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RINGKASAN

Infiltrasi Sel Inflamasi pada Gingiva Tikus yang diinduksi Periodontitis Setelah
Pemberian Gel Ekstrak Flavonoid Daun Singkong (Manihot esculenta)
Konsentrasi 25% dan 50% ; Adriano Joshua, 131610101065; Fakultas Kedokteran

Gigi Universitas Jember.

Periodontitis sebagai salah satu penyakit periodontal disebabkan oleh bakteri
gram negatif yang terdapat dalam plak gigi. Bakteri ini menghasilkan produk yaitu
endotoksin yang berupa lipopolisakarida (LPS). Bakteri dan produknya yang masuk
akan direspon dengan emigrasi dari sel-sel inflamasi menuju jaringan untuk
menghancurkan dan menetralisir bakteri dan produknya. Penatalaksanaan
periodontitis melalui scaling dan root planing serta dibantu dengan pemberian obat
antiinflamasi ibuprofen. Penggunaan jangka panjang ibuprofen memiliki efek
samping yaitu masalah gastrointestinal, gangguan ginjal dan pendarahan akibat
terganggunya agregasi platelet. Salah satu sediaan untuk mempermudah aplikasi obat
dalam poket periodontal adalah bentuk sediaan gel karena mampu meningkatkan
daya bioavailability dari obat. Singkong (Manihot esculenta) merupakan tanaman
yang mudah tumbuh di Indonesia. Salah satu bagian tanaman singkong yang
bermanfaat adalah daun singkong karena memiliki efek antiinflamasi terutama
kandungan flavonoidnya. Penelitian eksperimental ini bertujuan untuk mengetahui
infiltrasi sel inflamasi pada gingiva tikus yang diinduksi periodontitis setelah
pemberian gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) konsentrasi 25%
dan 50%.

Jenis penelitian adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan penelitian
the post test only control group design. 27 ekor tikus wistar jantan dibagi 3 kelompok
kemudian diinjeksi LPS (Lipopolisakarida) E.coli (Sigma ATCC 25922) pada molar
1 rahang bawah kanan sisi bukal dan lingual selama 14 hari. Kelompok pertama
tanpai perawatan. Kelompok kedua diberi gel ekstrak flavonoid daun singkong 25%.

Kelompok ketiga diberi gel ekstrak flavonoid daun singkong 50%. Pada hari ke-1, ke-
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7, dan ke-14 setelah perlakuan, 3 ekor tikus setiap kelompok didekapitasi. Jaringan
diproses, diwarnai HE, dan diamati sel neutrofil, makrofag, dan limfositnya
menggunakan mikroskop binokuler perbesaran 400X dan dijumlahkan oleh 3 orang
pengamat.

Data hasil penelitian disajikan dalam rata-rata jumlah tiap jenis sel inflamasi,
kemudian dilakukan uji normalitas menggunakan Shapirowilk dan didapatkan untuk
neutrofil terdistribusi normal namun makrofag dan limfosit tidak normal lalu uji
homogenitas menggunakan Levene Test dan menunjukkan semua jenis sel
terdistribusi homogen. Neutrofil dilakukan uji parametrik Two Way Annova dengan
dengan hasil bahan (kelompok perlakuan) dan hari tidak berbeda signifikan (0,293)
sehingga tidak dilanjutkan uji Least Significant Difference. Makrofag dan limfosit
dilakukan uji non parametrik Friedman dan didapati hari dekapitasi signifikan tapi
bahan (kelompok perlakuan) tidak berbeda signifikan, maka dilakukan uji lanjutan
Mann Whitney pada faktor hari dekapitasi dan didapati pada semua hubungan hari
dekapitasi memiliki nilai yang signifikan.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi 50% tidak berbeda signifikan dalam
menghambat respon sel inflamasi ditandai dengan menurunnya jumlah sel inflamasi
sedangkan ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi 25% tidak efektif dalam

menurunkan respon inflamasi ditandai dengan meningkatnya jumlah sel inflamasi.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan penyakit umum pada rongga mulut berupa
suatu respon inflamasi pada jaringan periodontal dan dapat lebih luas melibatkan
sementum dan tulang alveolar (Kurniawati, 2005). Secara epidemologi penyakit
periodontal juga mendapat perhatian penting selain karies (KEMENKES RI, 2012)
dan cenderung lebih destruktif pada orang dewasa daripada anak-anak (American
Academy of Periodontology, 2004). Berdasarkan Survei Kesehatan Rumah Tangga
(SKRT) tahun 2010 penyakit periodontal menduduki urutan kedua dengan jumlah
penderita 42,8% penduduk Indonesia (Tuhuteru et al., 2014).

Periodontitis sebagai salah satu penyakit periodontal disebabkan oleh bakteri
gram negatif seperti  Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, dan Bacteriodes
forsythus yang terdapat dalam plak gigi. Bakteri ini menghasilkan produk salah
satunya adalah endotoksin yang berupa lipopolisakarida (LPS) (Sanz et al., 2004;
Djais, 2006; Fitria, 2006).

Bakteri dan produknya yang masuk ke jaringan akan direspon oleh sel-sel
makrofag dengan mensintesis sitokin proinflamasi seperti IL-1a dan TNF-o dan
mediator proinflamasi seperti interferon-y, TGF-B, dan IL-8 pada daerah subgingival.
Peningkatan sitokin dan mediator proinflamasi ini akan memicu reaksi adhesi dan
kolonisasi dari sel-sel inflamasi pada endotel yang diperantarai oleh molekul adhesi
yang akan menyebabkan sel-sel inflamasi keluar dari vaskuler dan menuju jaringan
untuk menghancurkan serta menetralisir bakteri dan produknya. Jika sel inflamasi
tidak mampu mengatasi bakteri dan produknya maka bakteri dan produknya ini akan
menginvasi sistem vaskuler yang berpotensi menjadi aterosklerosis (Cotti et al.,2010;
Kumar et al., 2013; Newman et al., 2015).
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Penatalaksanaan periodontitis melalui scaling dan root planing serta dibantu
dengan pemberian obat. Salah satu obat antiinflamasi yang digunakan adalah
ibuprofen. Ibuprofen bekerja dengan cara menghambat enzim siklooksigenase.
Penggunaan jangka panjang ibuprofen memiliki efek samping yaitu dapat
menyebabkan masalah gastrointestinal, gangguan ginjal dan pendarahan akibat
terganggunya agregasi platelet (Chin et al., 2008; Newman et al., 2015). Oleh karena
itu perlu dicari lagi penggunaan obat antiinflamasi yang memiliki efek samping lebih
kecil serta mudah diaplikasikan yaitu obat herbal, salah satunya berasal dari daun
singkong. Salah satu sediaan untuk mempermudah aplikasi obat dalam poket
periodontal adalah bentuk sediaan gel. Sediaan gel ini mampu meningkatkan daya
bioavailability dari obat (Sukmawati, 2010).

Singkong (Manihot esculenta) merupakan tanaman yang mudah tumbuh di
Indonesia. Salah satu bagian tanaman singkong yang bermanfaat adalah daun
singkong. Daun singkong memiliki efek antiinflamasi terutama kandungan
flavonoidnya. Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa ekstrak flavonoid daun
singkong telah terbukti menurunkan aktivitas inflamasi (Sukrasno et al., 2007;
Rosiana et al., 2013; Nisa et al., 2013; Meilawaty, 2016). Oleh karena itu yang ingin
penulis teliti adalah infiltrasi sel inflamasi pada gingiva tikus yang diinduksi
periodontitis setelah pemberian gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot

esculenta) konsentrasi 25% dan 50%

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dinyatakan di atas, maka didapatkan
rumusan masalah yaitu: Bagaimana infiltrasi sel inflamasi pada gingiva tikus yang
diinduksi periodontitis setelah pemberian gel ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) konsentrasi 25% dan 50%?
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1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian eksperimental ini bertujuan untuk mengetahui infiltrasi sel inflamasi
pada gingiva tikus yang diinduksi periodontitis setelah pemberian gel ekstrak

flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) konsentrasi 25% dan 50%.

1.4  Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian yang diharapkan penulis dapat tercapai melalui penelitian

ini adalah:

1.4.1 Dapat meningkatkan pengetahuan tentang pengaruh ekstrak flavonoid dalam
daun singkong (Manihot esculenta) sebagai antiinflamasi terhadap infiltrasi
sel inflamasi terutama dalam kasus periodontitis sehingga dapat menunjang
proses penyembuhan dan pencegahan periodontitis secara herbal.

1.4.2 Dapat menjadi dasar untuk penelitian-penelitian selanjutnya terkait dengan
pengobatan alternatif herbal terutama dalam pengobatan periodontitis.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Periodontitis
2.1.1 Definisi

Periodontitis merupakan keadaan peradangan (inflamasi) pada jaringan
penyangga gigi yang disebabkan oleh akumulasi bakteri plak yang menghasilkan
kehancuran terutama pada ligamen periodontal dan tulang alveolar yang ditandai
dengan pemeriksaan klinis kedalaman probing, adanya resesi gingiva dan dapat juga
keduanya. Secara klinis dapat ditandai adanya kehilangan perlekatan jaringan
periodontal yang dideteksi melalui kedalaman probing yang juga terkait dengan tanda
resesi gingiva. Kehilangan perlekatan ini sering bersamaan dengan terbentuknya
poket dan perubahan baik densitas maupun ketinggian dari tulang alveolar. Untuk
tanda klinis inflamasi seperti pendarahan saat probing, perubahan gingiva, dan
kegoyangan gigi tidak selalu mengindikasikan adanya kehilangan perlekatan (Cotti et
al.,2010; Newman et al., 2015).

2.1.2 Etiologi

Penyebab periodontitis bisa dikatakan multi faktor namun yang menjadi
penyebab utamanya adalah akumulasi bakteri plak yang sebagian besar merupakan
bakteri gram negatif subgingiva misalnya Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis, Treponema denticola, dan Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Aktivitas dari bakteri dan produk yang dihasilkan inilah yang mampu mengakibatkan
kehilangan perlekatan jaringan periodontal dan mendestruksi tulang alveolar bahkan
gigi tanggal prematur dengan cara bakteri memproduksi senyawa toksik dan enzim
melalui proses inflamasi pada jaringan periodontal (Shibli et al., 2008; Wolf dan
Lamster, 2011).
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Menurut AAP terdapat 2 faktor yang meningkatkan resiko periodontitis yaitu
(American Academy of Periodontology, 2004; Manson dan Eley, 2004; Newman et
al., 2015):

(@) Sistemik merupakan faktor keadaan tubuh pasien yang mengacu pada
keadaan patologi yang mempengaruhi respon imun jaringan seperti
diabetes melitus, Human Immunodeficiency Virus (HIV) dan kelainan
imunologis, kelainan darah, dan faktor genetik serta keadaan fisiologi
seperti usia dan hormonal.

(b) Lokal merupakan faktor keadaan disekitar jaringan penyangga gigi yang
dapat meningkatkan memperparah  periodontitis oleh  karena
meningkatkan akumulasi plak seperti restorasi overhanging, karies gigi,
maloklusi, penggunaan dan desain piranti ortodontik atau prostetik yang

salah, trauma dan merokok.

2.1.3 Gejala Klinis
Dalam perkembangan penyakit periodontal dikenal 3 tahapan periodontitis
dengan gejala klinis sebagai berikut (Lambert dan Northridge, 2008; Obiechina,
2011):
(a) Early / Mild periodontitis
Memiliki gejala klinis seperti: adanya pendarahan saat probing dan
pembesaran gingiva, pengukuran kedalaman probing 3-4 mm, sudah
tampak resesi gingiva, nafas bau (halitosis), serta resorbsi tulang alveolar
horizontal ringan pada pemeriksaan radiografi.
(b) Moderate periodontitis
Memiliki gejala klinis seperti: pengukuran kedalaman probing 4-6 mm,
pendarahan pada saat probing, kegoyangan gigi yang lebih parah dan
menunjukkan keterlibatan furkasi, dengan pemeriksaan radiografi
menunjukkan resorbsi yang lebih jauh serta perbandingan mahkota dan
akar/Crown Root Ratio (CRR) menunjukkan 1:1
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(c) Advance / Severe periodontitis
Memiliki gejala klinis seperti: pengukuran kedalaman probing lebih dari 6
mm, keterlibatan furkasi kelas 111, kegoyangan parah bahkan tanggal, akar
gigi terbuka sehingga sensitif terhadap rangsang termal dan secara
radiografi tampak kehilangan tulang alveolar horizontal maupun vertikal
serta perbandingan mahkota dan akar/Crown Root Ratio (CRR) 2:1

Gambar 2.1: Gambaran histologi gingiva yang sehat ditandai dengan melekatnya epitel
junctional pada Cemento Enamel Junction (CEJ). Dengan keterangan: Epitel junctional (A ke
B); Epitel sulkular (B ke C); free gingiva (C ke D); attached gingival (D ke E) (Sumber:
Newman et al.,2015

Gambar 2.2: Gambaran histologi periontitis pada interproksimal ditandai dengan
bermigrasinya epitel junctional ke arah apikal. Dengan keterangan: poket periodontal (P);
tulang alveolar (AB); dasar poket (BP); puncak tulang alveolar (BC) (Sumber: Newman et
al.,2015)
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2.2 Inflamasi
2.2.1 Pengertian

Inflamasi atau peradangan merupakan respon pertahanan tubuh atas terjadinya
suatu injury dari benda yang tidak dikenal tubuh termasuk ancaman infeksi bakteri,
trauma, autoimun, virus, dan toksin. Respon inflamasi melakukan tugasnya dengan
menghancurkan, dan menetralkan dari agen-agen asing tersebut kemudian
meregenerasi ulang tempat terjadinya injury tersebut. Meskipun demikian dalam
prosesnya, peradangan juga menghasilkan kerusakan jaringan terkait dengan berbagai
reaksi kimia yang dihasilkan baik oleh bakteri maupun oleh sel-sel inflamasi itu
sendiri (Newman et al., 2015).

2.2.2 Jenis Respon inflamasi

Respon inflamasi dapat dibagi menjadi 2 yaitu (Gambar 2.3) (Kumar et al.,
2013):

(@) Inflamasi Akut

Merupakan respon awal dari tubuh terhadap injury dengan mengirimkan
leukosit yang ditandai dengan perubahan vaskuler dari mengecilnya lumen pembuluh
darah (vasokonstriksi) sesaat menjadi lebih besar sehingga meningkatkan aliran darah
(vasodilatasi) dan perubahan struktural dengan meningkatan permeabilitas vaskuler
agar protein plasma lebih mudah meninggalkan sirkulasi, serta emigrasi leukosit
terutama neutrofil menjadi terakumulasi dan terfokus pada injury.

Akibat dari inflamasi akut ini antara lain: Resolusi yaitu jika injury sesaat dan
tempat yang terbatas tidak akan mengakibatkan kerusakan jaringan yang berarti
(minimal), Pembentukan jaringan parut (fibrosis) yang terjadi apabila regenerasi
jaringan kurang baik, Inflamasi akut dapat berlanjut menjadi inflamasi kronis yang
terjadi apabila respon inflamasi terus berlangsung setara dengan regenerasinya

sehingga menjadi inflamasi yang berkepanjangan.
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(b) Inflamasi kronis

Merupakan kelanjutan inflamasi akut yang disebut juga inflamasi
berkepanjangan oleh karena dapat terjadi dalam durasi minggu hingga tahun.
Inflamasi kronis ditandai dengan (1) Infiltrasi mononuclear cell seperti makrofag,
limfosit, dan sel plasma, (2) Destruksi jaringan oleh sel radang, (3) Repair yang
melibatkan pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) dan fibrosis.

ACUTE INFLAMMATION RESOLUTION

= Clearance of injurious smuli
* Clearance of mediators and acute

inflammatory cells
* Replacement of injured celis

= Viral infections

* Chronic infections oy o

= Persistent inj

-Mminmme’gaasea E HPFgﬁmm

CHRONIC INFLAMMATION
= Angiogenesis
* Mononuclear cell infiltrate
* Fibrosks (scar)

Gambar 2.3: Inflamasi akut dan Inflamasi kronis (Sumber: Kumar et al., 2013).

2.2.3 Sel-sel inflamasi dalam periodontitis dan karakteristiknya
(@) Neutrofil

Neutrofil disebut juga polimorfonuclear (PMN) merupakan sel darah putih
yang sangat penting oleh karena termasuk pertahanan pertama dalam imun bawaan
manusia serta kandungan yang terbanyak yakni sekitar 65%-75% diantara sel-sel
darah putih lainnya dalam darah. Sel ini dinamai neutrofil oleh karena dalam
pewarnaan Wright diamati hampir tidak memiliki warna (neutral), berdiameter 12-14
pum dan termasuk sel yang elastis sehingga mudah dan cepat dalam menembus

endotel. Neutrofil yang berada dalam jaringan tidak dapat kembali dalam sirkulasi
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melainkan tetap hidup hingga 1-2 hari (Amulic et al., 2012; Srinivasan, 2013;
Newman et al., 2015).

Gambar 2.4: Gambaran histologis Neutrofil jenis segmen (Sumber: Loffler et al., 2005)

(b) Makrofag

Makrofag memiliki fungsi utama dalam fagositosis. Makrofag menelan
mikroorganisme dan partikel yang memasuki tubuh. Jika makrofag menjumpai
benda yang berukuran besar, makrofag-makrofag bersatu untuk membentuk sel besar
dengan 100 nukleus atau lebih yang disebut dengan multinucleated giant cell. Dalam
keadaan sehat, makrofag merupakan fase akhir dari monosit yang bermigrasi ke
jaringan. Makrofag biasanya mulai terjadi peningkatan pada hari ke-3 hingga hari ke-
7 dalam proses injury. Makrofag berukuran 15-30 pum, bentuk tidak teratur, inti
lonjong atau bentuk ginjal letak eksentrik. Makrofag mensintesis TNF-o dan IL-1p,
ternyata juga mampu mengeluarkan matriks ekstraseluler yang berperan dalam
regenerasi jaringan seperti kolagen, elastin, dan fibronektin (Wikesjo dan Selvig,
1999; Kumar et al., 2013; Newman et al., 2015).

X ."- °

» s_"".‘ - S

Residu seluler

Inti sel

Gambar 2.5: Gambaran Histologis Makrofag dengan residu selulernya (Sumber: Loffler et
al., 2005)
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(c) Limfosit

Limfosit merupakan kekebalan tubuh adaptif yang terdiri dari tiga jenis sel
berbeda yaitu limfosit T, limfosit B, dan dendritik sel. Secara keseluruhan sel-sel
tersebut berkembang dari stem sel hemopoetik, T-cell Reseptor (TCR), B-cell
Reseptor (BCR), dan molekul MHC (Major Histocompatibility Complex). Gambaran
histologis memiliki ukuran 6-8 mikron , sitoplasma agak basofilik, inti besar dengan
kromatin padat. Sel ini dapat berdiferensiasi menjadi pembunuh sel target terinfeksi
(Limfosit T sitotoksik), sel-sel pembantu (Limfosit T-helper), dan menjadi antibodi
sel plasma (Limfosit B) (Harjana, 2011; Kumar et al., 2013). Limfosit terutama
limfosit T muncul secara bermakna pada hari ke-5 hingga hari ke-7 (Diegelmann dan
Evans. 2004).

Gambar 2.6: Gambaran histologis limfosit (Sumber: Loffler et al., 2005)

2.3 Hubungan Lipopolisakarida (LPS) dalam Periodontitis dan Respon
inflamasi

Penyakit Periodontitis disebabkan oleh faktor utamanya yakni bakteri plak
dan produknya. Bakteri gram negatif beserta produknya antara lain
Pathogen/Microbe-Associated Molecular Patterns (PAMPs atau MAMPS) dan
termasuk juga lipopolisakarida (LPS), lipoprotein, dan peptidoglikan pada permukaan
sel bakteri merupakan pemeran utama dalam patogenesis penyakit periodontal dan
melalui proses bakteremi yakni kondisi dimana bakteri menginvasi sistem vaskuler
khususnya sel endotel melalui bagian yang terbuka atau terinfeksi dalam hal ini
adalah periodontal yang dapat juga diperolen melalui prosedur dental. (Mealey dan
Perry, 2006; Lidar et al., 2009; Agus dan Yanti, 2010; Lockhart et al., 2012, Herath
et al., 2013; Newman et al., 2015).
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Produk bakteri yaitu Lipopolisakarida (LPS) memiliki struktur yang bervariasi
pada beberapa bakteri tergantung bioaktivitasnya, namun yang mempengaruhi
aktivitas LPS adalah rantai lipid A nya (Stover et al., 2004). Pada gambar 2.9 tampak
bahwa pada jaringan, LPS yang direspon oleh GF (Gingiva Fibroblast) dengan
menginduksi COX-2 (Cyclooxygenase-2) yang kemudian meningkatkan sintesis dari
PGE, (Prostaglandin E;) tidak hanya oleh fibroblas tapi juga oleh makrofag,
osteoklas dan osteoblas. PGE;, inilah yang mengaktivasi jalur sinyal intraseluler
mayor yakni NFgB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enchancer p cell) dimana
sinyal ini awalnya masih tidak aktif pada sitoplasma dan terikat pada inhibitor kappa
B (IkB). Stimulasi oleh LPS menyebabkan Ik kinase (IKKa dan IKKp) teraktivasi
sehingga terjadi fosforilasi protein Ixp yang menyebabkan degradasi dan melepas
ikatan NFgB dengan IxP. Hal tersebut menyebabkan translokasi nukleus dan
mengaktivasi transkripsi beberapa gen termasuk sitokin inflamasi. Kemudian sitokin
ini akan memasuki respon endotel (Kersh, 2007; Bhoj dan Chen, 2009; Newman et
al., 2015).

Pada respon endotel terdapat peningkatan ekspresi molekul adhesi intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1), endotelial cell adhesion molecule-1 (ECAM-1) dan
vaskular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) yang merangsang akumulasi dan
adhesi (perlekatan) sel-sel leukosit lainnya pada permukaan dalam dinding arteri
melalui ikatan integrin. Kemudian sel endotel mengalami pelebaran jarak antar sel
sehingga terjadi kebocoran vaskuler yang kemudian menyebabkan migrasi dari sel-sel
leukosit kedalam jaringan seperti pada gambar 2.7 dan 2.8 (Kumar et al., 2013;
Newman et al., 2015).
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Gambar 2.7: llustrasi respon inflamasi dalam vaskuler (Sumber: Kumar et al., 2013).
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Gambar 2.8: llustrasi aktivasi leukosit (Sumber: Kumar et al., 2013).

Cytokmes
(TNF, IL-1) o

Macrophage
with microbes

12


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

13

MAMP

N Teel

| CJ__-)GF

| | ¥ 0C  Thi, Th2, Treg
| O

! \\ ecfis O
__.‘ ® ©Bcel

CDE* T cells

= g
J \/ o8
PDL

[_.

Gambar 2.9: Respon inflamasi dalam periodontitis. Keterangan gambar: MAMP,Microbial-
associated molecular pattern; RANKL, receptor activator of nuclear factor-«f ligand;IL-8,
interleukin-8; KC, keratinocyte; DC, dendritic cell; Mac, macrophage; GF, gingival
fibroblast; PDL, periodontal ligament fibroblast;OB, osteoblast; OC, osteoclast; EC,
endothelial cell; PMN, polymorphonuclear neutrophil; Mon, monocyte; T cell, T lymphocyte;
B cell, B lymphocyte. (Sumber: Newman et al.,2015)

2.4 Singkong (Manihot esculenta atau Manihot utilissima)
2.4.1 Definisi, perkembangan, dan karakteristik singkong

Menurut Kamus Besar Bahasa Indonesia (KBBI) arti kata singkong disebut
juga ubi kayu adalah tanaman yang hidup di daerah tropis, umbinya ada yang manis
dan ada pula yang pahit, daunnya banyak mengandung protein dan biasa disayur atau
direbus sebagai lalap.

Asal tanaman singkong pertama kali dikenal di Amerika Selatan kemudian
dikembangkan pada masa prasejarah di Brasil dan Paraguay. Di Indonesia, singkong
diperkenalkan oleh orang Portugis pada abad ke-16 dari Brasil dan mulai ditanam
secara komersial sekitar tahun 1810. Di Indonesia, umbinya dikenal luas sebagai

makanan pokok penghasil karbohidrat dan daunnya sebagai sayuran (Agoes, 2010).
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Tanaman ini merupakan tanaman berkayu dengan arah pertumbuhan yang
tegak, memiliki daun tunggal atau majemuk, menyebar dan berhadapan dengan daun
penumpu menyerupai kelenjar atau menjari dari 5 hingga 9 belahan lembar daun.
Untuk bunganya berkelamin tunggal, berumah satu atau dua, susunan yang beragam.
Tanaman ini juga termasuk akar tunggang disamping akar serabut dari dasar yang
lurus. Ubinya berkembang dari penebalan sekunder akar serabut adventif tersebut
dengan bentuk bervariasi namun paling banyak dijumpai bentuk silinder meruncing
bahkan beberapa memiliki cabang (Rubatzky dan Yamaguchi, 1998; Tjitrosoepomo,
2002).

2.4.2 Klasifikasi Singkong

Gambar 2.10: Daun singkong (Meilawaty, 2016)

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta (tumbuhan berbiji)

Sub Divisio : Angiospermae (berbiji tertutup)

Classis : Dicotyledoneae

Ordo : Euphorbiales

Familia : Euphorbiaceae

Genus : Manihot

Spesies : Manihot utilissima Pohl.; Manihot esculenta Crantz sin.

(Rukmana, 2002; Steenis, 2005; Tjitrosoepomo, 2005)
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2.4.3 Kandungan dan manfaat flavonoid Daun Singkong

Daun singkong telah diteliti memiliki kandungan flavonoid, triterpenoid,
saponin,dan tanin. Kadar flavonoid dalam daun singkong dapat mencapai 881,33 mg
RE/g (miligram Rutin Equivalen per gram) (Dewi, 2014) Di dalam daun singkong
mengandung vitamin A dalam bentuk [-karoten yang berdasarkan penelitian
sebelumnya (Meiliana et al., 2014) menunjukkan kadar 7953,4 ng/100 g BDD
(Bahan Dapat Dimakan) pada daun singkong yang direbus garam pada suhu 96,8 °C
selama 15 menit, B1 dan C sebanyak 275 mg per 100 gram, kalsium, kalori, fosfor,
protein, lemak, hidrat arang, dan zat besi. Menurut hasil penelitian, daun singkong
termasuk jenis sayuran yang banyak mengandung flavonoid. Kandungan utama
flavonoid daun singkong adalah golongan flavonoid rutin yang merupakan glikosida
kuersetin dengan disakarida yang terdiri dari glukosa dan shamnosa (Sukrasno et al.,
2007; Agoes, 2010; Nurdiana, 2013).

Gambar 2.11: Struktur kimia kuersetin (Vidak et al., 2015)

Dalam penelitian ini lebih dikhususkan mengenai flavonoid daun singkong
yang telah diketahui sebagai antiinflamasi dan antibakteri melalui siklus
sikloogsigenase dan lipoksigenase yang kemudian mampu menurunkan jumlah sel
inflamasi serta adanya perbaikan kualitas jaringan ikat dan epitel, kemudian sebagai
antioksidan yang merupakan senyawa pereduksi yang baik, menghambat banyak
reaksi oksidasi, baik secara enzim maupun non enzim, sebagai penampung yang baik

radikal hidroksi dan superoksida dengan demikian melindungi lipid membrane
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terhadap reaksi yang merusak. Selain itu flavonoid mempunyai aktivitas sebagali
antialergi, antithrombosis, bahkan juga memiliki aktivitas sebagai analgesik dengan
dosis optimal 25,6 mg/kg bb (Desrini et al., 2011; Lipinski, 2011).
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2.5 Kerangka konsep Penelitian

Produk bakteri terutama gram
negatif yakni Lipopolisakarida
(LPS)

Gingiva

Daun Singkong (Manihot
esculenta)

v

Mengandung flavonoid

2

Terjadi induksi COX-2 (Cyclooxygenase-
2) berlanjut sintesis PGE,

Aktivitas antiinflamasi dengan
menghambat siklooksigenase
dan lipoksigenase

A\

v

Mediator proinflamasi (interferon-y,
TGF-B,IL-8) dan sitokin proinflamasi
(IL-1B dan TNF-a)

v
Ekspresi pada sel endotel untuk
molekul adhesi (ICAM-1,
ECAM-1, dan VCAM-1)

v
Emigrasi sel-sel inflamasi dari
endotel arteriol menuju
jaringan / ekstravaskuler

v

Destruksi jaringan
periodontal

Periodontitis

Keterangan mapping:

\l, Hubungan yang diteliti
|— Hubungan diteliti yang
diharapkan menghambat proses

Gambar 2.12: Kerangka Konsep Penelitian



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

18

2.6 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini yaitu: Gel ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) konsentrasi 25% dan 50% dapat mengurangi infiltrasi sel

inflamasi pada gingiva tikus yang diinduksi periodontitis.
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini  merupakan penelitian eksperimental laboratoris
(Notoatmodjo, 2005).

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control group
design yaitu melakukan pengukuran atau observasi pada kelompok kontrol dan

kelompok perlakuan pada waktu yang telah ditentukan (Notoatmodjo, 2005).

3.3 Tempat dan Waktu
3.3.1 Tempat Penelitian

Penelitian diawali dengan membuat ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) di Laboratorium Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang.
Selanjutnya adalah pembuatan gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot
esculenta) dibuat di Laboratorium Teknologi Sedia Likuida Bagian Farmasetika,
Fakultas Farmasi Universitas Jember. Pembuatan LPS dilakukan di Laboratorium
Bioscience Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Perlakuan terhadap hewan
coba dilakukan di Laboratorium Fisiologi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Jember. Pemrosesan jaringan dan pengamatan secara mikroskopis dilakukan di
Laboratorium Histologi Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas

Jember.

3.3.2 Waktu Penelitian
Periode penelitian ini dilakukan pada bulan November 2016-Februari 2017.

19
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3.4 Identifikasi Variabel Operasional
3.4.1 Variabel bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah gel ekstrak flavonoid daun

singkong (Manihot esculenta) dengan konsentrasi 25 % dan 50%.

3.4.2 Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah sel-sel inflamasi pada gingiva gigi

molar pertama kanan rahang bawah tikus.

3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini sebagai berikut:

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

b) LPS Bakteri E. Coli (Sigma ATCC 25922).

c) Dosis gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) sebanyak
0,05 ml, diberikan sebanyak dua kali sehari.

d) Makanan (turbo) dan minuman tikus secara ad libitum.

e) Ukuran kandang 40 cm x 60 xm x 15 cm dengan ventilasi yang cukup, 1

kandang berisi 3 tikus dan dibersihkan setiap 3 hari sekali.

3.5 Definisi Operasional Penelitian
3.5.1 Gel Ekstrak Flavonoid Daun Singkong (Manihot esculenta)

Gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) adalah sediaan
ekstrak daun singkong dalam bentuk semi padat yang digunakan sebagai bahan

aplikasi topikal pada tikus periodontitis dengan konsentrasi 25% dan 50%.

3.5.2 Tikus Periodontitis
Model tikus merupakan tikus wistar jantan yang diinduksi LPS E. Coli

(Sigma ATCC 25922) pada gingiva bagian lingual dan bukal gigi molar pertama
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kanan bawah dengan dosis 0,05 ml dan disuntikkan menggunakan tuberculine
syringe dengan ukuran jarum 30 gauge (lonel, 2015). Periodontitis ditunjukkan secara

radiografi (lampiran H gambar 13) dan histologi dengan adanya sel-sel inflamasi.

3.5.3 Infiltrasi sel-sel inflamasi

Infiltrasi sel-sel inflamasi didapatkan dengan menghitung neutrofil, makrofag,
limfosit pada daerah jaringan ikat pada sulkus gingiva tikus dan kemudian diberi
pewarnaan Haematoxilin Eosin (HE), kemudian diamati di bawah mikroskop yang
diukur dengan software image raster dengan perbesaran 400x pada lapang pandang
terpilih pada 1 potongan kemudian hasilnya dijumlah dan dirata-rata antara 3

pengamat.

3.6 Populasi dan Sampel
3.6.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian yang digunakan adalah tikus putih dari galur Wistar

(Rattus norvegicus) jantan dan belum pernah digunakan untuk penelitian.

3.6.2 Kriteria Sampel

Kriteria sampel pada penelitian ini adalah :

a. Tikus strain Wistar berjenis kelamin jantan
b. Umur 2-3 bulan
c. Berat badan =200 gram

d. Tikus dalam keadaan sehat ditandai dengan gerakan aktif dari tikus

3.6.3 Besar Sampel Penelitian
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah berdasarkan rumus
Federer (Federer, 1955).
(t-1) x(r-1)> 15
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Dimana t adalah jumlah kelompok perlakuan dan r merupakan jumlah replikasi.
Penelitian ini akan menggunakan tiga kelompok perlakuan sehingga:
(9-1) x (r-1)> 15
8 x(r-1)>15
8r-§ > 15
r>2,88(3)

Jadi sampel yang digunakan minimal 3 ekor per kelompok perlakuan.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah sebagai berikut, 8 kandang
tikus termasuk tempat makan dan tempat minum, neraca digital (Ohaus), masker,
sarung tangan latex, potongan kayu 2x2 cm, syringe kecil kapasitas 1 ml (Terumo,
Jepang), rat dental chair, tabung reaksi, sentrifuge, kawat ose, decycator, inkubator,
spektrofotometer, shakerbath, rotary evaporator, blender, mortar, tuberculine
syringe, sonde, pinset, scalpel, pot, lampu spiritus, microtom (Tissue-Tek, Jepang),
object glass dan deck glass, waterbath, kuas kecil, kompor listrik (Maspion,
Indonesia), mikroskop cahaya (Olympus, Jepang), optilab (OptiLab Advance,

Indonesia), software image raster (OptiLab Advance, Indonesia).

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah sebagai berikut: 27 ekor
tikus wistar jantan (Rattus norvegicus), aquadest steril, media BHI-B, media BHI-A,
vitamin K, hemin, yeast extract, LPS E. Coli (Sigma ATCC 25922), gel ekstrak
flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) 25% dan 50%, gel plasebo, Ketamin
(KTM 1000), buffer formalin , chloroform, asam formic 10%, xylol, alkohol 70%,
80%, 95%, 100%, gliserin, meyer egg albumin, Embedding Paraffin (Paraplast
Plus), minyak emersi, pewarnaan Hematoxilin Eosin (HE), enthelan, kertas saring,

makanan tikus wistar (turbo).
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3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Ethical Clearence

Sebelum dilakukan penelitian, dilakukan pengurusan etichal clearance untuk
prosedur perlakuan terhadap hewan coba di Unit Etika dan Advokasi, Fakultas

Kedokteran Universitas Jember.

3.8.2 Persiapan Hewan Coba
Hewan dilakukan aklimatisasi selama seminggu sebelum diberi perlakuan

untuk adaptasi tikus dengan tempat dan makanan.

3.8.3 Pembagian Kelompok Perlakuan

Hewan coba yang telah diadaptasikan akan dibagi menjadi 9 subkelompok
dalam 3 kelompok besar.
Pembagian kelompok sebagai berikut :

a) Kelompok 1 kontrol (9 ekor tikus) merupakan kelompok tikus yang diinduksi
LPS E. Coli selama 2 minggu.

1) Kelompok 1.1 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-1.
2) Kelompok 1.2 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-7.
3) Kelompok 1.3 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-14.

b) Kelompok 2 (9 ekor tikus) merupakan kelompok yang diinduksi LPS E. Coli
selama 2 minggu dan diaplikasi topikal gel ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) konsentrasi 25%.

4) Kelompok 2.1 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-1.
5) Kelompok 2.2 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-7.
6) Kelompok 2.3 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-14.

c) Kelompok 3 (9 ekor tikus) merupakan kelompok yang diinduksi LPS E. Coli
selama 2 minggu dan diaplikasi topikal gel ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) konsentrasi 50%.

7) Kelompok 3.1 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-1.
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8) Kelompok 3.2 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-7.
9) Kelompok 3.3 (3 ekor tikus) tikus didekapitasi pada hari ke-14.

3.8.4 Pembuatan Model Tikus Periodontitis

Model tikus periodontitis adalah tikus wistar jantan yang diinduksi dengan
LPS E. Coli pada gingiva bagian lingual dan bukal gigi molar pertama kanan bawah
dengan dosis masing - masing bagian 0,05 ml dan diberikan 3 hari sekali selama 2
minggu menggunakan tuberculine syringe dengan ukuran jarum 30 gauge (lonel,
2015).

3.8.5 Pembuatan Ekstrak Flavonoid Daun Singkong

Daun Singkong (Manihot esculenta) yang digunakan berasal dari daerah
Tempurejo, Kabupaten Jember. Dipetik pada daun ke-5 dari pucuk sebanyak 450
gram dicuci bersih, dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan selama 2 hari di dalam ruangan dengan suhu ruang, yang tidak terkena sinar
matahari secara langsung, kemudian dioven selama 24 jam dalam suhu 40°C. Setelah
dikeringkan dengan oven, berat daun singkong kering menjadi 238,54 gram. Daun
yang kering tersebut diselep, kemudian diayak dengan ayakan 80 maze sehingga
didapatkan serbuk halus sebanyak 207,25 gram. Setelah itu, serbuk daun dimaserasi
dengan etanol 96% selama 3 hari dan dilakukan pengadukan setiap 24 jam.
Selanjutnya, larutan tersebut dipekatkan dengan rotavapor (rotary evaporator)
dengan suhu 50°C dan putaran 90 rpm menjadi ekstrak daun Singkong (Manihot
esculenta) dengan konsentrasi 100%, sebanyak 20 gram.

Ekstrak kasar daun singkong sebanyak 20 gram selanjutnya ditambahkan
etanol absolut sebanyak 100 ml kemudian diultrasonik selama 10 menit. Setelah itu
ditambahkan 10 ml HsPO, 5%, kemudian dipanaskan pada suhu 80°C selama 30
menit, lalu dibiarkan selama 8 jam. Selanjutnya, lapisan atas yang terbentuk diambil
kemudian dilakukan filtrasi vaccum. Filtrat diekstrak dengan petroleum eter sebanyak

10 ml (diulang sebanyak 3 kali). Hasil ekstrak dioven pada suhu 60°C, untuk
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mengurangi kadar etanol ditambahkan air sampai volume 5 ml. Tahapan selanjutnya
tambahkan Acetonitrile sebanyak 20 ml, sonifikasi selama 5 menit. Setelah itu
disentrifuge pada 4000 rpm selama 5 menit. Lapisan atas yang terbentuk diambil dan
dikeringkan, sehingga menjadi hasil ekstrak flavonoid daun singkong. Hasil ekstrak
flavonoid daun singkong diuji menggunakan LC-MS/MS untuk mengetahui kadar
flavonoidnya (Sun, 2013).

3.8.6 Pembuatan Gel Ekstrak Flavonoid Daun Singkong

Pembuatan gel dilakukan di Laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi
Universitas Jember. Proses pembuatan basis gel dimulai dengan Carbopol,
dikembangkan dalam air panas dalam mortir, kemudian diaduk hingga homogen,
selanjutnya ditambahkan trietanolamin (TEA) sedikit-sedikit sampai terbantuk massa
gel. Ekstrak flavonoid daun singkong dicampurkan dengan tween 20 hingga
homogen. Campuran ekstrak dan tween 20 tersebut selanjutnya dicampurkan ke

dalam basis gel dan diaduk sampai homogen (Sun, 2013).

3.8.7 Aplikasi Topikal Gel Ekstrak Flavonoid Daun Singkong

Setelah tikus mengalami periodontitis, maka diaplikasikan pemberian gel
ekstrak flavonoid daun singkong 25% dan 50%. Gel ekstrak flavonoid daun singkong
diaplikasikan secara topikal pada daerah sulkus gingiva gigi molar pertama kanan

rahang bawah 1 kali sehari selama 1,7, dan 14 hari.

3.8.8 Pengambilan Sampel Penelitian

Masing-masing tiga ekor tikus putih pada kelompok I, Il, dan Il didekapitasi
pada hari ke-1, ke-7, dan ke-14 setelah pemaparan LPS. Dekapitasi dilakukan dengan
cara euthanasia dengan cara memasukkan tikus kedalam toples tertutup yang diberi
eter. Lalu dilakukan pengambilan jaringan pada bagian kanan rahang bawah dari gigi
molar pertama sampai molar ketiga. Setelah itu sampel dimasukkan ke dalam buffer

formalin selama 24 jam agar jaringan yang akan diamati tidak rusak.
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3.8.9 Tahap Dekalsifikasi Jaringan
Sampel yang telah dimasukkan ke dalam buffer formalin selanjutnya
dilakukan dekalsifikasi. Proses dekalsifikasi menggunakan larutan asam format yang
berguna untuk menghilangkan garam-garam kalsium dari jaringan tulang dan gigi
sebelum pemotongan, sehingga tulang dan gigi menjadi lebih lunak dan memudahkan
dalam pemotongan. Tahap dekalsifiksai meliputi :
a) Sampel yang telah direndam dalam formalin 10% dicuci dengan air bersih
yang mengalir pelan selama 30 menit.
b) Kemudian dimasukkan ke dalam larutan asam formic 10% selama 14 hari dan
dilakukan vibrasi setiap hari agar proses dekalsifikasi merata.
c) Setelah itu dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa bahan
dekalsifikasi. (Tim Patologi Anatomi FKG Unej, 2007).

3.8.10 Pembuatan Sediaan Histologi

Setelah melalui tahap dekalsifikasi, selanjutnya merupakan tahap pembuatan
sediaan histologi. Tahapan ini diawali proses dehidrasi, clearing dan impregnasi
dengan mencelupkan jaringan ke dalam larutan. Dehidrasi dengan cara merendam
dalam alkohol bertingkat dengan konsentrasi 70%, 80%, 90%, Absolut (100%) I,
Absolut (100%) I1, Absolut (100%) 111 untuk menghilangkan air dalam jaringan. Pada
tiap konsentrasi direndam secara berturut-turut selama 60 menit. Kemudian clearing
dengan cara merendam dalam larutan xylol I, xylol II, dan xylol 111, masing-masing
selama 60 menit. Kemudian impregnasi melalui proses infiltrasi parafin dalam oven
dengan suhu 60 °C, dengan cara bertahap. Sediaan dimasukkan ke dalam parafin
murni |, Il, dan 11l masing-masing selama 60 menit (Tim Patologi Anatomi FKG
Unej, 2007).

Setelah melalui proses dehidrasi, clearing, dan impregnasi, tahap pembuatan

sediaan histologi berikutnya adalah sebagai berikut :
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A. Pembuatan blok (embedding)
1. Persiapan alat cetak dari logam yang berbentuk balok bersiku yang
ditempatakan diatas permukaan kaca. Alat cetak diolesi dengan gliserin untuk
mempermudah pemisahan alat cetak dengan blok parafin yang telah setting.
2. Parafin cair dalam dua wadah, yaitu parafin untuk embedding dan parafin
sebagai media penyesuaian temperatur jaringan yang akan ditanam.
3. Parafin cair untuk embedding dituangkan ke dalam cetakan hingga penuh
setinggi permukaan, lalu jaringan ditanamkan pada posisi yang sesuai dan
diusahan jaringan yang menempel pada dasar cetakkan dalam kondisi rata.
4. Bila parafin sudah setting, cetakkan dilepaskan dan blok parafin diberi
label dan siap dilakukan pemotongan. (Tim Patologi Anatomi FKG Unej,
2007).

B. Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom
1. Blok parafin diletakkan pada mikrotom.
2. Pisau mikrotom harus dalam keadaan bersih, kemudian memasang pisau
mikrotom pada posisinya.
3. Mengatur ketebalan sayatan antara 4-6 mikron.
4. Memindahkan hasil potongan berupa pita tipis menggunakan kuas ke atas
permukaan air dalam waterbath dengan temperatur tetap 56°C - 58°C agar
sayatan jaringan dapat mengembang dengan baik.
5. Hasil sayatan diseleksi dan dipindahkan di atas object glass yang telah
diolesi mayer egg albumin dan diberi label sesuai dengan label jaringan yang
dipotong.
6. Sediaan jaringan dibiarkan kering dengan hotplate suhu 30°C - 35 °C
selama minimal 12 jam dan selanjutnya dilakukan tahap pengecatan jaringan
(Tim Patologi Anatomi FKG Unej, 2007).

C. Tahap pengecatan

Proses pengecatan jaringan menggunakan Hematoxylin Eosin

tahapannya adalah deparafinisasi, dehidrasi I, pengecatan utama, pengecatan


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

28

pembanding, dehidrasi Il, dan clearing. Proses deparafinasi dilakukan dengan
cara merendam dalam larutan xylol 1, xylol 11, dan xylol Ill, masing-masing
selama 2-3 menit. Selanjutnya adalah proses dehidrasi dengan cara merendam
dalam alkohol dengan konsentrasi absolut (100%) I, absolut (100%) II,
alkohol 95% 1 dan alkohol 95% Il. Pada tiap konsentrasi direndam secara
berturut-turut selama 3 menit. Kemudian diirigasi dengan air mengalir selama
10 menit. Proses berikutnya adalah aplikasi cat utama yaitu Mayer’s
Hematocyclin selama 15 menit, lalu diirigasi dengan air mengalir selama 15
menit. Setelah itu dilakukan aplikasi cat pembanding yaitu Eosin selama 2
menit. Tahap selanjutnya adalah dehidrasi kembali dengan cara merendam
dalam alkohol bertingkat dengan konsentrasi 95% I, 95% II, absolut (100%) I,
dan absolut (100%) Il. Pada tiap konsentrasi direndam secara berturut-turut
selama 2-3 menit. Tahap pengecatan diakhiri dengan clearing menggunakan
xylol I, xylol 11, dan xylol 111 masing-masing selama 3 menit (Tim Patologi
Anatomi FKG Unej, 2007).
. Mounting dengan entelan lalu tutup dengan deck glass

Setelah pewarnaan selesai, slide ditempatkan di atas kertas tisu pada
tempat datar, ditetesi dengan bahan mounting yaitu entelan dan ditutup
dengan deck glass tanpa terbentuk gelembung udara. Kemudian dilakukan
pemberian label pada preparat histologi.
. Pengamatan Histologis

Proses penghitungan sel-sel inflamasi secara histologis diambil dari
gambaran histologis dari jaringan ikat sulcular dan junctional gingiva yang
diperiksa dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran obyektif 400x untuk
kemudian hitung sel-sel inflamasi dari tiap jenisnya.
. Tahap Penghitungan jumlah sel-sel inflamasi pada jaringan ikat sulcular dan
junctional gingiva

Data penelitian diperoleh dari pengamatan sediaan histologis dari tiap

kelompok. Pengamatan sediaan histologi menggunakan mikroskop cahaya
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(Olympus) dengan bantuan OptiLab dengan perbesaran 400x dan dilakukan
oleh 3 orang pengamat pada lapang pandang yang sama. Penghitungan sel-sel
inflamasi dilakukan dengan pengamatan tanda-tanda histologis dari tiap jenis
sel sesuai Kkarakteristiknya dalam pewarnaan HE. Pengamatan ini

menggunakan software image raster potongan di lapang pandang terpilih

kemudian dihitung secara manual lalu hasilnya dijumlah dan dirata-rata.

7

"’ A] '4"\ . .
Gambar 3.1: Gambaran Histologis (perbesaran 40x) daerah yang akan diamati yakni
daerah jaringan ikat sulcular dan junctional dari gingiva tikus yang diinduksi

periodontitis (kotak hitam)

3.9 Analisis data

Data hasil penelitian disajiakan dalam rata-rata jumlah tiap jenis sel inflamasi,
kemudian dilakukan uji normalitas menggunakan Shapirowilk untuk mengetahui
normalitas data, lalu uji homogenitas menggunakan Levene Test. Hasil uji data yang
terdistribusi normal dan homogen dilakukan uji parametrik Two Way Annova dengan
tingkat kepercayaan 95% (p<0,05) kemudian dilanjutkan dengan uji Least Significant
Difference. Hasil uji data tidak terdistribusi normal dan tidak homogen dilakukan uji
non parametrik Friedman dengan tingkat kepercayaan 95% (p<0,05) kemudian
dilanjutkan dengan uji Mann Whitney (Dahlan, 2009).
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4.0 Alur Penelitian

27 ekor tikus

v
Model tikus diinduksi LPS E.Coli 0,05 ml
selama dua minggu

M\

—

Kontrol
(LPS)

| W

Aplikasi Topikal Gel Ekstrak
Flavonoid Daun Singkong 25%

Aplikasi Topikal Gel Ekstrak
Flavonoid Daun Singkong 50%

v

v

v

v

!

v

K11 K 1.2 K13 K21 K22 K 2.3 K3.1 K 3.2 K 3.3
Kontrol Kontrol Kontrol Perlakuan Perlakuan Perlakuan Perlakuan Perlakuan Perlakuan
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi Dekapitasi
H+1 H+7 H+ 14 H+1 H+7 H+ 14 H+1 H+7 H+ 14
v v v v v v v v v

A 4

Pembuatan Sediaan

v

Penghitungan sel-sel inflamasi

Gambar 3.2: Bagan Alur Penelitian
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

51 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan
bahwa:
1. Gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) konsentrasi 25%
tidak efektif dalam menurunkan infiltrasi sel neutrofil dan makrofag pada
hari ke-7, serta limfosit pada hari ke-7 dan 14
2. Gel ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) konsentrasi 50%
tidak berbeda signifikan dalam menurunkan infiltrasi sel neutrofil pada
hari ke-1 dan hari ke-14, makrofag pada hari ke-1 dan ke-14, serta limfosit
hari ke- 14

5.2 Saran

Berdasarkan metode dan hasil penelitian dapat disarankan :

1. Perlu dilakukan penelitian tentang gel ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) terhadap indikator lain misalnya fibroblas dalam
proses penyembuhan periodontitis.

2. Perlu dilakukan penelitian tentang efek lain dari ekstrak flavonoid daun
singkong, seperti antioksidan dan antibakteri.

3. Perlu dilakukan penelitian mengenai senyawa lain dalam daun singkong

sebagai antiinflamasi terhadap penyembuhan periodontitis.
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Lampiran D. Pengenceran Gel Ekstrak Flanonoid Daun Singkong

Dalam mengencerkan ekstrak flavonoid daun singkong menjadi berbagai

konsentrasi dapat menggunakan rumus sebagai berikut (Syamsuni, 2006):

1.

V1xM1=V2x M2

Untuk menghasilkan 100 ml larutan ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi
25%, maka banyak volume ekstrak flavonoid daun singkong 100% yang
dibutuhkan :

V X M1=V2x M2

25% x 100 ml = V2 x 100%

V2 =2500 ml : 100

V2 =25ml

Ambil ekstrak flavonoid daun singkong 100% sebanyak 25 ml ke dalam

tabung ukur dan ditambahkan propilen glikol 20 ml. Basis gel dibuat dengan
mencampurkan carbopol 3 ml dan aquades 49 ml lalu ditambahkan trietalonamin
3 ml. Campuran ekstrak dan basis gel diaduk hingga homogen, selanjutnya gel
tersebut disimpan ke dalam botol dan disimpan di lemari pendingin.
Untuk menghasilkan 100 ml larutan ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi
50%, maka volume ekstrak flavonoid daun singkong 100% yang dibutuhkan :

V1xM1l=V2xM2

50% x 100 ml = V2 x 100%

V2 =5000 ml : 100

V2 =50 ml

Ambil ekstrak flavonoid daun singkong 100% sebanyak 50 ml ke dalam

tabung ukur dan ditambahkan propilen glikol 20 ml. Basis gel dibuat dengan
mencampurkan carbopol 3 ml dan aquades 24 ml lalu ditambahkan trietalonamin
3 ml. Campuran ekstrak dan basis gel diaduk hingga homogen, selanjutnya gel
tersebut disimpan ke dalam botol dan disimpan di lemari pendingin.
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Lampiran E. Tabel Hasil Pengamatan

[NO.SA | PENGA | PENGA | PENGA | RA | [ NO.SA [ PENGA | PENGA PENGA | RAT | [ NO.SA | PENGA | PENGA | PENGA | RA
| MPEL | MAT1 | MAT2 | MAT3 |TA2| | MPEL | MAT1 | MAT2 | MAT3 | A2 MPEL | MAT1 | MAT2 | MAT3 |TA2

21 25 24 23 23 22 25 23 10 10 1 10

1 i 1 1 7 7 8\ 6 3 s

0 1 0 0 15 15 12 14 0 2 1

33 30 26 30 18 20 15 18 14 16 10 13

3 1 3 2 8 10 11 10 4 s 4 4

0 0 0 0 6 5 7 6 4 2 3 3
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0 0 0 [ 12 15 14 14 3 2 2 2

8 6 10 8 16 TSHNR| T 17 13 15 16 15
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Lampiran F: Hasil Penghitungan Sel inflamasi pada hari ke-1, 7, dan 14

LAPANG
PANDANG 1

Lo S

JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG
PANDANG 2

SAMPEL JUMLAH KETERANGAN

*= panjang daerah

kurang memadai
LPS

JUMLAH SEL TOTAL
LAPANG LAPANG
PANDANG 1 PANDANG 2

JUMLAH SEL TOTAL

LPS+ 25%

JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL
LAPANG LAPANG
PANDANG 1 PANDANG 2
[ [
JUMLAH SEL TOTAL

LPS+ 50%
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JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG
PANDANG 1

LAPANG
PANDANG 2

JUMLAH SEL TOTAL

SAMPEL JUMLAH KETERANGAN

*= panjang daerah
kurang memadai

JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL
LAPANG LAPANG
SAMPEL | pANDANG 1 PANDANG 2 m

JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG LAPANG
PANDANG 1 PANDANG 2

JUMLAH SEL TOTAL
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JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG
PANDANG 1

 JUMLAHSELTOTAL

LAPANG
PANDANG 2

HARI 14 SAMPEL KETERANGAN

*= panjang
daerah kurang

LPS memadai

JUMLAH SEL TOTAL

JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG LAPANG
PANDANG 1 PANDANG 2

LPS+ 25%

JUMLAH SEL TOTAL

T e
JUMLAH SEL TOTAL

LAPANG LAPANG
PANDANG 1 PANDANG 2

LPS+ 50%
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JUMLAH SEL TOTAL
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Lampiran G. Hasil Uji Statistik

Uji Normalitas Neutrofil

Tests of Normality

61

Kolmogorov—Smirnov"’1 Shapiro-Wilk
Bahan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Neutrofil  LPS ,174 9 ,200* ,961 ,808
LPS + Dn Singkong 25% , 154 9 ,200* ,955 ,750
LPS + Dn Singkong 50% ,142 9 ,200* ,955 , 746
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas Neutrofil
Test of Homogeneity of Variance
Lewvene
Statistic dfl df2 Sig.
Neutrofil Based on Mean ,583 2 24 ,566
Based on Median ,580 2 24 ,568
Based on Median and with adjusted df ,580 2 22,306 ,568
Based on trimmed mean ,595 2 24 ,560

Anova Univariat Neutrofil

Between-Subjects Factors

Value Label

Bahan

Hari

LPS

LPS + Dn Singkong 25%
LPS + Dn Singkong 50%
Hari ke-1

Hari ke-7

Hari ke-14

© © © © © ©
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Descriptive Statistics

Dependent Variable: Neutrofil

Bahan Hari Mean Std. Dewviation N
LPS Hari ke-1 75,3333 11,93035 3
Hari ke-7 47,3333 25,96793 3
Hari ke-14 37,0000 5,19615 3
Total 53,2222 22,49321 9
LPS + Dn Singkong 25% Hari ke-1 64,3333 21,00794 3
Hari ke-7 53,0000 4,35890 3
Hari ke-14 34,0000 5,56776 3
Total 50,4444 17,29242 9
LPS + Dn Singkong 50% Hari ke-1 50,0000 25,51470 3
Hari ke-7 67,0000 22,11334 3
Hari ke-14 31,6667 12,01388 3
Total 49,5556 23,56433 9
Total Hari ke-1 63,2222 20,72907 9
Hari ke-7 55,7778 19,29882 9
Hari ke-14 34,2222 7,47960 9
Total 51,0741 20,52002 27
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Neutrofil
Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 5709,1852 8 713,648 2,452 ,054
Intercept 70431,148 1 70431,148 242,001 ,000
Bahan 65,852 2 32,926 , 113 ,894
Hari 4083,185 2 2041,593 7,015 ,006
Bahan * Hari 1560,148 4 390,037 1,340 ,293
Error 5238,667 18 291,037
Total 81379,000 27
Corrected Total 10947,852 26
a. R Squared = ,521 (Adjusted R Squared = ,309)
Uji Normalitas Makrofag
Tests of Normality
Kolmoqorov-Smirnoval Shapiro-Wilk
Bahan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Makrofag LPS ,238 9 ,149 ,876 9 ,142
LPS + Dn Singkong 25% ,198 9 ,200* ,891 9 ,203
LPS + Dn Singkong 50% ,285 9 ,034 , 757 9 ,006

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

a. Lilliefors Significance Correction
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Uji Homogenitas Makrofag

Test of Homogeneity of Variance

63

Daun Singkong 50%

Test Statistic$

N 9
Chi-Square 3,161
df 2
Asymp. Sig. ,206

a. Friedman Test

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Makrofag Based on Mean ,035 2 24 ,966
Based on Median ,047 2 24 ,955
Based on Median and with adjusted df ,047 2 22,417 ,955
Based on trimmed mean ,036 2 24 ,964
Uji Friedman Parameter Makrofag Faktor Bahan
Descriptive Statistics
N Mean Std. Dewviation | Minimum | Maximum
LPS 9 12,00 10,512 1 29
LPS + Ekstrak Flavonoid
Daun Singkong 25% 9 11,78 11,054 1 34
LPS + Ekstrak Flavonoid
Daun Singkong 50% 2 e AL g L A2
Ranks
Mean Rank
LPS 2,28
LPS + Ekstrak Flavonoid 217
Daun Singkong 25% ’
LPS + Ekstrak Flavonoid
1,56
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Uji Friedman Parameter Makrofag Faktor Hari

Descriptive Statistics

N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum
Hari ke-1 9 2,00 2,062 0 7
Hari ke-7 9 20,89 9,675 2 34
Hari ke-14 9 9,00 6,928 1 23
Ranks
Mean Rank
Hari ke-1 1,17
Hari ke-7 2,83
Hari ke-14 2,00

Test Statistics

N 9
Chi-Square 13,235
df 2
Asymp. Sig. ,001

a. Friedman Test

Uji Mann-Whitney Parameter Makrofag
Hari ke-1 dan ke-7

Ranks
Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Makrofag Hari ke-1 9 5,33 48,00
Hari ke-7 9 13,67 123,00
Total 18
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Test Statistic®

Makrofag
Mann-Whitney U 3,000
Wilcoxon W 48,000
Z -3,337
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0002
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Hari
Hari ke-1 dan ke-14
Ranks
Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Makrofag Hari ke-1 9 6,56 59,00
Hari ke-14 9 12,44 112,00
Total 18
Test Statistic®
Makrofag
Mann-Whitney U 14,000
Wilcoxon W 59,000
Z -2,391
Asymp. Sig. (2-tailed) ,017
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0192
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Hari
Hari ke-7 dan ke-14
Ranks
Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Makrofag Hari ke-7 9 12,78 115,00
Hari ke-14 9 6,22 56,00
Total 18
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Test Statistic®

Makrofag
Mann-Whitney U 11,000
Wilcoxon W 56,000
Z -2,618
Asymp. Sig. (2-tailed) ,009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0082

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Hari

Uji Normalitas Limfosit

Tests of Normality

66

Kolmoqorov—Smimova Shapiro-Wilk
Bahan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Limfosit LPS ,278 9 ,044 ,710 9 ,002
LPS + Dn Singkong 25% 171 9 ,200* ,901 9 ,257
LPS + Dn Singkong 50% ,292 9 ,026 , 723 9 ,003
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas Neutrofil
Test of Homogeneity of Variance
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Limfosit Based on Mean ,686 2 24 ,513
Based on Median ,367 2 24 ,696
Based on Median and with adjusted df ,367 2 19,421 ,697
Based on trimmed mean ,643 2 24 ,535
Uji Friedman Parameter Limfosit Faktor Bahan
Descriptive Statistics

N Mean Std. Dewviation | Minimum | Maximum
LPS 9 9,00 13,647 0 42

LPS + Ekstrak Flavonoid
Daun Singkong 25% 9 16,78 17,064 0 50

LPS + Ekstrak Flavonoid
Daun Singkong 50% 9 13,33 19,774 0 53
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Ranks

Mean Rank
LPS 1,89
LPS + Ekstrak Flawonoid 250
Daun Singkong 25% ’
N .
LPS + Ekstrak Flavonoid 161

Daun Singkong 50%

Test Statistic$

N
Chi-Square
df

Asymp. Sig.

9
4,963
2

,084

a. Friedman Test

Uji Friedman Parameter Limfosit Faktor Hari

Descriptive Statistics

N Mean Std. Dewviation [ Minimum | Maximum
Hari ke-1 9 11 ,333 0 1
Hari ke-7 9 31,11 16,662 6 53
Hari ke-14 9 7,89 6,294 2 19
Ranks
Mean Rank
Hari ke-1 1,00
Hari ke-7 3,00
Hari ke-14 2,00
Test Statistics
N 9
Chi-Square 18,000
df 2
Asymp. Sig. ,000

a. Friedman Test
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Uji Mann-Whitney Parameter Limfosit

Hari ke-1 dan ke-7

Ranks
Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Limfosit Hari ke-1 9 5,00 45,00
Hari ke-7 9 14,00 126,00
Total 18
Test Statisticd
Limfosit
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 45,000
Z -3,742
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0002
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Hari
Hari ke-1 dan ke-14
Ranks
Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Limfosit Hari ke-1 9 5,00 45,00
Hari ke-14 9 14,00 126,00
Total 18
Test Statisticd
Limfosit
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 45,000
Z -3,744
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0002

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Hari
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Hari ke-7 dan ke-14

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Hari

Ranks

Hari N Mean Rank | Sum of Ranks
Limfosit  Hari ke-7 9 13,11 118,00

Hari ke-14 9 5,89 53,00

Total 18

Test Statisticd
Limfosit

Mann-Whitney U 8,000
Wilcoxon W 53,000
Z -2,871
Asymp. Sig. (2-tailed) ,004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0032
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Lampiran H. Foto Penelitian

Gambar 2. Proses Penyelepan dan pengayakan daun singkong
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Gambar 3. Hasil serbuk kering daun singkong

i

Gambar 5. Hasil pencampuran serbuk kering dengan etanol 96%
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Gambar 8. Proses ekstraksi filtrate dengan Petroleum Eter
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Gambar 9. Hasil ekstrak flavonoid daun singkong

e e 5

Gambar 10. Hasil gel ekstrak flavonoid daun singkong 50% dan 25%

S

=

Gambar 11. Foto penyuntikan LPS pada tikus
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Gambar 12. Periodontitis pada tikus secara klinis

Gambar 13. Radiolograf periodontitis pada tikus
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e

Gambar 14. Aplikasi gel pada tikus

Gambar 15.

Proses dekapitasi tikus

B 3

Gambar 16. Jaringan gingiva hasil proses dekapitasi yang diambil
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Gambar 17. Pemotongan jaringan untuk pembuatan sediaan histologi

Gambar 18. Pewarnaan sediaan histologi
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Lampiran I. Alat dan Bahan Penelitian

:

A

Gambar 1.2 Dental rat chair Gambar 1.3 Sonde

Gambar 1.4 a. Kloroform b. Kapas c. tempat bius
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Gambar 1.7 Mikrotom Gambar 1.8 Waterbath

N

Gambar 1.10 Mikroskop Gambar 1.11 Optilab
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Gambar 1.12 PBS Formalin
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