalam penghambatan
pembentukan lesi aterosklerosis dan salah satunya yang memiliki potensi tersebut
adalah kopi.Terdapat dua tipe kopi yang memiliki senyawa bioaktif yang berpotensi
yaitu kopi robusta dan kopi arabika.Penelitian ini bertujuan mengidentifikas efek
konsumsi kopi arabika dan robusta terhadap pembentukan lesi aterosklerosis koroner
pada model tikus periodontitis.

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimen laboratoris dengan
rancangan the post test only control group design. Penelitian ini telah disetujui oleh
Komite Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Jember.Obyek penelitian
adal ah tikus wistar jantandengan 4 tikus dalam tiap kelompok dan Hewan coba dibagi
menjadi 4 kelompok secara acak, yaitu: kelompok | merupakan kelompok kontrol,
kelompok Il merupakan kelompok periodontitis,kelompok 111 merupakan kelompok
periodontitis dan kopi robusta, dankelompok IV merupakan kelompok periodontitis
dankopi arabika.

Pembuatan model tikus periodontitis dilakukan dengan cara injeksi 0,05 ml
Porhpyromonas gingivalis dengan konsentrasi 2x10°CFU/ml pada area sulkus
gingiva distobukal gigi molar pertama rahang bawah kiri dengan pengulangan injeksi
tiga kali dalam seminggu selama 28 hari dan pemasangan Wire ligature berdiameter
0,5 mm dibentuk menyerupa huruf U sehingga dapat dipasang memeluk mesial pada
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gigi molar kiri rahang bawah. Periodontitis dilihat melalui penampakan foto Kklinis
dan foto radiografi terhadap resorbsi tulang alveolar.Kopi yang digunakan merupakan
kopi murni yaitu kopi arabika dan kopi jenis produks perkebunan kopi PTPN XIlI
ijen. Pembuatan seduan kopi dengan cara mencampurkan air panas 100° C sebanyak
200 ml dengan 12 gram kopi yang di aduk secara merata. Sondase tikus dilakukan
setiap hari selama 28 hari sebanyak 0.6 ml yang telah konversikan setara dengan satu
cangkir kopi pada manusia.

Prosedur penelitian dimulai dengan masa adaptasi tikus selama seminggu.
Kemudian tikus dipasangkan wire ligature, injeksi P.gingivalis, dan sondase kopi
selama 28 hari. Pada hari ke-29, tikus dikorbankan dengan dianastesi kloroform dan
kemudian difiksasi untuk dilakukan pengambilan organ jantung.Pengambilan organ
jantung untuk mendapatkan arteri koroner yang kemudian di simpan dalam larutan
PBS formalin 10%.Pemotongan jaringan pada penelitian ini menggunakan metode
Potongan beku (Frozen section).Pewarnaan jaringan menggunakan Picrosirius Red
dan Sudan IV.Pengamatan jaringan menggunakan mikroskop dan optilab.

Parameter aterosklerosis dalam penelitian ini adalah ketebalan dinding
pembuluh darah(Intima-media Thinkness -IMT), disintegrasi kolagen intimal, dan
disintegras endotel.Pengecatan Picrosirius Red digunakan untuk mengamati
ketebalan dinding pembuluh darah dengan satuan mikrometer (um) pada perbesaran
400x dan ada tidaknya disintegrasi kolagen pada perbesaran 1000x.Sedangkan
pengecatan Sudan IV digunakan untuk mengamati ada tidaknya disintegras
endotel.Data yang ketebalan dinding yang diperoleh kemudian di uji homogenitas dan
uji normalitas, kemudian ujiOne Way ANOVA untuk mengetahui ada tidaknya
perbedaan antar kelompok.Dilanjutkan dengan uji Least Sgnificant Difference (LSD)
membandingkan antara kelompok.Hasil pengamatan disintegras endotel dan
disintegrasi kolagen intimal dinyatakan dalam persentase.

Data pengukuran ketebalan arteri menunjukkan data yang homogen dan
normal.Hasil uji statistik One Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan hasil
ketebalan dinding arteri koroner yang signifikan. Berdasarkan uji LSD, kelompok
kopi arabika dan kelompok kopi robusta didapatkan perbedaan yang
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signifikanterhadap kelompok kontrol dan kelompok periodontitis.Sedangkan pada
kelompok kopi arabika dibandingkan dengan kelompok robusta tidak terdapat
berbedaan yang signifikan.Penelitian ini telah menunjukkan bahwa konsumsi kopi
robusta dan arabika dapat menghambat terjadinya penebalan dinding arteri.Hasil
pengamatan disintegrasi kolagen intimaldan disintegras endotel, yaitu pada
kelompok kopi robusta dan kelompok kopi arabika memiliki presentase yang lebih
rendah di bandingkan kelompok periodontitis.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah konsumsi kopi mengambat
pembentukan lesi aterosklerosis koroner pada model tikus periodontitis. Namun,
penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan sehingga dibutuhkan studi lanjut
untuk menyempurnakan pemahaman mengenai dergjat keparahan periodontitis
terhadap pembentukan lesi aterosklerosis, dergjat inflamas sistemik terhadap
pembentukan lesi aterosklerosis,dan kandungan tertentu dalam kopi yang lebih
spesifik dalam menghambat pembentukan lesi aterosklerosis, serta dosis kopi, lama

pemberian konsumsi kopi, dan jenis kopi lain yang digunakan dalam penelitian.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Aterosklerosis merupakan proses patologis kompleks yang mengacu pada
pembentukan plak ateroma pada lumen pembuluh darah (Libby et al., 2011). Jika
terjadi aterosklerosis di pembuluh koroner maka akan terjadi Penyakit Jantung
Koroner (PJK) yang merupakan penyakit yang paling mematikan di dunia (Becket
al., 2004; Ross, 2004). Data WHO menyatakan, dari 17,3 juta kematian akibat
penyakit jantung, serangan jantung bertanggung jawab untuk 7,3 juta kematian dan
stroke bertanggung jawab untuk 6,2 juta kematian (WHO, 2008). Sedangkan
prevalensi penyakit jantung di Indonesia 0,5% yang terdiagnosis dokter dan nilai ini
jauh meningkat pada kasus yang tidak terdiagnosis (Riskesdas, 2013).

Faktor resiko aterosklerosis bersifat multifaktorial yang dapatdisebabkan oleh
berbagai rangsangan seperti didlipidemia, hipertenss dan inflamasi sistemik.
Rangsangan tersebut menyebabkan perubahan paralel dalam permeabilitas endotel
dan komposis matriks ekstraselular endotel sehinga memudahkan masuk dan
retensinyalow-density lipoprotein (LDL) pada dinding arteri (Libby et al.,
2011).Proses inflamasi memiliki peranan penting dalam patogenesis aterosklerosis
dan pada saat ini terdapat paradigma baru tentang faktor resiko aterosklerosis yaitu
terdapat hubungan antara aterosklerosis dan periodontitis yang juga didasari proses
inflamasi (Bartovaet al., 2014).

Periodontitis dapat disebabkan oleh bakteri yang terdapat pada jaringan
periodontal dan dapat dengan mudah masuk ke dalam sirkulasi darah sehingga
memicu respon inflamas vaskuler dan sistemik. Bakteri yang berpotensial
menyebabkan hal tersebut adalah Porpyromonas gingivalis. Faktor virulensi pada P.
gingivalis seperti reseptor membran luar yang spesifik, adhesin, lipopolisakarida
(LPS) dan produk ekstraseluler yang dapat menyebabkan inflamasi sistemik (Mysak
et al., 2014).Proses inflamas sistemik yang terjadi dapat mempengaruhi sel endotel,
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metabolisme lemak, dan koagulasi darah yang dapat meningkatkan resiko terjadinya
aterosklerosis (Bartova et al., 2014).

Inflamasi  sistemik memainkan bagian penting dalam patofisiologi
aterosklerosis dan komplikasinya. Inflamasi jugadapat meningkatkan produksi stress
oksidatif yaitu reactive oxygen species (ROS).Peningkatan inflamasi secara sistemik
juga meningkatkan faktor adhesi pada permukaan endotel. Proses ini merupakan
langkah awal dari pembentukan lesi aterosklerosis. (Spagnoli et al., 2007)

Terjadinya stress oksidatif dan inflamasi secara terus-menerus akan
mengakibatkan bioavailabilitas dari nitric oxide (NO) pada endotel menurun. Hal
tersebut menyebabkan terjadinya disintergrasi endotel yaitu disfungsisel endotel yang
diikuti oleh apoptosis sel, sehingga mengakibatkan disintegrasi fungsional dan
struktural dari lapisan sel endotel (Fliser et al., 2011).

Disintegrasi endotel dapat meningkatkan permeabilitas vaskuler sehingga
memungkinkanpenetrasi LDL pada dinding pembuluh darah. Teroksidasi LDL
(LDLox) yang disebabkan oleh ROS akan memicu perekrutan sel pro-
inflamasi(monosit dan mediator lainnya). Aktivasi monosit menjadi makrofag akan
menyebabkan terbentuknyafoam cell dengan penyerapanLDLox. Kemudian,
inflamasi yang terjadi juga meningkatan proliferasi smooth muscle cells (SMC) dan
pelepasan metalloproteinass(MMP) yang mendegradasi serat kolagen sehingga
terjadi disintegrasi kolagen intimal pembuluh darah(Fonsesca et al., 2014).
Penumpukan foam celldan proliferass SMC secara terus-menerus dapat menyebabkan
penebalan dinding pembuluh darah dan terbentuknya plak aterosklerosis(Andrew et
al., 2009; Vogiatzi et al., 2009; Spagnoli et al., 2007).

Parameter dalam identifikas terhadap aterosklerosis sangatlah beragam.
Penelitian terhadap kadar lipid dalam darah dan tingkat inflamasi sistemik melalui C-
reactive protein, serum fibrinogen dan leukosit telah banyak dilakukan(Deric et al.,
2008). Parameter histologis dari lesi aterosklerosis juga banyak dilteliti, yaitu
penebalan dinding pembuluh darah, disintegrasi kolagen intima, disintegrasi endotel,
ateroma, stenosis, dan deposisi lipid (Nafilah et al., 2015).
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Saat ini dibutuhkan bahan yang dapat mengatasi stress oksidatif dan inflamasi
yang merupakan proses patologis atersoklerosis. Salah satu bahan alami yang
memiliki potensi antibakteri, antiinflamasi dan antioksidan adalah kopi. Potens
antioksidan pada kopi dihubungkan dengan kandungan caffeic acid, cafestol,
kahweol ,chlorogenic acids(CGAS), ferulic acids, kafein, melanoidim, dan trigonelline
(Hall et al., 2015; Buscemi et al., 2014; Yukawa et al., 2004).

Kandungan CGAs dancaffeic acid pada kopi mempunyai banyak manfaat,
yaitu sebagal antibakteri, antiinflamasi dan juga antioksidan(Lou et al., 2011).
Senyawa CGAsmemiliki potensi sebagai antiinflamasi karena dapat mengurangi
sekresi sitokin proinflamasi Tumor necrosis factor-o(TNF-a), Interleukin 1 beta(lL-
1B), Interleukin-6 (IL-6)dan berpotens sebagai antioksidan karena mengambat
terjadinya rekasi oksidasi dari ROS dengan cara melakukan donor atom hidrogen
(Liang et al., 2015). Dalam penelitian lain, Kafein tidak mempengaruhi tingkat lipid
serum dan tekanan darah, namun sebaliknya, kafein secara signifikan mengurangi
pembentukan lesi aterosklerosis dengan bertindak sebagai antioksidan(John et al.,
2012).Kandungan ferulic acid,melanoidim, dan trigonellinedalam kopi juga memiliki
potensi dalam menghambat peroksidasi lipid, sehingga dapat mencegah terjadinya
aterosklerosis(Hall et al., 2015; Buscemi et al., 2014). Potens kopi juga didukung
dengan penelitian eksperimental pada tikus model periodontitis yang diberikan
konsumsi kopi jenis robusta yang dapat melindungi arteri koroner dari pembentukan
aterosklerosis (Susilawati et al., 2014).

Fenomena adanya hubungan antara periodontitis dengan aterosklerosis serta
potensi kopi serta jenis kopi lain seperti kopi arabika dalam pencegahan
aterosklerosis belum banyak diteliti. Hal tersebut yang mendorong peneliti untuk
melakukan penelitian tentang efek konsums  kopi terhadappembentukan

aterosklerosis pada model tikus periodontitis.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat pembentukan les aterosklerosis pada tikus model

periodontitis yang diberikan konsumsi kopi?
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1.3 Tujuan Pendlitian
1.3.1 Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi efek konsums kopi arabika dan
robusta terhadap pembentukan lesi aterosklerosis koroner pada mode tikus

periodontitis.

1.3.2 Tujuan Khusus

Mengidentifikasi efek konsumsi kopi robusta dan kopi arabika terhadap
pembentukan lesi aterosklerosis pada model tikus dengan injeksi P. gingivalis yang
meliputi ketebalan dinding arteri koroner, disintegrasi kolagen intimal, dan
disintegrasi endotel.

1.4 Manfaat Pendlitian

1. Pendlitian ini diharapkan dapat meningkatkan pengetahuan tentang efek konsums
kopi terhadap pembentukan lesi aterosklerosis koroner yang disebabkan oleh
periodontitis.

2. Hasil pendlitian ini diharapkan dapat menjadi dasar dalam melakukan baik
tindakan untuk menurunkan mortalitas penderita aterosklerosis.

3. Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk pengembangan penelitian-

penelitian selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Periodontitis

Periodontitis merupakan suatu penyakit peradangan jaringan pendukung gigi
yang disebabkan oleh kelompok organisme tertentu sehingga mengakibatkan
kerusakan progesif ligamen periodontal dan tulang aveolar, ditandai dengan
pembentukan poket, resesi, atau keduanya. Periodontitis dikenal sebagai bacterial
inflamatory disease, yaitu suatu infeksi mikroba yang merangsang respon inflamasi
pada jaringan periodontal dan mengakibatkan kerusakan jaringan pendukung gigi.
Proses ini ditandai dengan adanya destruksi perlekatan gingiva, kehilangan tulang
alveolar, migrasi junctional epitelium kearah apikal dan pembentukan saku
periodontal (Newman et al., 2012).

2.1.1 Etiologi

Sulkus gingiva memiliki anatomi yang unik, dikelilingi oleh jaringan kerasdan
jaringan lunak. Pada sulkus gingiva, terdapat hingga700 spesies bakteri dalam jumlah
yang bervariasi, sekitar 10° bakteri dalamsulkus yang sehat dan>10° bakteri keadaan
patologis. Beberapa bakteri yang selaras dengan host, namun bakteri tertentu dapat
menggangguhomeostasi s bakteri-host(Ji et al., 2015).

Kolonisasi bakteri yang terjadi pada sulkus gingival sangat ditentu oleh
pembentukan biofilm plak.Pada tahap awa kolonisasi, protein saiva,
termasuksialylated mucins, proline-rich protein, a-amylase dan salivary agglutinin
membentuk pelikel padapermukaan gigi dan menyediakan reseptor untukadhesin
bakteri. Bakteri utama, seperti Sreptococcus gordonii,Sreptococcus mitis,
Streptococcusoralis dan Streptococcus sanguinismemiliki  adhesin yang dapat
mengenalireseptor  saliva  sehingga mengakuisiss  pelikel dan  dapat
memberikanreseptor untuk penjgjah sekunder,seperti  Actinomyces naeslundii,
Capnocytophagaochracea, Eikenella  corrodens,Haemophilus  parainfluenzae
danVelllonella atypica. Pada akhir kolonisasi terdapat Porphyromonas

gingivalis, Treponema denticola danTannerella forsythia, Ketiga spesies ini sangat
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terkait dengan kerusakan periodontaldan merupakanbakteri patogen periodontal (Ji et
al., 2015; Mysak et al., 2014).
2.1.2 Patogenesis Periodontitis

Lipopolisakarida (LPS) dari dinding P. gingivalis dianggap sebagai antigen
oleh tubuh host dan dihadang oleh sistem imun seperti monosit dan makrofag.
Makrofag berperan sebagai AntigenPresenting Cell (APC) pada awal invas,
kemudian APC mengikat antigen dan mengekspresikan ke permukaan agar dikenali
oleh limfosit T helper. Limfosit T helper akan mengkaktifkan limfosit B dan limfosit
T ditotoksik untuk mengeliminsi antigen. Pada proses eliminasi antigen tersebut
terjadi pengaktifan respon inflamasi dan pelepasan sitokin yang berdampak pada
kerusakan jaringan periodontal, pembentukan poket patologis, kerusakan ligamen
periodontal dan kerusakan tulang alveolar. Selain itu produk LPS dari P. gingivalis
dapat beredar secara sistemik melalui pembuluh darah, dalam kondisi kronis infeksi
P. gingivalis dapat menyebabkan respon inflamasi secara sistemik dan merusak
jaringan lainnya (Hgjishengallis, 2015; Ji et al., 2015).

2.2 Porphyromonasgingivalis
2.2.1 Klasifikas
Secara taksonomi, P. gingivalis diklasifikasikan sebagai berikut (Olsen et al.,
1999) :
Kingdom : Bacteria

Superphylum : Bactroidetes/Chlorobi group

Phylum : Bacteroidetes

Class : Bacteroides

Ordo : Bacteroidales

Family : Porphyromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Species : Porphyromonas gingivalis
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2.2.2 Metabolisme

Porphyromonas gingivalis adalah bakteri yang banyak berperan dalam
terjadinya periodontitis. Asam amino dan sgumlah produk metabolit yang
dihasilkannya bakteri ini bersifat racun terhadap jaringan periodontal dimana hasil
dari metabolisme tersebut bersifat basa sehingga dapat menyebabkan terjadinya
karang gigi.

Porphyromonas gingivalis dapat bertahan dan melawan pertahanan host
dengan faktor virulensi yang dimiliki, seperti LPS, reseptor membran luar yang
spesifik, adhesin, dan produk ekstraselular (Mysak et al., 2014). LPS dari P.gingivalis
menginduks dan melepaskan sel-sel radang, seperti ROS dan dapat menyebabkan
reaksi berantai dan menghasilkan senyawa radikal bebas baru (Mysak et al., 2014).
Adhesin memfasilitasi P.gingivalis untuk tumbuh di sel host, salah satunya adalah
fimbria Fimbria merupakan faktor penting yang memedias interaksi antara
organisme dengan jaringan host. Fimbria P.gingivalis berperan dalam proses invasi
ke sel host dan mengganggu signal sel melalui matrix extracellular (Mysak et al.,
2014).

Produk ekstraselular yang berperan penting dalam faktor penyebab terjadinya
penyakit periodontal adalah cysteine proteases. Enzim ini berperan dalam merusak
jaringan periodontal dan mengganggu mekanisme pertahanan melalui degradas
imunoglobulin dan faktor komplemen yang menyebabkan penyakit berkembang
(Mysak et al., 2014).

2.3 Arteri Koroner

Arteri koroner adalah arteri berukuran sedang yang merupakan pembuluh
darah dalam organ jantung yang berfungss menyuplai makanan bagi sel-sel
jantung.Arteri koroner kanan dan kiri yang mendistribusikan darah ke otot jantung.
Apabila arterosklerosis mempengaruhi pembuluh darah ini maka penamaan penyakit
menjadi aterosklerosis koroner (Libby et al, 2011).Susunan dasar arteri koroner

adal ah tunika intima, tunika media, dan tunika adventisia seperti pada gambar 2.1.
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Komponen yang membentuk dindingpembuluh darah adalah serat kolagen dan
elastin,dan sel-sel otot polos yang dapat diamati secara histologis. Kolagen kolagen
merupakan bagian penting penyusun dari lapisan intima. Mayoritasdari dinding arteri
merupakan protein kolagen tipe 1, 111, dan 1V.Kolagentipel dan IlImewakili sekitar
90% dari total kolagen pembuluh darah.Secara umum kolagen tipe 1 dan IlI
merupakan penyusun dalam semua tiga lapisan dinding arteri, dansecara khusus
ditemukan dalam intima dari plak aterosklerosis (Zoumi et al., 2004)
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Gambar 2.1 Gambaran histologi dari arteri koroner dengan pewarnaan hematoxylin and
eosin-stained (childs, 2014).

Berikut adalah penjelasan dari susunan-susunan dari pembuluh darah:

1. Tunika intima (tunika interna) sebagai lapisan dalam yang terdiri dari selapis sel-
sel endotel. Di bawah lamina endotel terdapat jaringan ikat yang sangat tipis,
tidak jelas disebut lamina subendotel. Pada lamina subendotel dijumpai serabut-
serabut elastik yang tampak kurang jelas. Pada batas tunika intima dengan tunika
media serabut-serabut elastik kelihatan lebih jelas, bergelombang dengan arah
sirkuler disebut sebagai membrana elastika internal oleh karena serabut-serabut
elastik ini tebal dan merupakan membrana.

2. Tunika media adalah lapisan serabut otot polos yang mempunya arah sirkuler
dengan susunaan serabut-serabut yang rapat dan diantaranya terdapat serabut-
serabut elastik. Lapisan ini jauh lebih tebal dibanding dengan tunika intima (dua
kali tebal tunikaintima).
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3. Tunika adventitia menyelubungi tunika media dari sebelah luar adalah jaringan
ikat fibro elastik yang lebih tipis dari tunika media. Sebagai batas tunika media
dan tunika adventitia cukup jelas kelihatan lamina elastika eksterna, tetapi tidak
setebal dan sgjelas lamina elastika interna (Eroschenko, 2008; Suryodoyo, 2002).

2.4 Aterosklerosis

Aterosklerosis berasal dari bahasa Yunani, yaituaterodanskierosis.Kata
ateroatauatera berarti suatu bentuk yang menunjukkan degenerasi lemak atau
berhubungan dengan ateroma, sedangkan sklerosis berarti indurasi dan pengerasan,
seperti pengerasan karena keradangan atau pembentukan jaringan ikat yang
meningkat (Dorland, 2006).

Aterosklerosis adalah penyakit kronis dinding arteri, dan merupakan penyebab
utama kematian dan hilangnya nyawa tiap tahun di seluruh dunia.Penelitian yang
dilakukan telah menyebabkan banyak hipotesis yang menarik tentang patofisiologi
pembentukan lesi aterosklerosis dan komplikasi seperti penyakit jantung koroner,
infark miokard dan stroke. Penelitian juga menunjukkan bahwa proses seperti
oksidas lipoprotein, inflamasi dan sistem imun memiliki keterlibatan penting dalam
pembentukan lesi aterosklerosis pada manusia(Libby et al., 2011).

24.1 FaktorResko Aterosklerosis

Aterosklerosis adalah penyakit yang kompleks dan dapat terjadi pada
pembuluh darah sedang hingga besar yang secaraperlahan dapat menyumbat dinding
pembuluh darah. Aterosklerosis dapat mempengaruhi berbagai daerah sirkulasi dan
menghasilkan manifestas klinis yang berbeda tergantung pada termpat peredaran
darah tertentu yang terjadi aterosklerosis.Faktor risiko aterosklerosis dapat dibedakan
menjadi dua yaitu, yang termasuk tidak dapat dimodifikasi seperti usia, jenis kelamin
laki-laki, dan genetika sedangkan dimodifikasi seperti merokok, obesitas, aktivitas
fisik, gangguan lipid, hipertensi, diabetes, stres, inflamasi dan bakteri(Keche et al.,
2012; Chun et al., 2005).
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2.4.2 Patogenesis Aterosklerosis

Aterogenesis mengacu pada perkembangan plak ateromatosa di lapisan dalam
arteri seperti pada gambar 2.2 bagian A. Atas dasar percobaan pada hewan dan
pengamatan dalam spesimen manusia, terdapat perubahan paradigma bahwa
aterosklerosis merupakan suatu rangkaian mekanisme kompleks antara oksidasi
lemak, mediator inflamasi dan radikal bebas (Libby et al., 2011). Terdapat pergeseran
fokus dalam pemahaman tentang aterosklerosis, dimana aterosklerosis tidak hanya
berhubungan dengan faktor risiko klasik seperti merokok, hipertensi dan tingginya
kadar kolesterol, tetapi juga berhubungan dengan infeksi bakteri yang persisten.
Patogen infeksi yang persisten dapat menyebabkan respon imun dari tubuh hostnya
dan merangsang patogenesis dari aterosklerosis (Spagnoliet al., 2007).

Endothelial call
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Gambar 2.2 Tahapan dalam pembentukan lesi aterosklerosis (Libby et al., 2011).

Aterosklerosis diawali dari adanya kerusakan lapisan endotel dinding arteri
yang diikuti perubahan permeabilitas sel endotel dan peningkatan ekspresi molekul
adhesi sehingga pasien dengan disfungsi endotel memiliki peningkatan risiko
kgadian kardiovaskular di masa depan. Sel endotel memproduksi berbagai faktor
vasorelaksan,yang paling signifikan yaitu NO. Nitric oxidedapat yang


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

11

merangsangrelaksasi sel otot polos pada pembuluh darah dan menghambatproliferasi
yang berlebih dari sel otot polos, mencegah adhes leukosit untuk migrasi ke dinding
arteri, dan adhesi platelet pada endotel (Fliser et al., 2011).

Terjadinya stress oksidatif dan inflamasi secara terus-menerus akan
mengakibatkan biocavailabilitas dari NO pada endotel menurun. Sitokin dapat
menurunkan bioavailabilitas NO, meningkatkan produksi ROS.Radikal bebas dapat
mengurangi NO baik secara langsung dengan bereaksi dengan sel-sel endotel,
ataupun secara tidak langsung, melalui modifikasi oksidatif inducible Sntase Nitric
Oxide (INOS) (Spagnoli et al., 2007).Rendahnya bioavailabilitas NO dapat
meregulasi ekspres intercellularadhesion molecule 1 (VCAM-1).VCAM-1 mengikat
monosit dan limfosit pada endotel yang merupakan langkah pertama dalam invasi
dari dinding pembuluh darah, melalui induksi nuclear factor-kB(NF-kp). Efek lain
dari NO adalah penghambatan leukosit adhesi. Pengurangan NO menginduksi
ekspresi monosit chemotactic protein 1 (MCP-1), yang dapat merekrut monosit ke
pembuluh darah (Spagnoli et al., 2007). Hal tersebut menyebabkan terjadinya
disintergrasi endotel yaitu disfungsisel endotel yang diikuti oleh apoptosis sd,
sehingga mengakibatkan disintegrasi fungsional dan struktural dari lapisan sel endotel
(Fliser et al., 2011).

Disintegrasi endotel dapat meningkatkan permeabilitas vaskuler sehingga
memungkinkanpenetrasi LDL pada dinding pembuluh darah. Teroksidasi LDL
(LDLox) yang disebabkan oleh ROS akan memicu perekrutan sel pro-
inflamasi(monosit dan mediator lainnya). Aktivasi monosit menjadi makrofag akan
menyebabkan terbentuknyafoam cell dengan penyerapanL DL ox.

Inflamasi yang terjadi juga meningkatan proliferas sl SMC dan pelepasan
MMP yang mendegradasi serat kolagen sehingga terjadi disintergrasi kolagen intimal
pembuluh darah sepert pada gambar 2.3. Dalam proses aterosklerosis, akss MMP
dimulai setelah inisiasi inflamasi, ketika sel-seldengan tindakan inflamasi (makrofag
dan foam cell terbentuk) sudah dalam intima. MMP-1 atau collagenasesadalah salah
satu MMP paling menonjol sebagai indikatordari risiko penyakit kardiovaskular.
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Diinduks oleh hepatocyte growth factor(HGF), thrombin, vascular endothelial
growth factor (VEGF) and TNF-o(Fonsesca €t al., 2014).

L |
o

Collagen Fibbers
Fibronectin
Elastin
Laminin

{1l

ECM
degradation

| -c:_f\ U ﬁ—> | MNeovascularization

U:l‘ Plaque rupture
Cell Migration
| and

‘ Atherothrombosis
proliferation

§ 4 3

‘ Inschemia Infart CVA .ﬂ.neL.rysrn|

Gambar 2.3 interaksi antara metalloproteinase dan regulator (aktivator dan inhibitor). Terjadi
degradas matriks ekstraselular dalam proses aterogenik (Fonsesca et al., 2014).

Monosit dan sel akan bermigrasi ke dalam lapisan intima dinding pembuluh
darah. Di dalam intima, monosit berdiferensiasi menjadi makrofag yang kemudian
akan memakan oxLDL dan membentuk foam cell seperti pada gambar 2.1 bagian B.
Penumpukan foam cell, sel T dan beberapa sel otot polos ini membentuk fatty streak.
Selanjutnya foam cell mensekresikan cytokines attracting monocytes dan
terperangkapnya makrofag akan menyebabkan terjadinya rekutmen monosit yang
terus menerus sehingga mengakibatkan penebalan lesi aterosklerosis (Spagnoliet al.,
2007).

Jika respon inflamasi tidak mereda, maka arteri akan mengalami remodeling,
yaitu penebalan dan pelebaran dinding arteri bertahap, sampai lumen arteri tidak
dapat berdilatas lagi. Poliferas SMC yang terus menerus dari tunika media - lapisan
tengah dinding arteri - ke dalam tunika intima akan membentuk ateroma seperti pada
gambar 2.1 bagian C (Libby et al., 2011).Komplikasi trombotik tidak selalu terjadi
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pada situs penyempitan arteri yang paling parah oleh plak. Sebaliknya, thrombus
sering timbul setelah gangguan fisik dari plak, yang paling umum pecahnya fibrous
cap yang mengekspos bahan pro-koagulan dari inti plak untuk yang memicu
koagulasi dalam darah, dan memicu terjadinya trombosis seperti pada gambar
2.1bagian D. Plak yang pecah biasanya memiliki fibrous cap yang tipis dengan
beberapa SMC tapi makrofag berlimpah. Sel-sel inflamasi juga dapat mempercepat
gangguan plak dengan mengelaborasi enzim yang dapat menurunkan kolagen, dan
dengan menghasilkan mediator yang memprovokasi kematian SMC(Libby et al.,
2011).

2.5 Hubungan Periodontitis dan Aterosklerosis

Hubungan periodontitis dan aterosklerosis telah banyak dibicarakan oleh para
ahli. Periodontitis diduga menjadi faktor risiko independen pengembangan
aterosklerosis. Mekanisme potensial yang bisa menjelaskan peran periodontitis
terhadap perkembangan lesi aterosklerotik adalah mekanisme inflamasi.
(Hajishengallis, 2015).

Les aterosklerosis dapat terjadi pada arteri elastis berukuran besar dan
menengah, ha ini dapat menyebabkan les iskemik dan dapat mengakibatkan
thrombus dan infark yang merusak pembuluh darah. Dalam sebuah penelitian
menyebutkan bahwa bakteri gram negatif dan produk lipopolisakaridanya
menyebabkan infiltrasi sel — sdl inflamasi ke dalam dinding arteri, proliferast SMC
arteri dan koagulas intravaskuler. Bukti menunjukkan bahwa LPS P.gingivalis dan
vesikel membran terluar mampu menginduksi makrofag untuk meningkatkan LDL
untuk membentuk foam cell, kemotaksis monosit dari sel endotel dan oksidasi dari
LDL. Faktor virulens dari P.gingivalis dapat merekrut sel — sel inflamasi ke dalam
pembuluh darah utama dan mempengaruhi mediator inflamasi seperti IL-13 dan
TNF-0 pada endotelium vaskuler, dan meningatkan proliferasi SMC, agregas
platelet, degeneras lemak dan pengendapan di dinding pembuluh darah sehingga
lumen pembuluh darah menjadi sempit dan aliran darah tidak normal (Ross, 2004;
Hajishengalis, 2015).
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LPS dari bakteri periodontal secara tidak langsung merangsang hati untuk
memproduksi protein fase akut atau C-Reaktive Protein (CRP), secara khusus CRP
mengikat sel yang rusak dan mengaktifkan neutrofil kemotaksis (Hajishengallis,
2015). Inflamasi sistemik dapat diketahui dari peningkatan kadar CRP pada pasien,
dengan kata lain peningkatan kadar CRP pada pasien dapat dijadikan gradien infeksi
periodontal dan inflamas sistemik. Efek dari peningkatan kadar CRP disertai
agregas  platelet dan penyempitan lumen pembuluh darah adalah penyakit
kardiovaskuler salah satunya aterosklerosis koroner (Ross, 2004; Hajishengallis,
2015).

Hubungan klinis antara periodontitis dan aterosklerosis telah banyak
dilakukan penelitian. Sebuah penelitian menunjukkan bahwa aterosklerosis umum
terjadi pada pasien periodontitis sehingga diperkirakan periodontitis dan penyakit
jantung koroner (aterosklerosis koroner) memiliki penyebab yang sama dan saling
berkaitan.(Hajishengallis, 2015).

2.6 Kopi

Kopi telah dikonsums selama lebih dari 1.000 tahun dan hari ini merupakan
minuman yang paling banyak dikonsumsi di dunia (Iebih dari 400 miliar cangkir
pertahun). Daerah Saudi bertanggung jawab untuk penyebaran budaya kopi dan
dalam naskah kuno menyebutkan budaya kopi dari yaman, tetapi hanya pada abad
XVI di Persia, biji kopi pertama panggang menjadi berubah menjadi minuman yang
kita kenal sekarang.
2.6.1 Komposis dalam Kopi

Kafein merupakan komponen yang paling dikenal dari biji kopi. Di daam
kopi jenis arabika, kafein dapat ditemukan dalam kadar yang berbeda-beda antara
0,8% dan 1,4%, sedangkan untuk Robusta terdapat berbagai nilai yang bervariasi
antara 1,7% dan 4,0%. Namun, biji kopi didasari oleh beberapa komponen lainnya,
termasuk selulosa, mineral, gula, lipid, tanin, dan polifenol. Kandungan minera
termasuk kalium, magnesium, kalslum, natrium, besi, mangan, rubidium, seng,

tembaga, strontium, kromium, vanadium, barium, nikel, kobalt, timah, molibdenum,
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titanium, dan kadmium. Kandungan gula, terdapat sukrosa, glukosa, fruktosa,
arabinosa, galaktosa, dan manosa. Beberapa asam amino seperti aanin, arginin,
asparagin, sistein, asam glutamat, glisin, histidin, isoleusin, leusin, lisin, metionin,
fenilalanin, prolin, serin, treonin, tirosin, dan valin juga dapat ditemukan Selain itu,
biji kopi mengandung vitamin B kompleks, niacin (vitamin B3), dan CGAs dalam
proporsi yang mungkin berbeda dari 7% menjadi 12%, tiga sampai lima kali lebih
dari kafein (Farah, 2012).

Tabel 2.1 Komposisi Kimiadari Kopi Arabika dan Kopi Robusta.

Konsentras (g/100g)

Komponen

Kopi Arabika Kopi Robusta
Karbohidrat
Sukrosa 4.2-tr 1.6-tr
Reducing sugars 0.3 0.3
Polisakarida 31-33 37
(arabinogalactan, mannan,
dan glucan)
lignin 3.0 3.0
pektin 2.0 20
Senyawa Nitrogen
Protein 7.5-10 7.5-10
Asam Amino Bebas ND ND
Kafein 11-13 24-2.5
Trigonelina 1.2-0.2 0.7-0.3
Nicotinic acid 0.016-0.026 0.014-0.025
Lipid
Minyak Kopi (trigliserida 17.0 11.0
dengan unsaponifiables)
Diterpene Esters 0.9 0.2
Mineral 45 4.7
Acids dan esters
Chlorogenic acids 19-25 3.3-38
Aliphatic acids 16 1.6
Quinic acid 0.8 1.0
Melanoidins 25 25

Sumber: (Farah, 2012).

Di antara zat-zat yang ada dalam komposisi kimia kopi, hanya kafein yang

termostabil, yaitu tidak dihancurkan oleh pemanggangan yang berlebihan. Zat lain
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seperti protein, gula, CGAs, trigonelina, dan lemak dapat menjadi diawetkan atau
bahkan hancur dan berubah menjadi produk reaktif selama proses pemanggangan
kopi (Solange et al., 2011).
2.6.2 Bioaktivitas dalam kopi
Kopi mengandung banyak komponen biologis aktif,semisal polifenol

danalkaloid.Alkaloid yang ditemukan dalam kopi meliputi kafein, senyawa aktif
paling melimpahyang ditemukan dalam seduan kopi dan telah terbuktimemiliki
kemungkinan efek anti-inflamasi.Sejumlah komponen lainyang ditemukan dalam
kopi adalahtanin, flavanols, flavones, anthocyanins,proanthocyanidins, phenolic
acids, hydroxybenzoic acids dan hydroxycinnamic acids). Senyawa lainnya
merupakan senyawa golongan polifenol, polifenol dalam kopi terdiri dari CGAs,
Ferulic acid dan Caffeic acid.Polifenol telah terbukti memiliki efek biologis yang
menguntungkan bagi jantung dan gangguan metabolik, inflamas dan kanker, stres
oksidatif, iskemia serebral, obesitas dan fungsi otak (Hall et al., 2015).
1. Kafein

Kafein (1,3,7-trimethylxanthine) merupakan salah satu komponen kopi yang
banyak diteliti. Senyawa ini merupakankristal xanthine akaloid putih aami dibiji
kopi. Telah dilaporkan bahwa konsentrasi kafeindalam kopi berkafein berkisar 29-
130 mg/cup(240 ml), sedangkan pada kopi espresso, kafein adalah berkisar 58-76
mg( 35-50 ml). Penghapusan kafein dapat dilakukan pada kopi melalui proses
dekafeinasi sehingga mengurangi kapasitas antioksidan dan juga menyebabkan

menurunnya kandungan polifenol (Buscemi et al., 2014).

I/
b ! N
O%I\JN]I "/>
|

Gambar 2.3.Struktur kimia kafein (Hall et al., 2015).
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Penelitian telah mengevaluas efek dari kafein dan metabolit terkait dengan
inflamasi.Kafein dan salah satu metabolit utama, paraxanthine, telah ditunjukkan
untuk menghambat produksi TNF-a yang dirangsang LPS.Kafein juga merupakan
antioksidan kuat yang melindungi terhadap kerusakan sel yang disebabkan oleh
radikal bebas dan peroksida.Penelitian telah menunjukkan bahwa kafein dan
metabolitnya seperti theobromine dan xanthine melindungi terhadap produksi radikal
bebas, seperti radikal hidroksil (OH), peroksil radikal (ROO.)(Hall et al., 2015).

Kafein dapat berefek secara langsung dan tidak langsung pada jaringan
pembuluh darah dengan mekanisme yang berbeda padaberbagai target molekul.
Dalan sel endotel, kafein bertindak langsung dengan meningkatkan kalsium
intraseluler dan merangsang produksi NOmelalui ekspresi NO pada endotel sintase
enzim yang menyebabkan vasodilatasi.Selain itu, kafein dapat secara tidak langsung
menurunkan tekanan darah dengan meningkatkan ekskresi air dan elektrolit yang
merangsang efek diuretic (Hall et al., 2015; Buscemi et al., 2014).

2. Chlorogenic acid

Salah satu polifenol yang paling banyak dipelgjari yang terkandung dalam kopi,
salah satunya adalah CGAs yang merupakan keluarga ester asam hydroxycinnamic.
Namun konsentrasi CGAs dalam kopi tetap bervariatif, kandungan CGAs pada kopi
espresso bervariasi 96-111 mg per 30 ml cangkir, sedangkan kandungan CGAs dalam
cangkir 130ml dapat berkisar dari 143 mg (arabika) sampai 247 mg
(robusta)(Buscemi et al., 2014).

HO

N\

HO =

OH

Gambar 2.4.Struktur kimia Chlorogenic acid(Hall et al., 2015).
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Chlorogenic acidsmenunjukkan sifat antioksidan yang kuat in vitro. CGAs telah
terbukti mengurangi produksi sgumlah mediator proinflamasi, termasuk TNF-a, IL-
1B, IL-6dan interferon-y (IFN-y )dalam sel makrofag(Hall et al., 2015).CGAs juga
mungkin memainkan peran sebagai faktor antitumor dengan menghambat matrix
MMP-9, angiogenik enzim yang terlibat dalam genesis tumor hati manusia dan
metastasis (Buscemi et al., 2014).

Chlorogenic acids memainkan peran penting dalam pencegahan aterosklerosis
dengan menghambat LDL mengalami oksidass dalam plasma dan di bawah
permukaan endotel (Meng et al., 2012; Buscemi et al., 2014). Dalam penelitian yang
dilakukan pada metabolisme lipid pada hewan model diabetes. Efek
antihyperlipidemic dari CGA tampaknya tergantung pada kapasitasnya untuk
meningkatkan aktivitas 3-hidroksi 3-methylglutaryl koenzim A reduktase di hati dan
ginjal dan menurunkan aktivitas lipoprotein lipase dan lesitin acyltransferase
kolesterol dalam plasma. Selain itu, CGA mungkin mengurangi kerentan oksidasi
LDL (Buscemi et al., 2014).

3. Ferulicacid
Ferulic Acidtelah terbukti memiliki banyak efek pada peradangan.Ferulic acid

memicu penurunan produksi IL-1B dan TNF-a.Selain itu ferulic acid juga dapat
mempengaruhi katabolisme triptofan dalam otak sehingga berperan dapat digunakan
sebagai biomarker depresi (Hall et al., 2015).

0

0
HO a ~

OH
Gambar 2.5.Struktur kimiaferulic acid (Hall et al., 2015).

Sejumlah penelitian telah mengungkapkan manfaat ferulic acid karena sifat
antioksidan.Ferulic acid telah terbukti menghambat peroksidasi lipid pada tikus. Pada
penelitian terhadap model sel saraf, ferulic acid telah terbukti memberikan
perlindungan antioksidan terhadap hidroksil dan paparan radikal peroksil. (Hall et al.,
2015).
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4. Caffeic acid
Caffeic acid memiliki potensi sebagal antioksidan yang kuat dan

antiinflamasi. Secara khusus Caffeic acid dapat menekan aktivass NF-kf , yang
penting dalam proses inflamasi (Hall et al., 2015).
o)

HO

HO
Gambar 2.6.Struktur kimia Caffeic acid(Hall et al., 2015).

5. Diterpenes

Cafestol dan kahweol adalah dua diterpenes yang secara alami terdapatpada
biji kopi. Biji kopi arabika mengandung sekitar 0,3-0,7% cafestol dan 0,1-0,3%
kahweol (cafestol dan kahweol dengan konsentrasi individu berkisar 0,1-7 mg / ml
dalam kopi) sedangkan pada kopi robusta, konsentrasi cafestol menurun (0,1-0,3%)
dan kahweol (<0,01%) (Buscemi et al, 2014).

Cafestol — Kahweol
Gambar 2.7.Struktur kimia cafestol dan kahweol (Buscemi et al., 2014).

6. Meanoidins
Seduan kopi dianggap salah satu sumber utama dari melanoidins dalam diet

manusia. Diperkirakan asupan dari melanoidins pada kopi menurut rata-rata konsumsi
kopi menunjukkan hal bervarias antara 0,5 dan 2,0 g per hari. Mekanisme aksi
antioksidan dari melanoidins kopi masih belum jelasTelah diasumsikan bahwa
didasarkan pada aktivitas antioksidan.Selain itu, beberapa studi menunjukkan
melanoidins berperan terhadap perlindungan dari oksidasi lipid (Buscemi et al.,
2014).
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7. Trigondline

N-methylnicotinic acid (C;H/NO,), lebih dikenal sebagai trigonelline, adalah
alkaloid yang merupakan derivate vitamin B6 dengan rasa pahit yang terkandung
dalam biji kopi dan kemungkinan besar merupakan salah satu komponen utama yang
berkontribusi untuk memberikan rasa pahit pada kopi. Jumlahnya di biji kopi
umumnya berkisar antara 0,6% dan 1%, namun setelah proses pemanggangan pada
230°C, sekitar 85% dari trigonelina dipecah ke nicotinic acid, dan beberapa molekul
trigonelline masih tersisa. Trigonelline mungkin memiliki efek menguntungkan
terhadap di pankreas dan mungkin mengerahkan fungs antioksidan dengan mengatur
aktivitas enzim antioksidan serta penurunan peroksidasi lipid (Buscemi et al., 2014).

2.7 Hubungan Kopi dan Aterosklerosis

Efek kopi terhadap kesehatan telah banyak diperdebatkan sepanjang empat
abad terakhir. Baru-baru ini, banyak peneliti telah menyarankan bahwa senyawa
polifenol sebagai antioksidan muncul pada kopi bermanfaat untuk melindungi tubuh
manusia terhadap penyakit kardiovaskular, penyakit hati, dan penyakit degeneratif.
Oleh karena itu, kopi diharapkan menjadi minuman yang bermanfaat bagi kesehatan
manusia.

Hubungan antara kopi dan risko penyakit kardiovaskular, terutama
ateroklerosis, telah menjadi topik penelitian selama 20 tahun terakhir walaupun
kesimpulan dari penelitian yang telah diterbitkan beragam (Engstrom,
2015).Aterosklerosismerupakan penyakit vaskuler dengan timbulnya plak ateroma,
yaitu suatu dungkulpada dinding arteri.Tahap awal, di daerah subintima ditemukan
yang disebut foam cell. Terbentuknya foam cell terjadi setelah makrofag
mengendositosis lipid teroksidas (terutamaoxLDL) melalui reseptor scavenger (Sc-
R). Ekspress Sc-R pada monosit dapat diinduksi oleh bakteri periodontitis P.
gingivalis.Stimulasi P. gingivalis bersifatprooksidatif karena meningkatkan oksidasi
LDL oleh monosit dan proinflamatorik karena menginduksi produksi sitokin
proinflamatori TNF-o dan IL-1B yang menginduksi ekspersi Sc-R, sehingga P.
gingivalis memudahkan pembentukan foam cell(Libby et al., 2011).
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Hasil penelitian secarain vitro, menunjukkan bahwa filtrat seduan kopi dapat
menghambat pembentukan foam cell dan ekspresi Sc-R(Susilawati et al., 2013).Kopi
mengandung bahan-bahan aktif antioksidan seperti flavonoid, xanthine, akaloid yang
dapat berfungsi sebagai antiinflamasi, antibakteri. Sehingga kemungkinan, adanya
kopi akan mengurangi oksidas lipid sehingga stimuli terhadap ekspres Sc-R
berkurang dan dengan demikian pembentukan foam cell dihambat. Antioksidan
diduga juga mempengaruhi viabilitas monosit, diduga antioksidan mengurangi
peroksidasi lipid membran sel, sehingga integritas membran monosit dapat
dipertahankan, dengan demikian juga berarti mengurangi efek merusak toksin P.
gingivalis pada membran monosit. Kemungkinan lain, kopi juga bersifat antibakteri
yang dapat berpengaruh terhadap kelangsungan dan aktivitas bakteri, sehingga efek
patogeniknya berkurang (Susilawati et al., 2013).

Kopi juga memiliki efek terhadap perlidungan endotel terhadap inisiasi awal
dari aterosklerosis.Kafein bekerja langsung pada sel endotel, merangsangproduksi
NOdan pelepasan kalsium dari retikulum yang mendukung aktivasi sintesis NO
endotel(Umemura et al., 2006). Dengan meningkatnya produksi NO pada sel endotel
akan menjaga tidak terjadinya disintegrasi endotel. Selanjutnya, kafein meningkatkan
migrasi sel endotel dan re-endotelisasi, melalui protein AMP kinase. Mekanisme ini
menunjukkan peran menguntungkan kafein padaperbaikan endotel (Spyridopoul oset
al., 2008). Komponen kopi, Dihydrocaffeic acid (DHCA) yang merupakan metabolit
dari CGA dapat menghambat ekspresi dan aktivas MMP sehingga dapat
menghambat terjadinya disintegrasi kolagen intimal (Lee et al., 2015).

Dalam penelitian lain, konsums kopi mengakibatkan penurunan yang
signifikan dalam kadar serum kolesterol, kolesterol LDL, dan penurunan yang
signifikan dalam kerentanan LDL untuk terjadi oksidasi(Yukawa et al., 2004).Ha
tersebut menunjukkan bahwa kekuatan konsumsi kopi melindungi terhadap
aterosklerosis. Potensi kopi juga didukung dengan penelitian eksperimental pada
tikus model periodontitis yang diberikan konsumsi kopi jenis robusta yang dapat

melindungi arteri koroner dari pembentukan aterosklerosis (Susilawati et al., 2014).
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2.9 Hipotesis Penelitian
Konsums kopi dapat menghambat pembentukan lesi aterosklerosis pada model

tikus periodontitis.


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

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris.Dipilih jenis ini
karena baik pada sampel maupun perlakuan lebih terkendali, terukur dan pengaruh
perlakuan dapat |ebih dipercaya (Notoatmodjo, 2005).

3.2 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimen laboratoris dengan rancangan
the post test only control group design, yaitu melakukan pengamatan atau
pengukuran setelah perlakuan dan hasilnya dibandingkan dengan kontrol
(Notoatmodjo, 2005).

3.3 Tempat dan Waktu Pendlitian
3.3.1 Tempat Pendlitian

Penelitian dilaksanakan di Laboraturium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember untuk proses perlakuan hewan coba, pengecatan darah dan
jaringan serta pembuatan suspensi bakteri P. gingivalis. Pemrosesan jaringan dengan
metode frozen section dikerjakan di laboraturium patologi anatomi RSUD Soebandi,
Jember.Pengecatan dan pengamatan jaringan dilakukan di lanoratorium histologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.
3.3.2Waktu Pendlitian

Waktu penditian dilaksanakan pada bulan  September-Oktober
2016.Penelitian ini telah disetujui oleh Komite Penelitian Fakultas Kedokteran
Universitas Jember atas nama peneliti utama yaitu Dr. | Dewa Ayu Susilawati, drg,
M.Kes dengan nomor 3.100/H25.1.11/KE/2016.
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3.4 | dentifikasi Variabel Pendlitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada pendlitian ini adalahperiodontitis dan konsumsi kopi.

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah les aterosklerosis pada arteri
koroner berupa penebalan dinding arteri koroner, disintegrasi endotel, dan
disintegrasi kolagen intimal.
3.4.3 Variabel Terkendai

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:

kriteria hewan coba
pakan dan minum tikus

injeksi Porphyromonas gingivalis

A W DdE

konsumsi kopi

3.5 Definisi Operasional
3.5.1 Periodontitis

Periodontitis adalah injeksi 0,05 ml Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
hidup dengan konsentrasi 2x10° CFU/ml pada area sulkus gingiva distobuka gigi
molar pertama rahang bawah kiri dengan pengulangan injeksi tiga kali dalam
seminggu selama 28 hari dan pemasangan Wire ligature berdiameter 0,5 mm
dipasangkan pada gigi molar kiri rahang bawah. Periodontitis dilihat melalui
radiografi terhadap tingkat resorbsi tulang.
3.5.2 Konsums kopi

Konsums kopi adalah konsumsi kopi dengan mensondasekan pada tikus
wistar setiap hari selama 28 hari. Kopi yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak
0,6 ml dan terdapat dua jenis kopi yaitu jenis kopi robusta dan arabika yang
merupakan produk hasil produksi dari kebun Perkebunan Nusantara X11, Kawah ljen,

Bondowoso.
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3.5.3 Les aterosklerosis

Les aterosklerosis adalah pengamatan gambaran histologi yang dilihat pada

jaringan arteri koroner yang dilakukan pewarnaan Picrosirius red dan Sudan V.

Gambaran histologi yang diamati adalah:

1

Ketebalan dindingarteri koroner adalah gambaran histologi dari ketebalan dinding
arteri koroner yang diukur dari tunika media sampai tunika intima (intima-media
thickness/ IMT). Pada gambar 3.1, bagian A dan B dapat dilihat untuk
pengukuran IMT dilakukan dari intima sampai media. Pengukuran dilakukan di
bawah mikroskop dengan pembesaran 400x dalam satuan umdan diamati
menggunakan optilab dan Image Raster.

Disintegrasi endotel adalah perubahan morfologi lapisan endotel berupa
kerusakan (injury) endotel pada lapisan tunika intima dari arteri koroner.Pada
gambar 3.1, bagian C dan D dapat dilihat untukpengamatan disintegrasi endotel.
Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x dan
optilab.

Gambar 3.1 Gambaran histologi aterosklerosis. (A) Pengukuran ketebalan dinding arteri koroner pada

arteri tikus normal,(B) Pengukuran ketebalan dinding arteri koroner pada arteri tikus
periodontitis,(C) Gambaran kolagen intimal normal, (D)Gambaran disintegrasi kolagen
intimal, (E) Gambaran endotel normal, dan (F) Gambaran disintegrasi endotel (Nafilah et
al., 2015).
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3. Disintegras kolagen intimal merupakan kerusakan pada lapisan kolagen intima
dinding arteri koroner yang terlihat adanya penipisan/diskontinyuitas kolagen
intimal. Pada gambar 3.1, bagian E dan F dapat dilihat bahwa untuk pengamatan
disintegras endotel.Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya dengan
pembesaran 1000x dan optilab.

3.6 Obyek Pendlitian
3.6.1 Kriteria Obyek Penelitian

Obyek penelitian adalah tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) dengan
kriteriainklus sebagai berikut, jenis kelamin jantan, berat badan 200-250 gram, umur
3-4 bulan, pakan seragam berupa diet normokolesterol standar, minum air mineral
seragam secara ad libitum, dan kondisi sehat yang ditandai dengan nafsu makan yang
baik dan prilaku normal.
Kriteria eksklusi adalah tikus yang mati selama penelitian dan dinyatakan drop
outsehingga diganti dengan tikus lainyang sesuai kriteria inklusi sehingga didapat

jumlah tikus sesuai perhitungan besar sampel.

3.6.2 Besar Sampel dan Kelompok Penelitian

Besar sampel penelitian yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 4 ekor
tikus tiap kelompok perlakuan.Adapun besar sampel didapat dari perhitungan rumus
sebagai berikut (Daniel, 2005).

n>7’x 6
d2
Keterangan :
n : besar sampl e tiap kel ompok
Z - nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu, jika o= 0,05 maka Z = 1,96
o :standar deviasi sampel
d ‘kesalahan yang masih dapat di toleransi

Dengan asumsi bahwa kesalahan yang masih dapat di terima (o) sama besar

dengan (d) maka:
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)
n>7°"xo

d2
n = 3,84
n > (1,962)

n=4

Berdasakan rumus di atas, jumlah sampel minimum yang harus digunakan
adalah 4 sampel untuk masing-masing kelompok. Jumlah tikus yang digunakan
16ekor tikus sebagai sampel yang terbagi secaraacak dalam 4 kelompokdengan
rincian sebagai berikut:

1) Kelompok I merupakan kelompok kontrol.

2) Kelompok Il merupakan kelompok periodontitis.

3) Kelompok 111 merupakan kelompok periodontitis dan kopi robusta.
4) Kelompok IV merupakan kelompok periodontitis dankopi arabika.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Pendlitian

Alat — alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah alat untuk Kkultur
bakteri terdiri atas tabung reaksi, autoclave (Memmert, Jerman), rak tabung, petridis
tidak bersekat, vibrator / vortex (Labinco, Belanda), densichek, pipet mikro
(Hummapete, Jerman), dan inkubator (Daihan Labtech, India). Alat untuk
pemeliharaan terdiri atas kandang hewan coba, wadah pakan, wadah minum, dan
timbangan neraca. Alat untuk induksi periodontitis terdiri atas jarum insulin 26G
(Terumo, Jepang), pipet tetes plastic, baker glass merk pyrex, glass objek sail, brand,
dan mikroskop. Alat untuk bedah tikus terdiri atas papan wax, jarum, pinset anatomis,
pinset chirugis, gunting, scalpel, masker, sarung tangan, dan wadah untuk
membersihkan organ.Alat untuk pemrosesan jaringan terdiri atas mesin cryostate
(Leica, Jerman), object glass (Citoplus, China) dan cover glass.Alat untuk pengecatan
terdiri atas rak pengecatan, timbangan digital (Snug-300, China), kompor listrik
(Maspion, Indonesia), kertas saring, mikroskop cahaya (Olympus, Jepang), dan
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Optilab (OptiLab Advance, Indonesia).Alat untuk pemberian kopi pada tikus adalah
Syringe 5 ml.
3.7.2 Bahan Pendlitian

Bahan-bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah bahan kultur bakteri
agar TSA (Tryptone Soya Agar), NaCl fisiologis 0,9%, tikus wistar jantan, P.
gingivalis (Tipe ATCC 33277), pakan standar (Turbo, Indonesia), air minum (Aqua,
Indonesia), kloroform, formalin 10%, larutan PBS (BioWORLD, USA ), sukrose
30%, tissue tex, alumunium foil, poly I-lysine, aquades, larutan picrosirius red
(ScyTek, USA), larutan asam (asam asetat), etanol 100%, xylane (Merck, Jerman),
propylane glycol absolute (Gama Scientific Biolab, Indonesia), propylane glycol 85%
(gama Scientific Biolab, Indonesia), larutan Sudan IV (Sigma-Aldrich, USA), Mayer’s
Hematoxylin (Merck, Jerman), glycerin jelly (Merck, Jerman), Canada balsam
(Merck, Jerman), minyak imersi (Olympus Corp., Jepang), kapas steril, spirtus,
perwarna Giemsa.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Persiapan Penelitian

Persiapan pertama adalah dilakukan pembuatan etichal clearence di Fakultas
Kedokteran Universitas Jember.
3.8.2 Persiapan Hewan coba

Penelitian ini akan dilakukan pada hewan coba tikus dengan kriteria yang
telah ditentukan. Sebelum diberi perlakuan tikus ditimbang dan diaklimatisasi selama
satu minggu. Selanjutnya hewan coba di kelompokkan menjadi 4 kelompok sesual
dengan kriteria masing — masing.
3.8.3 Persiapan Bahan Perlakuan
1. Pembuatan Suspens P.gingivalis

Pembuatan suspensi dimulai dengan pengambilan koloni bakteri pada media agar

sebanyak 1-2 ose dan diletakkan pada campuran BHI-B 1ml, vitamin K, hemin.
Media BHI-B yang telah terisi koloni bakteri tersebut diinkubasi pada suhu 37° C

selama 24 jam dan setelah 24 jam suspens dihomogenkan menggunakan vortex.
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Kemudian mengambil 200 pl suspensi bakteri dan masukan ke dalam NaCl 0,45%
sebanyak 1 ml, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Larutan diuji
kekeruhannnya menggunakan aat densicheck hingga mencapai konsentrasi 0,5
McFarland (setara dengan 2 x 10° CFU/m).
2. Pembuatan dan Pemasangan Wire Ligature

Wire ligature berdiameter 0,5 mm dipasangkan pada gigi molar kiri rahang
bawah. Pembuatan wire ligature dilakukan pada model rahang yang didapat dari
hewan coba yang telah didekaputasi dan diambil rahangnya. Wire ligature dibentuk
menyerupai huruf U menggunakan tang koil. Setelah pembuatan wire ligature selesa,
dilakukan pemasangan pada hewan coba. Pemasangan wire ligature menggunakan
pinset anatomis dan dilakukan dengan hati-hati agar tidak melukai dan terjadi
perdarahan. Wire ligature dipasang memeluk mesial dari molar tikus, kemudian
wireligature ditekan ke arah apikal secara hati—hati agar tepat pada servika gigi,
posisi akhir dari wire ligature adalah di atas sulkus gingiva agar tidak menyebabkan
iritasi.
3. Pembuatan Seduan Kopi

Pembuatan seduan kopi dilakukan terhadap dua jenis kopi yaitu kopi jenis
arabika dan kopi jenis robusta yang di ambil dari perkebunan kopi PTPN XII ijen.
Pembuatan seduan kopi dengan cara mencampurkan air panas 100° C sebanyak 200
ml dengan 12 gram kopi yang diaduk secara merata. Pemberian pada hewan coba
disesuaikan dengan perhitungan berdasarkan berat badan tikus.Sondase tikus
dilakukan setiap hari selama 28 hari sebanyak 0.6 mlyang telah konversikan setara
dengan satu cangkir kopi pada manusia.
3.84 Pelaksanaan Penelitian
1.  Pembiusan Hewan Coba

Hewan coba yang akan diberi perlakuan terlebih dahulu dilakukan pembiusan
secarainhalasi dengan klorofom.
2. Pemasangan Wireligature
Wire ligature berbentuk U dipasangkan pada mesia gigi molar kiri bawah

berada di bawah lengkung terbesar gigi menggunakan pinset.
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3. Injeks P. Gingivalis

Porphyromonas gingivalis diinduksikan untuk menciptakan infeksi kronis pada
jaringan periodontal. P. gingivalis disuntikkan pada sulkus gingiva gigi molar Kiri
rahang bawah bagian bukal 0,05 ml P. gingivalis ATCC 33277 hidup dengan
konsentrasi 0,5 McFarland (setara dengan 2 x 10°CFU/mI). Injeksi P.gingivalis
diberikan seminggu 3 kali selama 28 hari untuk memicu kondisi periodontitis kronis.
4.  Sondase Kopi

Sondase kopi dilakukan pada kelompok Il dengan kopi jenis robusta dan
kelompok 1V dengan jenis kopi arabika.Sondase dilakukan selama 28 hari sebanyak
0.6 ml setiap sondase.
3.8.5 Pengambilan Jantung

Setelahperlakuanselama 28 hari, pada hari ke-29, semua sampel hewan coba
dikorbankanuntukdiambil organ jantung.Hewan coba dianastes secara inhalasi
menggunakan kloroform sebelum dikorbankan.Pembedahan dilakukan setelah hewan
coba tidak sadar, yaitu dengan membedah dada hewan coba untuk pengambilan
jantung yang terdapat arteri koroner.Fiksasi jaringan pada formalin 10% yang
dicampurdenganlarutan PBS denganperbandingan 1:9 sebelum dilakukan pemrosesan
jaringan.
3.8.6 Pemrosesan Jaringan
1) Pemotongan Jaringan
Pemotongan jaringan pada penelitian ini menggunakan metode Potongan beku
(frozen section). Prosedur frozen section adalah cryosection menggunakan alat
cryostat yang merupakan mikrotom pada alat pembeku.Dalam metode frozen section
tidak memerlukan proses dehidrasi, clearing agent tanpa media embedding. Tahapan
frozen section adalah sebagai berikut.
1. Jaringan jantung ditriming setebal 1/3 koronaljantung kemudian dimasukkan
dalam botol yang berisi sukrose 30% dan disimpan ke dalam kulkas 3 hari.

2. Jaringan jantung diambil dari kulkas, dipel dengan kertas saring kemudian ditetesi

dengan tissue texpada cetakan yang telah diberi alumunium foil.
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3. Selama menunggu persiapan jaringan, disiapkan mikrotom frozen section

(cryotom) dan mesin frozen section (cryostat). Langkah persiapan cryostat adalah
sebagai berikut :

0.

o g~ w DN PF

Pastikan kabel terpasang pada arus listrik

Tekan On

Selanjutnya tekan tombol start

Mesin otomatis menyesuaikan pada suhu mencapai -25°C

Untuk mencapai -25°C membutuhkan waktu 2 jam

Jaringan jantung dimasukkan dalam frezer -80°C dan tunggu sampai
membeku kurang lebih 10 menit.

Spesimen pasang pada block holder yang telah ditetesi tissue tex, tunggu
membeku dan jaringan siap dipotong.

Block holder dipasang pada tempatnya kemudian ketebalan potongan diset
pada 10 pm.

Potongan ditempelkan pada object glass yang telah diolesi poly I-lysin.

10. Jaringan diangin-anginkan dan siap diwarnai.

11. Jika hasil potongan tidak segera diwarnai, dismpan dulu dalam kotak dan

ditaruh pada suhu -80°C.

2) Pengecatan Jaringan

a. Pengecatan dengan Picrosirius Red

dan

Untuk melihat histomorfologi arteri koroner ada tidaknya disintegrasi kolagen
ketebalan dinding arteri koroner pada

penelitianinimenggunakanpengecatanPicrosirius  Red.Teknik  pengecatan yang

dilakukan adalah sesuai dengan standar protokol pengecatan Picrosirius Red.Metode

pengecatan Picrosirius Red sebagai berikut:

1
2.

Preparat direndamdalamaguadesselama 15 menit.
PreparatdiwarnaidenganlarutanPicrosirius ~ Redpekatselama 60  menit
(pastikanjaringanterendamsel uruhnya).

Preparat dicelupkansebanyak 2 kali kedalam 2 larutanasam (asamasetat) yang
berbeda
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4. Bilas dengan alcohol absol utedalamwadah.
5. Preparat direndam sebanyak 2 kali kedalamalcoholabsolut yang berbeda
selama masing-masi ngtigamenit.
6. Bersihkanobject glass di sekitarjaringandengan tissue.
7. Mounting menggunakan Canadabalsem (entellan) lalu ditutup dengancover
glass.
b. Pengecatan dengan Sudan IV
Untuk melihat disintegrasi endotel pada dinding arteri koroner digunakan
pengecatan Sudan 1V .ProsedurpengecatandenganmenggunakanlarutanSudan 1V, yaitu

1. Keluarkanpreparatjaringandarilemaries, biarkandalamsuhuruangselama  30-60
menit.

2. Fiksas jaringan dengan menetesipreparatjaringandengan PBS dan biarkan
selama 3 menit, lalu menetesi dengan PBS + formalin 10% dan biarkan selama 3
menit, lalu menetes preparat dengan PBS dan biarkan selama 3 menit, terakhir
keringkanselama 30-60 menit.

3. Bilasdengan aguades.

4. Tetesipreparatjaringan 2 kali denganpropylane glycol 100%,masing-masing
biarkanselama 5 menit.

5. TeteskanlarutanSudan 1Vsecukupnya di ataspreparatjaringandanbiarkanselama 7

menit.

Tetes preparatjaringandenganpropylane glycol 85%selama 3 menit.

Bilasdengan aquades.

LakukanpengecatanMayer’s Hematoxilinselama 30 detik.

© o N o

Bilasdi air mengalir hingga bersih.
10. Bilaspreparatjaringandenganakuades.
11. Mounting menggunakangliserin jellylaluditutupdengancover glass.
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3.8.7 Tahap Pengamatan
1. Pengamatan Rahang Periodontitis.

Pengamatan periodontitis pada rahang ditandai dengan adanya resorbs tulang
alveolar melalui foto klinis dan foto radiologis. Pada foto klinis tampak puncak
alveolar yang lebih ke apika dari CEJ (Cemento Enamel Junction). Pada foto
radiologis ditandai dengan adanya radiolusens areatulang alveolar.

2. Pengukuran Ketebalan DindingArteri Koroner (Histometrik)

Pengukuran ketebalan dindingarteri koroner menggunakan alat mikrometer grade
dalam mikrometer (um). Pengukuran dilakukan di bawah mikroskop dengan
pembesaran 400x dan optilab. Ketebalan dinding arteri koroner diukur dari lapisan
intima sampal lapisan media (Intima-Media thickness). Daerah yang dilakukan
pengukuran adalah daerah yang paling tebal. Selanjutnya dilakukan penghitungan
nilai rata-rata ketebalan dinding arteri koroner sehingga didapatkan data kuantitatif.

3. Pengamatan Disintegrasi Endotel

Pengamatan gambaran histomorfologik disintegrasi endotel pada dinding arteri
koroner dilakukan dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x dan optilab.
Dalam setiap preparat, terdapat 1 arteri sehingga ada 16 arteri sebagai sampel
penelitian pada setiap kelompok. Arteri yang terdapat disintegrasi endotel terlihat
adanya kerusakan (injury) endotel pada lapisan tunika intima dari arteri koroner.
Morfologi dinding arteri normal tidak terdapat disintegrasi endotel yang telah
dilakukan pengecatan Sudan V. Pada arteri yang diamati, jika ditemui adanya
disintegrasi endotel diberi skor 1, sedangkan jika tidak ditemui adanya disintegrasi
endotel diberi skor O sehingga didapatkan data kualitatif.

4. Pengamatan Disintegrasi Kolagen Intimal

Pengamatan gambaran histomorfologik disintegrasi kolagen intimal pada dinding
arteri koroner dilakukan dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x dan
optilab. Dalam setiap preparat, terdapat 1 arteri sehingga ada 16arteri sebagai sampel
penelitian pada setiap kelompok. Pengamatan disintegrasi kolagen intimal dilakukan
pada tiap-tiap arteri dengan menentukan ada/tidaknya gambaran disintegrasi kolagen
intimal pada dinding arteri pada setiap spesimen. Arteri yang terdapat disintegrasi
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kolagen intimal ditandai oleh penipisan/diskontinyuitas kolagen intimal. Pada arteri
yang diamati, jika ditemui adanya disintegrasi kolagen intimal diberi skor 1,
sedangkan jika tidak ditemui adanya disintegrasi kolagen intimal diberi skor 0
sehingga didapatkan data kualitatif.

3.9 Analisa Data

Data ketebalan dinding arteri koroner diujinormalitas terlebih dahulu untuk
mengetahui data berdistribusi normal, menggunakan uji Shapiro-Wilk. Kemudian
dilakukan uji homogenitas untuk mengetahui varian data homogen atau tidak
menggunakan Uji Levene. Setelah diketahui bahwa data terdistribusi normal dan
homogen, maka dilakukan uji parametrik One Way ANOVA dengan tingkat kesalahan
yang dapat ditoleransi sebesar 5%.Uji One Way ANOVA dilakukan karena penelitian
ini termasuk penelitian komparatif dengan skala data numerik lebih dari 2 kelompok,
dan data tidak berpasangan.Selanjutnya dilakukan uji lanjutan dengan Uji LSD untuk
mengetahui perbedaan antar kel ompok.

Pengamatan disintegrasi endotel dan disintegrasi kolagen intimal merupakan
data non parametrik. Adanya kelainan masing-masing diberi skor 1, sedangkan
spesimen yang tidak ditemui adanya kelainan diberi skor 0.Adanya disintegrasi
endotel dan disintegrasi kolagen intimal dihitung dan hasil dinyatakan sebagai

presentase terbentuknya aterosklerosis pada arteri koroner.
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4

3.10 Alur Pendlitian
16 Ekor
|
v v v
Kelompok Kelompok Tikus Kelompok Tikus
Kontrol Periodontitis Periodontitis + Kopi
(4 ekor) (4 ekor) robusta (4 ekor)

Kelompok Tikus
Periodontitis + Kopi
arabika (4 ekor)

model periodontitis dengan cara

insersi wire ligature dan injeksi
P.gingivalis pada sulkus molar kiri

RB pada bagian bukal selama 4
minggu dengan frekuensi injeksi 1

model periodontitis dengan carainsersi wire
ligature dan injeksi P.gingivalis pada sulkus
molar kiri RB pada bagian bukal selama4

minggu dengan frekuensi injeksi 1 minggu 3 kali

minggu 3 kali serta sondase kopi setiap hari selama 28 hari.
[ . |
Hari ke-29
v
Hewan dikorbankan
|
v v
Pengambilan Jantung Pengambilan
dan arteri koroner mandibula
v v
Pemrosesan Jaringan Foto
(Frozen Section) Radiografis dan
: [ : k||_nIS
PengecatanPicrosirius Red PengecatanSudan 1V l
v ! Konfirmasi
1. Ukuran ketebalan dinding arteri disintegrasi endotel terjadinya
koroner (intima-media thickness) periodontitis (ada
2. disintegrasi kolagen intimal / tideknyaresopsi
alveolar)

A 4

AndisaData
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kessmpulan
Konsums menghambat pembentukan lesi aterosklerosis pada model tikus
periodontitis yang di tunjukan dengan menghambat penebalan dinding arteri dan

menghambat terbentuknya disintegrasi kolagen intimal dan disintegrasi endotel.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan yaitu pada penelitian selanjutnya perlu dilengkapi
dengan mengukur tingkat keparahan periodontitis, dergjat inflamasi sistemik, dergjat
bakteremi dan antigen sirkulasi yang terjadi pada model tikus periodontitis. Juga
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang kandungan tertentu dari kopi yang
mempengaruhi penghambatan pembentukan lesi ateroklerosis, serta dosis kopi, lama

pemberian konsumsi kopi, dan jenis kopi lain yang digunakan dalam penelitian.
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LAMPIRAN A. Sertifikat Ethical Clearance Pendlitian

N RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

KOMISI ETIK PENELITIAN
J1, Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@itelkom.net

ETHICAL AP PROVA
Nomor : § 160 /H25,1,11/KE2016

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upays melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :
The Ethics Commitice of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the

protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
emtitled :

ANALISIS EFEK KONSUMSI SEDUHAN KOPI TERHADAP KADAR ADRENALIN,
INFLAMASI SISTEMIK, LAJU ENDAP DARAH, AGREGASI PLATELET, DAN
GAMBARAN  HISTOPATOLOGI LESI ATEROSKLEROSIS PADA ARTERI
KORONER, RENALIS, FEMORALIS TIKUS WISTAR (Rattus morvegicus)

PERIODONTITIS

Nama Penchiti Utama : Dr. Drg. 1 Dewa Ayu Susilawati, M. Kes
Name of the principal imvestigator

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas,
And approved the above mentioned proposal.
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Lampiran B. Identifikas bakteri Porphyromonas gingivalis

Gambar A.Hasll uji identifikasiP. gingivalis menunjukkan bakteri gram negatif
dengan pewarnaan gram. Keterangan : bakteri bacillus gram negatif
dengan pengamatan mikroskop perbesaran 1000x.
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LAMPIRAN C. Surat Identifikasi Bakteri

LABORATORIUM MIKROBIOLOGI
BAGIAN BIOMEDIK KEDOKTERAN GIGI
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
UNIVERSITAS JEMBER

SURAT KETERANGAN
No. 0112 / MIKRO/ S.KET/ 2016

Sehubungan dengan keperluan identifikasi mikroorganisme, maka kami menerangkan
bahwa mahasiswa berikut:

Nama : Christian Agung Prasetya
NIM 1131610101080
Fakultas : Kedokteran Gigi

Keperluan  : Identifikasi bakteri Porphyromonas gingivalis

Telah melakukan uji identifikasi terhadap isolat bakteri Porphyromonas gingivalis
dengan menggunakan pengecatan Gram dan diamati secara mikroskopis menunjukkan
sel bakteri basillus Gram negatif dan tidak terkontaminasi.

Jember, 23 Desember 2016

Mengetahui,
Kepala Bagian Biomedik Kedokteran Gigi Penanggung Jawab Lab.Mikrobiologi

(drg. Suhartini, M.Biotech) (drg.Pujiana Endah Lestari,M.Kes)
NIP. 197909262006042002 NIP. 197608092005012002
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LAMPIRAN D. Alat dan Bahan Penelitian

1. Alat Penelitian
a. Alat pemeliharaan hewan coba

] II’!I’!I!I’I’!’EE.

[
|
I

i._':‘ﬁe—i L

B. Tempat minum
C. Tempat makan

D. Neraca
b. Alat untuk kultur bakteri Porphyromonas gingivalis

Keterangan :

A. Tabung reaksi D. Petridisk tidak bersekat
B. Rak tabung reaksi E. Vibrator

C. Autoclave F. Centrifuge
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c. Alat untuk induksi periodontitis

Keterangan :

A. Tang

B. Model rahang
C. Jarum tuberkulin
D. Dental rat

d. Alat untuk bedah tikus

Keterangan :

A. Papan Fiksasi D. Pinset Anatomi

B. Jarum Pentul E. Scalpel

C. Gunting Bedah  F. Blade Scalpel

e. Alat untuk prosesing jaringan dan pengecatan
e E ‘ ~

. 0.

Keterangan :
A. Cryostat
B. Rak pengecatan
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f.

Alat uptuk pengamatan

Keterangan :

A. Mikroskop

B. Optilab

2. Bahan Pendlitian

Keterangan :

A. Tikus wistar (Rattus norvegicus)
B. Bakteri Porphyromonas gingivalis
C. MediaBlood agar

D. Cryomatrix

E. Xylol

F. Propylon glicol

G. Alkohol 90%

H. Alkohol 97%

I. Gliserin gel

J. Sudan 1V stain

K. Picrosirious rad stain
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LAMPIRAN E. Prosedur Penelitian

Pemasangan wire ligature pada mesial
gigi molar satu rahang bawah dan
Injeksi bakteri Porphyromonas
gingivalis

pembuatan seduan kopi dan sondase Inhalasi klorofom

A YV
A |
.

Frozen section Pewarnaan dan pengamatan
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Lampiran F.Foto Klinis dan Radiografis Mandibula Kiri Tikus

Gambar 4.1 Foto klinis dan radiografis mandibula kiri tikus. (A) kelompok kontrol menunjukkan
tulang alveolar dalam keadaan normal dan tidak mengalami resorbsi, (B) kelompok
periodontitis menunjukkan adanya resorbsi tulang aveolar yang ditandai posisi alveolar
crest lebih ke apikal dari CEJ (area dilingkari) dan terlihat adanya daerah radiolusensi
pada tulang aveolar pada foto radiografis (tanda panah), (C) kelompok periodontitis dan
kopi robusta menunjukkan adanya resorbsi tulang alveolar (area dilingkari) dan terlihat
adanya daerah radiolusensi pada tulang alveolar pada foto radiografis (tanda panah), dan
(D) kelompok periodontitis dan kopi arabika menunjukkan adanya resorbsi tulang alveolar
(area dilingkari) dan terlihat adanya daerah radiolusensi pada tulang alveolar pada foto
radiografis (tanda panah).
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Lampiran G.Data hasil penelitian

a. Gambaran histologis arteri koroner tikus dengan pewarnaan Picrosirius Red
(400x)

Kontrol

Periodontitis

Periodontitis +
kopi robusta
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Periodontitis +
kopi arabika

kontrol

Periodontitis
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Periodontitis +
kopi robusta

Periodontitis +
kopi arabika

c. Tabel Hasil Pengukuran IMT dinding arteri koroner (Pengecatan Picrosirius Red

perbesaran 400x)

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2  Pengamat 3 Rata-rata SD
KJ1l 7.84 6.79 6.42 7.02 0.73
KJ2 8.45 7.51 7.75 7.90 0.48
KJ3 11.39 11.41 11.05 11.28 0.2
KJ4 11.00 11.31 11.86 11.39 0.43
PJ1 17.87 17.85 17.54 17.75 0.18
PJ2 16.46 15.96 15.82 16.08 0.33
PJ3 16.18 17.21 17.72 17.03 0.78
PJ4 18.27 18.92 18.97 18.72 0.39
RJ1 13.89 12.58 11.36 12.61 1,26
RJ2 11.03 11.12 11.32 11.16 0,14
RJ3 12.18 12.74 12.39 12.43 0,28
RJ4 11.38 12.01 11.13 11.51 0,45
AJl 13.44 13.69 13.38 13.50 0.16
AJ2 14.55 14.79 14.10 14.48 0.35
AJ3 12.34 11.69 11.79 12.03 0.35
AJ4 12.53 12.53 12.63 12.56 0.05
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d. Tabel Pengamatan Disintegrasi Kolagen Intimal (Pengecatan Picrosirius Red
perbesaran 1000x)

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 H

KJ1 0 0 0
KJ2
KJ3
KJ4
PJ1
PJ2
PJ3
PJ4
RJ1
RJ2
RJ3
RJ4
AJ1l
AJ2
AJ3
AJ4

RPOROOORRRRRERER ORO
RPOOOOORRRRREREFR ORO
RPORPROOORRRRREREFR ORO
HOHOOOl—\l—\l—\HHHOl—\oog

Jumlah:

1. Kontrol

2. Periodontitis

3. Periodontitis dan kopi robusta

4. Periodontitis dan kopi arabika
Keterangan:
0 =tidak ditemukan disintegrasi kolagen intimal
1 = ditemukan disintegrasi kolagen intimal

NN BB
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e. Tabel Pengamatan Disintegrasi Endotel (Pengecatan Sudan 1V Hematoxilin
perbesaran 1000x)

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 H

KJ1 0 0 0
KJ2
KJ3
KJ4
PJ1
PJ2
PJ3
PJ4
RJ1
RJ2
RJ3
RJ4
AJl
AJ2
AJ3
AJ4

PFRPPRPORPRORRRREPELR P OO
PRPPRPORPORRPRRPRPPLPELR P OO
PRPPRPORPORRPRRRREPRELR P OO
I—‘I—‘I—‘OHOHHHI—‘I—\I—\I—\OOO%_

Jumlah

1. Kontrol

2. Periodontitis

3. Periodontitis dan kopi robusta

4. Periodontitis dan kopi arabika
Keterangan:
0 = tidak ditemukan disintegrasi kolagen intimal
1 = ditemukan disintegrasi kolagen intimal

wwh PR

Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3
- CL \
_— 2l M
P e f//i’ iu;ﬁpz» a7,
I\ = "/5‘»""' ) "
Christian Agung Prasetya Usnida Mubarokah Cholida Rahmatia

131610101080 131610101096 131610101058
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Lampiran H. Hasil Uji Statistik

a Hasll Uji Statistik Parameter TIM Arteri Karotis

Tests of Normality

Shapiro-Wilk
kode Statistic df Sig.
perlakuan kontrol .825 4 .155
periodontitis .999 4 .998
periodontitisrobusta .892 4 .392
periodontitisarabika .969 4 .837
a. Lilliefors Significance Correction
b. Uji homogenitas Levene
Test of Homogeneity of Variances
perlakuan
Levene Statistic dfl df2 Sig.
8.600 12 .003
c. Uji beda One Way ANOVA
ANOVA
perlakuan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 133.839 3 44.613 22.188 .000
Within Groups 24.128 12 2.011
Total 157.968 15
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d. Uji lanjut Least Sgnificant Difference

Multiple Comparisons

67

perlakuan
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(1) kode (J) kode (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

Control periodontitis -7.99750° 1.00267 .000 -10.1821 -5.8129
periodontitisrobusta -2.53000° 1.00267 .027 -4.7146 -.3454
periodontitisarabika -3.74500° 1.00267 .003 -5.9296 -1.5604

Periodontitis kontrol 7.99750 1.00267 .000 5.8129 10.1821
periodontitisrobusta 5.46750 1.00267 .000 3.2829 7.6521
periodontitisarabika 4.25250° 1.00267 .001 2.0679 6.4371

periodontitisrobusta kontrol 2.53000° 1.00267 .027 .3454 4.7146
periodontitis -5.46750" 1.00267 .000 -7.6521 -3.2829
periodontitisarabika -1.21500 1.00267 .249 -3.3996 .9696

periodontitisarabika kontrol 3.74500° 1.00267 .003 1.5604 5.9296
periodontitis -4.25250° 1.00267 .001 -6.4371 -2.0679
periodontitisrobusta 1.21500 1.00267 .249 -.9696 3.3996

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN I. Surat ljin Penelitian

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
J1. Kalimantan No. 37 Jember B (0331) 333536, Fak, 331991

Nomor :aU“/UN25.8.TL/20]6

Perihal : [jin Penelitian

Kepada Yth.
Ka. Bag. BIOMEDIK FKG Universitas Jember
di

Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan Skripsi maka. dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian bagi
mahasiswa di bawah ini :

1. Nama : Christian Agung Prasetya

2. NIM : 131610101080

3. Tahun Akademik : 2016/2017

4. Fakultas : Kedokteran Gigi Universitas Jember

5. Alamat : Perum. Mastrip K 4 Jember

6. Judul Penelitian :  Analis Efek Konsumsi Seduhan Kopi Terhadap
Pembentukan Lesi Aterosklerosis Koroner Pada Model
Tikus Periodontitis

7. Lokasi Penelitian : Lab. Histologi FKG Universitas Jember

8. Data/Alat yg dipinjam : Alat untuk pewarnaan dan pengamatan jaringan

9. Waktu : Oktober 2016 s/d Selesai

10.Tujuan Penelitian : Untuk Mengetahui Analis Efek Konsumsi Seduhan Kopi

Terhadap Pembentukan Lesi Aterosklerosis Koroner
Pada Model Tikus Periodontitis

11. Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. IDA Susilawati, M.Kes
2. drg. Nuzulul Hikmah, M.Biomed

Demikian atas perkenan dan kerjasama yang baik disampaikan terima kasih.

Jember,2 B SEP 2016

an. Dekan
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PEMERINTAH KABUPATEN JEMBER

RUMAH SAKIT DAERAH dr. SOEBANDI JEMBER
JL dr. Soebandi No. 124 Telp. (0331) 487441 fax. (0331) 487564
JEMBER 68111

Nomor
Perihal : Keterangan Penelitian

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan Skripsi maka, dengan
hormat kami menerangkan bahwa mahasiswa dibawah ini :

1. Nama : Christian Agung Prasetya

2. NIM 1131610101080

3. Tahun Akademik :2016/2017

4. Fakultas : Kedokteran Gigi Universitas Jember

5. Alamat : Perum. Mastrip K 4 Jember

6. Judul Penelitian : Analisis Efek Konsumsi Seduhan Kopi Terhadap Pembentukan
Lesi Aterosklerosis Koroner Pada Model Tikus Periodontitis

7. Lokasi Penelitian : Laboratorium Patologi Anatomi RSUD dr. Soebandi Jember

8. Waktu : November 2016

9. Tujuan : Untuk menganalisa Efek Konsumsi Seduhan Kopi Terhadap
Pembentukan Lesi Aterosklerosis Koroner Pada Mode] Tikus
Periodontitis

10. Dosen Pembimbing : 1. Dr. drg. IDA Susilawati, M.Kes

2. drg. Nuzulul Hikmah, M.Biomed

Telah melakukan proses frozen section menggunakan organ tikus wistar (Rattus norvegicus).

Jember, 15 November 2016
Ka. Inst. Lab. Patologi Anatomi

dr. Jane osa'§ih SpPA
NIP 19800520 201412 2 001
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI

UNIVERSITAS JEMBER

FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
JI. Kalimantan No. 37 Jember ®(0331) 333536. Fak. 331991

Nomor
Perihal

: dle7 /UN25.8.TL/2016
: ljin Penelitian

Kepada Yth
Kepala Bagian Laboratorium Biomedik
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Di

Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka.dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin penelitian bagi

mahasiswa kami dibawah ini :

S N —

Nama

NIM
Semester/Tahun
Fakultas
Alamat

Judul Penelitian

Lokasi Penelitian
Data/alat yang dipinjam

Waktu
Tujuan Penelitian

Dosen Pembimbing

01 DEC 2016

: Christian Agung Prasetya

: 131610101080

: 2016/2017 Y

: Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

: Perum Bukit Permai J17

: Identifikasi Efek Konsumsi Kopi Terhadap

Pembentukan Lesi Aterosklerosis Koroner Pada
Model Tikus Periodontitis

: Laboratorium Farmakologi FKG Universitas

Jember

: Kandang Tikus
: Agustus — November 2016
: Untuk Mengetahui Identifikasi Efek Konsumsi

Kopi Terhadap Pembentukan Lesi Aterosklerosis
Koroner Pada Model Tikus Periodontitis

: 1. Dr.drg. IDA Susilawati, M.Kes
: 2. drg. Nuzulul Hikmah, M.Biomed

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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