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Diabetes melitus merupakan salah satu sindrom metabolik yang
prevalensinya semakin meningkat baik tipe 1 maupun tipe2 dan dapat memicu
terjadinya hiperglikemia, akibatnya terjadi pembentukan Reactive Oxygen Species
(ROS) dan stress oksidatif. Keadaan tersebut dapat menimbulkan kerentanan
terhadap penyakit periodontal yang merupakan komplikasi dari diabetes melitus.
Penyakit periodontal disebabkan oleh aktivitas utama dari Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) yang memiliki faktor virulensi dan dapat memicu
keluarnya mediator pro-inflamasi yang dapat memperparah keradangan yang
terjadi sehingga dibutuhkan suatu marker keradangan untuk membantu
menentukan tingkat keparahan suatu keradangan. Marker tersebut adalah
adiponektin yang terdapat pada serum Gingival Crevicular Fluid (GCF).
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar adiponektin pada GCF tikus
diabetes melitus yang diinduksi P. gingivalis.

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental
laboratoris dengan rancangan penelitian the post test only control group design.
Penelitian ini dilakukan pada bulan September sampai Desember 2017 di
Laboratorium Fisiologi, Mikrobiologi, dan Biosience Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember. Jumlah keseluruhan sampel penelitian yang digunakan
sebanyak 12 sampel; terdiri dari 3 kelompok penelitian yaitu kontrol, P1 (injeksi
P. gingivalis), P2 (injeksi streptozotocin (STZ)), dan P3 (injeksi STZ dan P.
gingivalis) dengan besar sampel sebanyak 3 untuk setiap kelompok penelitian.
Prosedur penelitian terdiri dari persiapan hewan coba, persiapan bahan perlakuan,
pembuatan media kultur dan suspensi P. gingivalis, pembuatan larutan STZ,
prosedur perlakuan dengan injeksi bahan, pengambilan sampel GCF, dan uji

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Kelompok kontrol tidak dilakukan
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induksi, kelompok P1 diinjeksi 0,05 ml P. gingivalis pada area sulkus gingiva
distobukal dan distopalatal gigi molar pertama rahang atas, kelompok P2 diinjeksi
dengan STZ dengan dosis bertingkat, dan kelompok P3 diinjeksi keduanya.
Setelah itu dilakukan pengambilan sampel GCF dengan paper point no.15 pada
sulkus gingiva hewan coba, 1 hari setelah injeksi terakhir. Kemudian sampel
dilakukan uji ELISA untuk melihat kadar adiponektin pada serum GCF tersebut.

Data hasil pengamatan didapatkan rata-rata kelompok kontrol (4,45), P1
(3,68), P2 (3,58), dan P3 (3,56). Kemudian dilakukan analisis secara statistik
dengan uji Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene maka didapatkan data hasil
penelitian berdistribusi normal dan tidak homogen sehingga dilanjutkan dengan
uji statistik non parametrik Kruskall Wallis. Hasil uji Kruskall Wallis didapatkan
nilai signifikansi (p) sebesar 0,008 (p<0,05) menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna pada seluruh kelompok penelitian. Setelah uji Kruskall
Wallis, maka dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney. Hasil uji Mann-Whitney
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antar kelompok penelitian
yang ditandai dengan nilai signifikansi (p<0,05).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa adiponektin dapat digunakan sebagai
marker keradangan. Kadar adiponektin tertinggi ditemukan pada kelompok
kontrol yang tidak mengalami keradangan sedangkan kadar adiponektin terendah
ditemukan pada kelompok P3 yang diinduksi STZ dan P. gingivalis.
Kemungkinan, induksi keduanya memicu peningkatan keradangan dan penurunan
kadar adiponektin.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah keradangan yang dipicu oleh induksi
P. gingivalis dan diabetes melitus dapat menurunkan kadar adiponektin pada GCF

hewan coba.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dalam era globalisasi saat ini terdapat pergeseran pola hidup yang
menyebabkan semakin tingginya prevalensi penderita diabetes melitus. Data dari
International Diabetes Federation (IDF) pada tahun 2017 ditemukan 425 juta
orang dewasa di dunia menderita diabetes melitus dan Indonesia berada pada
peringkat ketujuh di dunia dengan angka kejadian mencapai 120 juta penderita
dan ditemukan 10 juta kasus baru setiap tahunnya. Menurut Riskesdas, prevalensi
orang dengan diabetes di Indonesia meningkat dari 5,7% pada tahun 2007 menjadi
6,9% pada tahun 2013. Menurut WHO, mayoritas penderita diabetes di dunia
merupakan penderita diabetes tipe 2 namun diabetes tipe 1 memiliki tingkat
keparahan yang lebih tinggi karena sampai saat ini belum dapat dicegah secara
dini.

Diabetes melitus tipe 1 terjadi akibat pankreas tidak cukup memproduksi
insulin sehingga tubuh memerlukan pemberian insulin setiap hari (ketergantungan
insulin), apabila kebutuhan insulin tidak terpenuhi akibatnya terjadi hiperglikemia
dan pembentukan Advanced Glycation End-product (AGEs). Kondisi ini memicu
peningkatan sekresi insulin secara terus menerus yang semakin lama dapat
menurunkan sensitivitas insulin dan terjadi resistensi insulin. Gangguan produksi
insulin ini akan memicu stress oksidatif dan inflamasi sistemik yang nantinya
dapat bermanifestasi pada inflamasi lokal salah satunya pada jaringan periodontal
(Hartanti, 2013; Verma dan Hussain, 2017).

Kondisi diabetes melitus dapat memperparah keradangan pada jaringan
periodontal oleh karena penyebab utama keradangan pada jaringan periodontal
adalah aktivitas bakteri periodontal terutama P. gingivalis. Keradangan jaringan
periodontal selama ini diketahui sebagai komplikasi dari adanya diabetes melitus.
Akan tetapi, beberapa penelitian mengungkapkan bahwa terdapat hubungan
timbal balik antara diabetes melitus dengan keadaan jaringan periodontal dimana
keradangan jaringan periodontal juga menyebabkan hiperglikemia walaupun

mekanismenya masih belum jelas. Diabetes melitus dan peningkatan patogenitas
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bakteri periodontal menyebabkan peningkatan sitokin pro-inflamasi salah satunya
TNF-a, akan tetapi peningkatan mediator keradangan ini dapat menekan produksi
adiponektin dimana adiponektin dapat berfungsi sebagai mediator pro-inflamasi
dan anti-inflamasi. TNF-o. dan adiponektin erat kaitannya dengan patogenesis
resistensi insulin dan penurunan sistem imunitas. Adiponektin berperan dalam
sensitivitas insulin dan anti-inflamasi sehingga apabila terjadi penurunan kadarnya
maka perannya pun akan terganggu. Beberapa penelitian dalam kasus diabetes
melitus, adiponektin dikatakan sebagai mediator pro-inflamasi karena saat awal
keradangan kadarnya akan meningkat dan sebaliknya dikatakan sebagai mediator
anti-inflamasi pada keradangan yang cukup lama kadarnya akan menurun.
Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa mekanisme peranan adiponektin
sebagai mediator pro-inflamasi dan anti-inflamasi belum jelas (Goodson dkk,
2009; Wijaksana, 2016).

Porphyromonas gingivalis pada sulkus gingiva akan melakukan adhesi
dan berkolonisasi melalui molekul adhesin yaitu lipopolisakarida (LPS). Bakteri
dan produknya tersebut merangsang host untuk mengeluarkan mekanisme
pertahanan seluler, salah satunya peningkatan jumlah PMN. Akan tetapi aktivitas
PMN dan produk akan meningkatkan radikal bebas dalam proses fagositosis
yang disebut dengan ROS (Puspaningrum dkk, 2015). ROS memicu terjadinya
stress oksidatif dan peningkatan sitokin pro-inflamasi sehingga dapat
menimbulkan inflamasi pada jaringan periodontal. Inflamasi ini memudahkan
bakteri melakukan penetrasi ke endotel dan menyebabkan endotoksemia yakni
keberadaan endotoksin (toksin yang dihasilkan oleh bakteri) ke dalam darah
sehingga terjadi invasi ke sel endotel vaskular (Yekti dkk, 2014).

Stress oksidatif dan invasi ke sel endotel berpengaruh pada disfungsi
mitokondria untuk menghasilkan ATP sebagai sumber energi dan pada Retikulum
Endoplasma (RE) sebagai tempat terjadinya diferensiasi jaringan adiposa.
Disfungsi mitokondria yang dapat berpengaruh pada penurunan jumlah ATP ini
menyebabkan RE mengalami stres yang berdampak pada terganggunya fungsi RE
dalam mekanisme diferensiasi jaringan adiposa yang berperan dalam

menghasilkan adiponektin sebagai mediator anti-inflamasi, walaupun pada
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beberapa literatur belum diketahui secara jelas diferensiasi dari jaringan adiposa
yang mana yang mengalami gangguan atau perubahan. Adiponektin yang
berperan sebagai mediator anti inflamasi ini berperan penting dalam mekanisme
pertahanan tubuh melawan patogen yang terdapat pada rongga mulut (Koh dkk,
2007).

Perubahan adiponektin secara sistemik kemungkinan juga terjadi pada
lingkungan di sekitar jaringan periodontal terutama sulkus gingiva, walaupun
tidak terdapat jaringan adiposa sebagai tempat produksi adiponektin dalam
jaringan periodontal. Beberapa penelitian masih belum dapat mengungkapkan
darimana asal dari adiponektin pada jaringan periodontal, salah satunya GCF.
Akan tetapi perubahan adiponektin pada darah dalam hal ini serum kemungkinan
berkorelasi positif pada perubahan kadar adiponektin dalam GCF yang merupakan
derivat dari serum darah. Perubahan adiponektin pada GCF kemungkinan
disebabkan karena penyakit periodontal dapat mengganggu ekspresi dari reseptor
adiponektin dan memicu peningkatan sitokin pro-inflamasi. Komposisi dan
perannya itulah yang menjadikan GCF dapat dijadikan sebagai diagnostic marker
atau penanda keadaan jaringan periodontal (Ekaputri, S. dkk, 2010; Yamaguchi
dkk, 2010).

Dengan adanya pengukuran kadar adiponektin diharapkan dapat
menentukan tingkat keparahan dari diabetes tipe 1 sehingga dapat dilakukan
evaluasi secara dini. Sejauh ini penelitian mengenai GCF sebagai diagnostic
marker atau penanda keadaan jaringan periodontal sudah banyak dilakukan
namun belum ada yang menghubungkan antara pengaruh infeksi P. gingivalis
terhadap penyakit diabetes melitus tipe 1 yang dilihat melalui kadar adiponektin.
Berdasarkan uraian di atas perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui pengaruh
infeksi P. gingivalis terhadap perubahan kadar adiponektin GCF pada model tikus

diabetes.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana kadar adiponektin pada GCF tikus diabetes melitus yang

diinduksi P. gingivalis?
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar adiponektin pada

GCEF tikus diabetes melitus yang diinduksi P. gingivalis.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Memberikan edukasi kepada masyarakat tentang pentingnya menjaga

kesehatan agar tidak terjadi kelainan sistemik seperti diabetes karena dapat
bermanifestasi terhadap kesehatan rongga mulut seperti periodontitis.

1.4.2 Memberikan informasi ilmiah mengenai kadar adiponektin GCF pada
penderita periodontitis, diabetes melitus, dan keduanya.

1.4.3 Penelitian ini dapat digunakan sebagai bahan acuan penelitian selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Melitus
2.1.1 Pengertian

Diabetes melitus merupakan suatu penyakit gangguan endokrin yang
menyebabkan kegagalan maupun ketidaksempurnaan pankreas dalam
memproduksi insulin. Karakteristik utama dari penyakit ini adalah adanya
hipeglikemia yakni kadar gula darah yang tidak terkontrol (Shita, 2015). Gejala
umum yang dialami oleh penderita penyakit ini adalah adanya poliuria (sering
kencing), polidipsia (sering haus), polifagia (sering lapar), dan berat badan yang
menurun. Keadaan yang lebih parah dapat ditemui apabila kadar gula darah
semakin menjauhi nilai normal. Seseorang dikatakan dalam kondisi diabetes
apabila kadar gula darahnya >200 ml/dL (Boel, 2003).

2.1.2 Klasifikasi
a. Diabetes tipe 1

Diabetes tipe 1 atau juga bisa disebut IDDM Insulin Dependent Diabetes
Melitus (IDDM) ini merupakan jenis diabetes dengan ketergantungan terhadap
insulin akibat kerusakan sel B pankreas sehingga pankreas tidak mampu
memproduksi insulin. Mekanisme pada tipe 1 ini biasanya idiopatik atau tidak
dapat dijelaskan karena gejala yang muncul mendadak dan sangat progresif.
Biasanya pasien dijumpai memiliki berat badan rendah dengan kadar gula darah
puasa >140 mg/dL (Arisman, 2013).
b. Diabetes tipe 2

Diabetes tipe 2 atau juga bisa disebut Non-Insulin Dependent Diabetes
Melitus (NIDDM) ini merupakan jenis diabetes dimana pankreas masih mampu
memproduksi insulin namun sel terget menjadi tidak peka terhadap insulin atau
biasa disebut dengan resistensi insulin. Diabetes tipe 2 ini juga dapat berubah
menjadi ketergantungan terhadap insulin apabila kondisi semakin parah (Putri,
2013).
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2.1.3 Prevalensi

Prevalensi diabetes melitus di dunia setiap detiknya selalu mengalami
peningkatan. Hal tersebut dibuktikan oleh laporan statistik dari IDF yang
menyebutkan bahwa angka kejadian penderita diabetes akan naik 3 persen atau 7
juta orang setiap tahun termasuk di Indonesia. Laporan dari Riskesdas pada tahun
2013, penderita diabetes di atas usia 15 tahun di Indonesia mencapai 6,9%
penduduk atau setara dengan 121.191.564 jiwa. Data tersebut diperkuat dengan
laporan terakhir pada tahun 2015, ditemukan ada 10 juta kasus baru penderita
diabetes di Indonesia. Pada tahun 2015 ditemukan ada 415 juta kasus dan pada
tahun 2017 ditemukan terdapat 425 juta kasus. Sedangkan estimasi atau perkiraan
terakhir dari IDF setiap tahunnya jumlah tersebut akan mengalami peningkatan
dan diperkirakan pada tahun 2035 jumlah tersebut akan meningkat menjadi 592

juta orang.

2.1.4 Komplikasi

Penyebab utama dari terjadinya komplikasi pada penderita diabetes
melitus adalah kadar gula darah yang tinggi dan menyebabkan kerusakan
pembuluh darah, baik pembuluh darah arteri maupun pembuluh darah vena.
Kerusakan ini terjadi ditandai dengan penyempitan pembuluh darah sehingga
suplai makanan ke berbagai organ menjadi terganggu. Diabetes tipe 2 sering
menimbulkan komplikasi baik komplikasi makrovaskular maupun mikrovaskular.
Komplikasi makrovaskular menjadi penyebab utama kematian penderita diabetes
melitus tipe 2 karena melibatkan pembuluh darah besar yaitu pembuluh darah
koroner, pembuluh darah otak dan pembuluh darah perifer. Sedangkan komplikasi
mikrovaskular menimbulkan lesi spesifik diabetes yang menyerang kapiler dan
arteriola retina (retinopati diabetik), glomerulus ginjal (nefropati diabetik) dan
saraf-saraf perifer (neuropati diabetik) (Edwina, 2015).

Komplikasi dari diabetes melitus dapat merusak berbagai sistem organ,
seperti mata, jantung, paru-paru, lambung, hati, ginjal, sistem saraf, bahkan
rongga mulut (Tandra, 2014). Dalam rongga mulut, komplikasi diabetes ditandai

dengan adanya resorbsi tulang alveolar, banyaknya kalkulus, gingivitis,
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periodontitis, xerostomia, kandidiasis, kelainan glandula saliva, dan burning
mouth syndrome (BMS) (Yekti, 2014). Xerostomia terjadi akibat disfungsi
kelenjar saliva. Pada penderita diabetes ditemukan kadar glukosa yang tinggi baik
pada saliva maupun pada GCF yang berakibat pada peningkatan perlekatan
karena asupan makanan yang cukup dan menimbulkan akumulasi plak. Kondisi
inilah yang menyebabkan terjadinya karies dan perkembangan penyakit

periodontal (Ermawati, 2012).

2.1.5 Patogenesis Komplikasi

Terjadinya komplikasi berawal dari adanya penyempitan pembuluh darah.
Penyempitan ini terjadi karena produksi gula darah yang berlebih menempel pada
dinding pembuluh darah dan terjadilah proses oksidasi dimana terjadi reaksi
antara gula darah dengan protein yang berada pada dinding pembuluh darah dan
menyebabkan AGEs yaitu senyawa berbahaya yang terbentuk ketika kelebihan
protein dan gula saling mengikat satu sama lain. Nantinya, AGEs ini akan
merusak dinding pembuluh darah menyebabkan timbulnya plak dari lemak jenuh
sehingga pembuluh darah menjadi kaku, keras dan mengalami penyumbatan.
Penyumbatan ini akan mengurangi suplai nutrisi pada jaringan sehingga

memudahkan terjadinya peradangan (Tandra, 2014).

2.2 Porphyromonas gingivalis
2.2.1 Morfologi

Porphyromonas gingivalis adalah spesies gram negatif, berpigmen hitam,
asakarolitik, non-motil yang membutuhkan kondisi anaerobik untuk tumbuh, dan
adanya heme atau hemin serta vitamin K dalam milieunutrien (Bostanci dan
Belibasakis, 2012)

2.2.2 Taksonomi

Taksonomi dari P. gingivalis adalah sebagai berikut (Coykendall, 1980):
Spesies : Porphyromonas gingivalis

Genus : Porphyromonas
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Famili : Porphyromonadaceae
Ordo : Bacteroidales

Kelas : Bacteroidia

Filum : Bacteroidetes

2.2.3 Faktor virulensi
a. Kapsul

Porphyromonas gingivalis yang berkapsul lebih besar menimbulkan
faktor virulensi dibandingkan dengan yang tidak berkapsul. Selain itu, P.
gingivalis yang tidak berkapsul juga tidak memiliki kemampuan untuk invasi ke
dalam sel sehingga mudah dirusak saat proses fagositosis dan dimakan oleh
makrofag. Sedangkan P. gingivalis yang berkapsul memiliki kemampuan dalam
memodulasi respon host ke dengan mensistesis sitokin pro-inflamasi seperti IL-1,
IL-6, dan IL-8 (How, 2016).
b. Fimbriae

Fimbrae dari P. gingivalis cukup tipis, menonjol, dan berada pada bagian
terluar dari sel . Terdapat dua jenis fimbriae dari P. gingivalis yakni long fimbriae
atau mayor fimbriae dan short fimbriae atau fimbriae minor. Long fimbriae
bertanggung jawab untuk perlekatan organisme, mengikat dan mengaktifkan
berbagai sel inang (seperti epitel manusia, endotel, dan sel-sel limpa, serta
monosit darah perifer) yang mengakibatkan pelepasan sitokin inflamasi dan
beberapa molekul adhesi. Sedangkan short fimbriae berperan dalam menstimulasi
sitokin proinflamasi seperti interleukin-1 (IL-1), IL-1pB, IL-6, dan tumor necrosis
factor-a (TNF-a) (Enersen dkk, 2013).
c. Lipopolisakarida

LPS merupakan molekul penting dan terbesar dalam membran luar dari
bakteri. LPS mengandung endotoksin yaitu toksin yang dihasilkan oleh bakteri.
Pada beberapa studi ditemukan bahwa LPS merupakan faktor virulensi terbesar
dari P. gingivalis karena direspon oleh sel-sel inflamator sehingga mengakibatkan

inflamasi dengan melepaskan sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, IL-8, dan TNF-a. ),
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mengganggu proses diferensiasi osteoblas, dan mineralisasi sel ligamen
periodontal (Nitawati dkk, 2014).

2.2.4 Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal merupakan penyakit yang mengenai jaringan
pendukung gigi yang umum terjadi yaitu pada gingiva dan tulang alveolar. Pada
gingiva disebut dengan gingivitis yakni peradangan atau inflamasi pada margin
gingiva dan pada tulang alveolar disebut periodontitis. Etiologi utama dari
penyakit tersebut adalah kalkulus dan plak. Gingivitis ditandai dengan gingiva
yang berwarna kemerahan, membulat, lunak dan mengalami perdarahan saat
probing sedangkan pada periodontitis akan ditemui adanya poket periodontal,
peradangan gingiva serta hilangnya perlekatan (Wilson, 1996).

Terdapat banyak faktor yang dapat mempengaruhi patogenesis terjadinya
penyakit periodontal salah satunya adalah akumulasi plak. Akumulasi plak
merupakan etiologi utama pada patogenesis penyakit periodontal. Akumulasi plak
tersebut mengandung bakteri sebagai agen kerusakan. Bakteri inilah yang
melakukan perlekatan (adhesi) dan berkolonisasi pada sulkus gingiva yang
menyebabkan destruksi. LPS bakteri plak gigi akan merangsang sel seperti
makrofag dan fibroblast untuk memproduksi mediator pro-inflamasi seperti I1L-1,
PGE-2 TNF-0, dan matriks metalloproteinase (MMP) yang berperan dalam
mekanisme kerusakan jaringan pada penyakit periodontal. MMP ini akan
mengawali terjadinya destruksi matriks ekstraseluler gingiva seperti kolagen dan
merangsang terjadinya resorpsi tulang. Mediator ini menghambat proses
diferensiasi osteoblas dan menghambat produksi mediator sel osteoblas akibatnya
terjadi peningkatan jumlah osteoklas. Osteoblas berperan dalam proses degenerasi
tulang sedangan osteoklas berperan dalam proses destruksi tulang (How, 2016).

Secara tidak langsung bakteri melakukan upaya destruksi jaringan dengan
menghindari dan memanipulasi pertahanan tubuh. Dalam keadaan seperti ini,
tubuh berusaha menyeimbangkan dengan memproduksi antibodi dan sitokin anti-
inflamasi. Meskipun penumpukan plak merupakan penyebab utama terjadinya

gingivitis dan periodontitis, akan tetapi masih banyak faktor lain sebagai
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penyebabnya yang merupakan multifaktor, meliputi interaksi antara
mikroorganisme pada jaringan periodontal dan kapasitas daya tahan tubuh (Nurul,
2002).

2.3 Adiponektin
2.3.1 Pengertian

Jaringan adiposa menghasilkan sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-1,
IL-6, dan IL-8 dan mediator anti inflamasi seperti adiponektin, leptin, resistin, dan
visfatin. Adiponektin merupakan sekresi dari jaringan adiposa yang sangat
penting perannya dalam metabolisme lemak dan glukosa, peningkatan sensitifitas
insulin, anti-inflamasi, dan anti-aterogenik. Pada pasien dengan diabetes melitus
ditemukan kadar adiponektin yang rendah karena terjadinya mekanisme resistensi
insulin. Hal tersebut juga terjadi pada pasien dengan kelainan obesitas.
Adiponektin sering dikaitkan dengan individu yang mengalami diabetes tipe 2 dan
individu yang mengalami obesitas. Dalam kedua individu tersebut adiponektin

berperan meningkatkan sensitivitas insulin (Coelho dkk, 2013; Noor, 2013).

2.3.2 Mekanisme Peranan

Adiponektin memiliki dua reseptor yakni AdipoR1 dan AdipoR2 yang
berfungsi dalam mengaktifkan jalur AMP-Kinase dan Peroksisom Proliferator
Active Receptor Alpha (PPAR). Kedua mekanisme tersebut menghasilkan
peningkatan sensitivitas insulin, mengatur metabolisme glukosa dan mengurangi
peradangan. Apabila terjadi suatu gangguan pada kedua reseptor tersebut maka
akan menimbulkan penurunan biogenesis mitokondria dimana metabolisme
glukosa menghasilkan ATP yang diperlukan oleh mitokondria. Kekurangan ATP
tersebut menimbulkan terjadinya stress oksidatif pada retikulum endoplasma di
jaringan adiposa dan menyebabkan penurunan diferensiasi jaringan adiposa untuk
mensekresi adiponektin (Yamauchi, 2008).

Penurunan kadar adiponektin menjadi suatu tanda adanya resistensi
insulin. Resistensi insulin merupakan penurunan tingkat kepekaan dari insulin

sehingga dibutuhkan insulin yang lebih banyak. Seperti yang telah kita ketahui
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bahwa mekanisme resistensi insulin dapat dipengaruhi dari tiga faktor yakni
gangguan pre reseptor, reseptor dan post reseptor. Gangguan pre reseptor dapat
disebabkan oleh antibodi insulin dan insulin itu sendiri. Gangguan reseptor dapat
disebabkan oleh penurunan jumlah reseptor dan kepekaan reseptor. Sedangkan
gangguan post reseptor disebabkan oleh gangguan pada proses fosforilasi dan
pada signal transduksi di dalam sel otot. Mekanisme terganggunya resistensi
insulin di sini, dikaitkan dengan faktor ganggua reseptor yakni pada reseptor
AdipoR1 dan AdipoR2 yang dapat menyebabkan resistensi insulin (Merentek,
2006).

2.4 Gingival Crevicular Fluid

GCF merupakan suatu eksudat dari pembuluh darah yang dapat ditemui
pada keadaan sehat maupun mengalami inflamasi. Pada keadaan inflamasi, GCF
mengandung beberapa produk peradangan sedangkan pada keadaan transisi dari
jaringan periodontal sehat menjadi mengalami inflamasi terjadi peningkatan
netrofil. Semakin parah penyakit periodontal maka dalam komponen GCF
tersebut banyak ditemukan sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-1, IL-6, dan
lain-lain (Gupta, 2012).

GCF terdiri dari beberapa komponen antara lain komponen seluler
(neutrofil, monosit atau makrofag, limfosit, limfosit T, limfosit B), molekul
organik (albumin, globulin, lipoprotein, fibrinogen), molekul anorganik (sodium,
potasium, kasium, magnesium, fosfat), enzim (lisozim, gelatin, kolagenase,
alkaline fosfat, dehydrogenase, elastase, asam fosfat), dan produk bakteri
(endotoksin, asam fosfat) (Rahnama dkk, 2014). Jumlah GCF meningkatkan
secara bertahap mulai pukul 6 pagi sampai 10 malam dan perlahan berkurang
setelah itu. Untuk meningkatkan produksi GCF bisa dengan mengunyah makanan
kasar atau melakukan pijat gingiva (Khurshid dkk, 2017). Kisaran pH sulkus
gingiva bervariasi antara 6,5 dan 8,5. Hal tersebut bergantung pada jenis yang
mendominasi di sana (Barros dkk, 2016).

Cairan ini dapat diperoleh dari sulkus gingiva atau poket periodontal

apabila dalam keadaan inflamasi dari sekitar gigi yang mengalami inflamasi. GCF


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

12

mengandung serum, leukosit, sel periodonsium, di rongga mulut dan juga sitokin
atau mediator inflamasi baik pro-inflamasi maupun anti-inflamasi dalam jumlah
yang cukup signifikan sehingga dapat digunakan sebagai indikator keadaan
jaringan periodontal. Indikator di sini dimaksudkan indikator keadaan penyakit
saat ini, prediksi perkembangan penyakit di masa depan, atau prediksi permulaan

penyakit di masa depan (Ekaputri, 2010).
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2.6 Hipotesis
Induksi P. gingivalis dapat mempengaruhi kadar adiponektin GCF pada

model tikus diabetes melitus.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratoris
secara in vivo dengan rancangan penelitian the post test only control group design,
yaitu melakukan pengamatan dan pengukuran setelah perlakuan dan hasilnya
dibandingkan dengan kontrol (Notoatmodjo, 2010). Penelitian ini merupakan
serangkaian penelitian dana hibah oleh Kementrian Riset, Teknologi, dan
Pendidikan Tinggi Republik Indonesia pada bidang PKM-Penelitian tahun 2016.
Pada penelitian ini dilakukan pengukuran kadar adiponektin pada serum darah dan
GCF hewan coba, namun pada skripsi ini hanya akan membahas mengenai kadar
adiponektin pada GCF hewan coba.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan September sampai dengan Desember

2017. Penelitian dilaksanakan ditempat berikut:

a. Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk
perlakuan hewan coba.

b. Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
untuk pembuatan dan peremajaan media suspensi P. gingivalis.

c. Laboratorium Bioscience Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk
uji ELISA.

3.3 Identifikasi Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah infeksi P. gingivalis pada

model tikus diabetes melitus.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar adiponektin pada GCF.
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3.3.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah hewan coba, pakan dan
minum hewan coba, STZ, dan P. gingivalis. Hewan coba yang digunakan dalam
penelitian ini adalah jenis tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan dengan umur
minimal 3 bulan, memiliki berat badan antara 200 gram sampai 250 gram dan
dalam keadaan sehat. Pakan dan minum hewan coba adalah pakan standar
sebanyak 30 gram dan minum air sebanyak 100 cc per hari. P. gingivalis yang
digunakan pada penelitian ini sebanyak 0,05 ml dengan konsentrasi 2x10°
CFU/ml. Streptozotocin yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 40
mg/kgBB pada hari pertama, 35 mg/kgBB pada hari kedua, 30 mg/kgBB pada
hari ketiga, 25 mg/kgBB pada hari keempat dan 20 mg/kgBB pada hari kelima.

3.4 Definisi Operasional
3.4.1 Infeksi Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis didapatkan dari media kultur , yaitu dengan
BHI-A yang diperkaya hemin dan vitamin K. Infeksi P. gingivalis adalah injeksi
0,05 ml P. gingivalis ATCC 33277 dengan konsentrasi 2x10° CFU/mlI (sebanding
dengan 6,67 standar McFarland) pada area sulkus gingiva distobukal dan
distopalatal gigi molar pertama rahang atas sebanyak 7 kali dalam interval 3 hari

sekali. Jadi, jumlah total hari sebanyak 19 hari.

3.4.2 Diabetes Melitus

Diabetes Melitus adalah model tikus dalam keadaan diabetes karena
diinduksi STZ secara intraperitoneal dengan dosis bertingkat sebanyak lima kali
injeksi dengan total injeksi selama lima hari. Injeksi dimulai dengan dosis 40
mg/kgBB pada hari pertama, 35 mg/kgBB pada hari kedua, 30 mg/kgBB pada
hari ketiga, 25 mg/kgBB pada hari keempat dan 20 mg/KgBB pada hari kelima.
Pada model tikus setiap hari dilakukan pemeriksaan Kadar Glukosa Darah (KGD)
dan dinyatakan diabetes apabila Kadar Glukosa Darah (KGD) sewaktu > 200
mg/dl.
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3.4.3 Kadar Adiponektin GCF

Penghitungan kadar adiponektin GCF dilakukan dengan ELISA kit
ab1087846 (Bioassay) yang akan dibaca menggunakan ELISA reader di bawah
panjang gelombang 450 nm. Semua prosedur yang terdiri dari preparasi sampel,
preparasi larutan standar, preparasi washing, dan penghitungan sudah dijelaskan
pada protap.

3.5 Populasi dan Sampel Penelitian
3.5.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian yang digunakan adalah tikus wistar (Rattus norvegicus)

jantan.

3.5.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian yang digunakan adalah tikus wistar (Rattus norvegicus)

jantan.

3.5.3 Jumlah Sampel Penelitian
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan rumus
berikut: (Institute for Laboratory Animal Research, 2003)

log R
n =
log p
Keterangan:
R = probabilitas melakukan kesalahan (0,05)
p = proporsi hewan coba yang tidak terpapar
n = jumlah sampel

Dalam penelitian ini terdapat 4 perlakuan yaitu 3 kelompok perlakuan
dan 1 kelompok kontrol sehingga nilai p yang digunakan:

p= 1 =0,25


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

18

log 0,05 1,301
n= log025 = 0,602
n= 2,161

n= 3

Berdasarkan rumus di atas maka jumlah sampel minimal yang harus
digunakan adalah 3 sampel untuk masing-masing kelompok. Penelitian ini
menggunakan subyek untuk tiap kelompok sebanyak 3 ekor tikus, yang terbagi

dalam 4 kelompok sehingga jumlah keseluruhan sebanyak 12 ekor tikus.

3.5.4 Kelompok Penelitian
a. Kelompok kontrol (K)
Kelompok yang tidak diberi perlakuan sama sekali.
b. Kelompok perlakuan 1 (P1)
Kelompok model tikus yang diinduksi P. gingivalis.
c. Kelompok perlakuan 2 (P2)
Kelompok model tikus yang dibuat dalam kondisi diabetes melitus dengan
cara menginjeksikan STZ.
d. Kelompok perlakuan 3 (P3)
Kelompok model tikus dibuat dalam kondisi diabetes melitus dan

diinduksi P. gingivalis.

3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah :
a. Alat untuk kultur bakteri terdiri dari:
1) Tabung erlenmeyer
2) Autoclave (Memmert, Jerman)
3) Raktabung
4) Tabung reaksi
5) Petridisk tidak bersekat
6) Vortex (Labinco, Belanda)
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7) Desiccator

8) Pipet mikro (Hummapete, Jerman)

9) Inkubator (Daihan Labtech, India)

10) Laminar flow cabinet

b. Alat untuk pemeliharaan hewan coba terdiri dari:
1) Kandang

2) Wadah pakan
3) Wadah minum

4) Timbangan

c. Alat untuk proses pemberian P. gingivalis ATCC 33277, terdiri dari:

1) Rat dental chair

2) Syringe kecil kapasitas 1 ml (Terumo, Jepang)

3) Lampu senter

4) Falcon tube

d. Alat untuk proses pemberian STZ (Bioworld, USA) terdiri dari:
1) Jarum insulin 26G (Terumo, Jepang)

2) Ratdental chair

3) Syringe kecil kapasitas 1 ml (Terumo, Jepang)

4) Lampu senter

5) Falcon tube

e. Alat untuk mengecek kadar gula darah terdiri dari:

1) Blood lancets (One Med, China)

2) Glukometer (Easy Touch, Taiwan)

3) Glukometer test strip warna hijau (Easy Touch, Taiwan)
f. Alat untuk pengambilan sampel GCF terdiri dari:

1) Pinset berkerat (Dentica, USA)
2) Paper point no.15 (Dental plus, China)
3) Eppendorf

19
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g. Alat untuk hitung kadar adiponektin terdiri dari:
1) ELISA kit ab1087846 (Bioassay)

2) Bluetip

3) Yellow tip

4) Mikropipet

5) Mikropipet channel 8

6) Centrifuge

7) Vortex

h. Alat untuk terminasi tikus terdiri atas :

1) Papan wax yang terbuat dari sterofoam dan dilapisi plastik
2) Jarum tuberkulin (One Med, China)

3) Pinset (OneMed, China)

4) Gunting bedah (OneMed, China)

5) Sarung tangan (Sensi, Indonesia)

3.6.2 Bahan Penelitian

a. Bahan pembuatan sediaan Porphyromonas gingivalis terdiri dari:

1) P. gingivalis ATCC 33277

2) NaOH 1ml

3) Brain Heart Infusion Agar (BHI-A) 3,7 gram (Gamma Scientific Biolab,

Indonesia)

4) Hemin 50 pg (Biomedicals. Inc., Perancis)

5) Vitamin K 10 p (Sigma-Aldrich, Jerman)

6) Yearst Estrak 500 pl

7) Agquades steril 100 ml

b. Bahan pembuatan suspensi P. gingivalis terdiri dari:

1) Brain Heart Infusion Broth (BHI-B) 0,37 gram (Gamma Scientific Biolab,
Indonesia)

2) Hemin 50 pg (Biomedicals. Inc., Perancis)

3) 1 pl vitamin K (Sigma-Aldrich, Jerman)

4) 50 pl ekstrak yeast
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10 ml aquades

c. Bahan injeksi P. gingivalis terdiri dari:

1)

P. gingivalis tipe ATCC 33277 0,5 pg/ 0,05 ml dengan konsentrasi 2 x 10°
CFU/ml tiap Kali.

d. Bahan pembuatan model tikus diabetes melitus terdiri dari:

1)
2)
3)
4)

Tikus wistar jantan

STZ (Bioworld, USA)
Aquades steril

Larutan buffer sitrat 0,1 M

e. Bahan untuk pemeliharaan tikus terdiri dari:

1)
2)

Pakan standar AD2 pellet (Comfeed, Indonesia)

Air mineral (Aqua, Indonesia)

f. Bahan tambahan terdiri dari:

1)
2)
3)
4)
5)

Alkohol 70% (OneMed, Indonesia) dan betadine

Masker dan handscoon

Sekam

Kloroform absolut untuk anestesi

Bahan untuk hitung kadar adiponektin yang terdapat di dalam ELISA kit
ab1087846

3.7 Prosedur Penelitian

Peneliti menggunakan tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan dalam

penelitian ini. Adapun langkah-langkanya adalah sebagai berikut:

3.7.1 Tahap Persiapan Hewan Coba

a.

Persiapan dimulai dengan pengajuan ethical clearence kepada bagian etika dan

advokasi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta

untuk mendapatkan perizinan pelaksanaan penelitian.

Hewan coba yang digunakan adalah 16 subjek tikus yang akan dibagi menjadi

4 kelompok, yaitu :

1) Kelompok kontrol (K) yaitu kelompok yang tidak diberi perlakuan sama
sekali.
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2) Kelompok perlakuan 1 (P1), yaitu model tikus yang diinduksi P.
gingivalis.

3) Kelompok perlakuan 2 (P2), yaitu model tikus dibuat dalam kondisi
diabetes melitus dengan diinduksi STZ.

4) Kelompok perlakuan 3 (P3), yaitu model tikus dibuat dalam kondisi
diabetes melitus dan terinfeksi P. gingivalis.

c. Hewan dilakukan adaptasi terhadap tempat dan makanan selama seminggu
sebelum diberi perlakuan. Setiap kandang ditempatkan satu ekor tikus dan
kandang dibersihkan setiap hari pada pagi hari. Makanan yang diberikan 30
gram per hari dengan minum 100 cc. Sebelum dilakukan perlakuan semua
hewan coba dilakukan penimbangan berat badan dan pemeriksaan kadar gula

darah sewaktunya.

3.7.2 Persiapan Bahan Perlakuan

Bahan yang digunakan pada kelompok perlakuan adalah P. gingivalis
ATCC 33277 dengan konsentrasi 2x10° CFU/mI (sebanding dengan 6,67 standar
McFarland) sebanyak 0,5 pg/ 0,05 ml yang bertujuan untuk menyebabkan infeksi
pada jaringan periodontal hewan coba (Kusumawardani, 2012).

Pada persiapan bahan diabetogenik, STZ vyang digunakan untuk
menginduksi diabetes melitus ditimbang terlebih dahulu, dengan dosis bertingkat,
dengan dosis 40 mg/kgBB, 35 mg/kgBB, 30 mg/kgB, 25 mg/kgBB, dan 20
mg/KgBB. Kemudian STZ dihitung untuk mendapatkan takaran dosis dalam ml
(Hikmah dkk., 2015).

3.7.3 Pembuatan Media Kultur Porphyromonas gingivalis

Pertama dilakukan pembuatan media kultur P. gingivalis, yaitu dengan
BHI-A yang diperkaya hemin dan vitamin K. Untuk membuatnya dibutuhkan
hemin solution sebanyak 50 pl, vitamin K 10pl, ekstrak yeast 500 ul, dan BHI-A
sebanyak 3,7 gram dalam 100 ml akuades steril yang dicampur pada tabung
erlemeyer kemudian dihomogenkan. Selanjutnya, tabung ditutup menggunakan

kapas dan disterilkan pada autoclave dengan suhu 121° selama 15 menit. Media
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tersebut dibagi empat, masing-masing 25 ml lalu dimasukkan ke dalam petridish
tidak bersekat lalu ditunggu sampai padat. Satu ose P. gingivalis jenis ATCC
33277 murni diinokulasi pada masing-masing petridish kemudian diinkubasi
selama 2x24 jam (Fitriyana dkk., 2013).

3.7.4 Pembuatan Suspensi Porphyromonas gingivalis

Sebelumnya dilakukan pembuatan media cair sebanyak 10 ml, yaitu dari
0,37 gram BHI-B, 1 pl vitamin K, 5 pl hemin serta 50 pl ekstrak yeast.
Selanjutnya dilakukan pembuatan suspensi P. gingivalis. Pada media cair diberi
satu ose P. gingivalis yang berasal dari pembiakan di media agar BHI-A.
Suspensi P. gingivalis yang didapat lalu dimasukkan desiccator dan diinkubasi
selama 2x24 jam. Setelah diinkubasi, suspensi P. qgingivalis diukur
konsentrasinya hingga didapatkan 12 x 10° CFU/ml. Selanjutnya dibuatkan
preparat dengan pengecatan gram untuk menentukan dalam keadaan baik dan
tidak terkontaminasi (Fitriyana dkk., 2013).

3.7.5 Pembuatan Larutan STZ

STZ yang telah ditimbang sesuai berat badan hewan coba kemudian
dihitung untuk mendapatkan takaran dosis (dalam ml) dengan cara dilarutkan
dengan aquades dan ditetesi dengan larutan buffer sitrat 0,1 M sampai didapatkan
larutan STZ dengan pH 4,5. Larutan STZ tersebut kemudian dicampur hingga
homogen dan disimpan pada suhu 4°C (Hikmah dkk., 2015).

3.7.6 Prosedur Perlakuan

Pada kelompok perlakuan 1 (P1), tikus di injeksi 0,05 ml P. gingivalis
ATCC 33277 dengan konsentrasi 2x10° CFU/ml pada area sulkus gingiva
distobukal dan distopalatal gigi molar pertama rahang atas. Injeksi diulang setiap
tiga hari sekali selama 19 hari (Kusumawardani, 2012). Pada kelompok perlakuan
2 (P2) dan kelompok perlakuan 3 (P3) dilakukan induksi STZ dengan dosis
bertingkat, dimulai dengan dosis 40 mg/kgBB pada hari pertama, 35 mg/kgBB
pada hari kedua, 30 mg/kgBB pada hari ketiga, 25 mg/kgBB pada hari keempat
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dan 20 mg/KgBB pada hari kelima. Induksi STZ dilakukan secara intraperitoneal
yang dimulai dengan cara menyemprotkan alkohol pada area injeksi kemudian
melakukan injeksi STZ, kemudian diolesi povidon iodine (Hikmah dkk., 2015).
Untuk kelompok perlakuan 3 (P3), pada hari keenam dilakukan injeksi 0,05 ml P.
gingivalis ATCC 33277 dengan konsentrasi 2x10° CFU/ml pada area sulkus
gingiva distobukal dan distopalatal gigi molar pertama rahang atas. Injeksi
diulang setiap tiga hari sekali selama 19 hari (Kusumawardani, 2012). Setelah
selesai perlakuan, hewan coba dimasukkan dalam kandang dan dilakukan

pengambilan GCF satu hari setelah injeksi terakhir.

3.7.7 Prosedur Pengambilan Sampel Gingival Crevicular Fluid

Gigi dibersinkan dengan kapas untuk mengontrol saliva kemudian
dilakukan pengambilan sampel GCF dengan paper point nomor 15 (ukuran paling
kecil agar dapat masuk sepenuhnya ke dalam sulkus gingiva hewan coba), selama
30 detik. Paper point diposisikan horizontal dari mesial gigi molar 1 sampai distal
gigi molar 3 menyentuh bagian sulkus gingiva. Kita perlu berhat-hati pada saat
pengambilan sampel GCF agar tidak menimbulkan perlukaan pada daerah sulkus
gingiva yang nantinya akan menyebabkan kontaminasi dan mempengaruhi hasil.
Setelah pengambilan sampel, paper point dimasukkan ke dalam 0,5 mL eppendorf
tube dan disimpan pada suhu -60°C, sampai dilakukannya uji ELISA. sebelum
dilakukan uji ELISA eppendorf tube ditambahkan larutan Phosphate Buffer
Solutions (PBS) lalu dilakukan 2500x sentrifuge pada suhu kamar selama 20
menit sehingga didapatkan supernatan dari sampel GCF yang ditambahkan larutan
PBS tersebut. Setelah itu dilakukan uji ELISA dengan ELISA kit (Dharmayanti,
2012).

3.7.8 Pengukuran Kadar Glukosa Darah (KGD) dan Berat Badan (BB)

Melakukan pengukuran kadar glukosa darah pada hewan coba dengan
mengambil darahnya dari pembuluh darah vena ekor tikus. Tikus dikatakan dalam
kondisi diabetes apabila KGD sewaktunya > 200 mg/dl (Boel, 2003). Pemeriksaan
KGD pada kelompok perlakuan 1 (P1) dilakukan setiap akan melakukan injeksi P.
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gingivalis selama 19 hari perlakuan. Pemeriksaan KGD kelompok perlakuan 2
(P2) dilakukan selama lima hari setiap akan dilakukan injeksi STZ. Pemeriksaan
KGD kelompok perlakuan 3 (P3) dilakukan selama lima hari setiap akan
dilakukan injeksi STZ dan setiap akan melakukan injeksi P. gingivalis selama 19
hari injeksi. Berat badan pada hewan coba juga diukur pada waktu yang sama
dengan pemeriksaan KGD.

3.7.9 Uji ELISA
a. Prosedur Pengujian

Tahapan preparasi standar dilakukan dengan menyiapkan 7 ependorf tube
yang kemudian pada masing-masingependorf tube dimasukkan 80 pul standar
dilution. Biarkan ependorf tube (1) memiliki konsentrasi murni yakni 1280ng/L.
Kemudian masukkan 80 pl standar solution pada ependorf tube (2), homogenkan
dengan vortex. Lalu ambil 80 pl larutan yang telah dihomogenkan tadi dan
masukkan pada ependorf tube (3). Maka, konsentrasi larutan pada ependorf tube
(2) menjadi 640ng/L. Setelah dimasukkan 80 pl cairan dari ependorf tube (2)
homogenkan cairan pada ependorf tube (3). Lalu ambil 80 pl larutan yang telah
dihomogenkan tadi dan masukkan pada ependorf tube (4). Maka, konsentrasi
larutan pada ependorf tube (3) menjadi 320ng/L. Setelah dimasukkan 80 pul cairan
dari ependorf tube (3) homogenkan cairan pada ependorf tube (4). Lalu ambil 80
pl larutan yang telah dihomogenkan tadi dan masukkan pada ependorf tube (5).
Maka, konsentrasi larutan pada ependorf tube (4) menjadi 160ng/L. Setelah
dimasukkan 80 pl cairan dari ependorf tube (4) homogenkan cairan pada
ependorf tube (5). Lalu ambil 80 ul larutan yang telah dihomogenkan tadi dan
masukkan pada ependorf tube (6). Maka, konsentrasi larutan pada ependorf tube
(5) menjadi 80ng/L. Setelah dimasukkan 80 ul cairan dari ependorf tube (5)
homogenkan cairan pada ependorf tube (6). Lalu ambil 80 pl larutan yang telah
dihomogenkan tadi dan masukkan pada ependorf tube (7). Maka, konsentrasi
larutan pada ependorf tube (6) menjadi 40ng/L. Ependorf tube (7) tidak digunakan
sebagai standar namun bisa ditambahkan konsentrasi standar baru yakni standar

Ong/L dimana standar tersebut kosong (tidak berisi cairan apapun).
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Selanjutnya melakukan tahapan preparasi sampel. Sampel yang
sebelumnya diambil dengan menggunakan paper point dan disimpan dalam
ependorf tube yang ditutup selotip parafin selama 1 bulan pada suhu -60°C. Pada
tahap ini peneliti menyipakan ependorf tube kedua dengan ukuran yang lebih
besar dari ependorf tube pertama yang digunakan sebagai wadah awal sampel.
Beri lubang pada ujung bawah ependorf tube pertama dengan menggunakan
jarum. Masukkan ependorf tube pertama pada ependorf tube kedua. Beri PBS
dengan pH 7,4 sebanyak 50ul menggunakan mikropipet dengan mengalirkan pada
dinding paper point. Lakukan sentrifugasi 2000-3000 rpm selama 20 menit.
Keluarkan ependorf pertama dari ependorf kedua dan kemudian didapati cairan
PBS telah turun pada ependorf kedua. Sampel siap dilakukan uji ELISA.

Tahapan selanjutnya adalah menyiapkan larutan standar dan larutan
sampel yang ditempatkan pada well. Dalam menyiapkan larutan well standar,
tambahkan tepat 50 pl larutan standar pada tiap well standar, kemudian
tambahkan tepat 50 pl streptavidin-HRP kemudian homogenkan dengan cara
mengetuk perlahan. Lalu tutup well dengan seal plate membran dan lakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit.

Dalam menyiapkan larutan well sampel, tambahkan tepat 40 pl sampel
dan tepat 10 pl ADP antibodi, tepat 50 pl streptavidin-HRP. Lalu tutup dengan
seal plate membran. Kemudian kocok perlahan untuk mencampurkannya dan
lakukan inkubasi pada suhu 37° C selama 60 menit.

Kemudian siapkan washing solution dengan (20X) pengenceran.
Pengenceran dilakukan dengan aquadest steril. Maksud dari pengenceran 20X
adalah peneliti menggunakan perbandingan dengan cara mengambil 10 ml
washing concentrate dari 20 ml washing concetrate yang telah disediakan pada
ELISA kit, masukkan pada tabung ukuran 500 ml lalu tambahkan 190 ml
aquadest steril kemudian homogenkan sehingga didapatkan jumlah 200 ml. Yang
nantinya akan disebut sebagai konsentrasi washing buffer sebanyak 20X
pengenceran.

Selanjutnya memasuki tahapan washing dengan cara membuang larutan

pada well menggunakan mikropipet channel 8 (masing-masing berisi 200 pl).
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Kemudian tambahkan washing buffer (20X) pada masing-masing well
menggunakan mikropipet channel 8 (masing-masing berisi 200 pl). Lakukan
sebanyak 5 kali pengulangan pencucian. Setelah 5 kali pengulangan, apabila
masih terdapat sisa cairan, buang sisa cairan menggunakan kertas serap atau
tissue.

Untuk mengetahui terjadinya perubahan warna, peneliti  perlu
menambahkan tepat 50 ul larutan chromogen A dan chromogen B pada masing-
masing well. Homogenkan dengan mengetuk secara perlahan untuk
mencampurkannya. Kemudian tutup dengan seal plate membran dan lakukan
inkubasi selama 10 menit pada suhu 37° jauhkan dari cahaya untuk melihat
terjadinya perubahan warna. Tahapan selanjutnya adalah menambahkan tepat 50
pl stop solution pada masing-masing well untuk menghentikan reaksi (segera
terjadi perubahan warna biru ke kuning).

Pengujian dilakukan dengan cara mengambil well kosong, kemudian
hitung penyerapan (OD) pada masing-masing well satu per satu dibawah panjang
gelombang 450 nm, yang harus dilakukan selama 10 menit setelah menambahkan
stop solution. Menurut standar konsentrasi dan hubungan nilai OD, dihitung
berdasarkan regresi linier persamaan standar kurva. Selanjutnya menurut sampel

nilai OD, hitung hubungan konsentrasi dari sampel.

3.8 Analisis data

Pada penelitian ini, hasil data yang didapatkan dianalisis menggunakan uji
Kolmogorov Smirnov untuk mengetahui data yang dihasilkan terdistribusi normal
atau tidak dan uji Levene untuk mengetahui homogenitas data. Data yang
terdistribusi normal dan homogen yang kemudian dilakukan uji statistik
parametrik yaitu one way Anova dan dilanjutkan dengan Least Significant
Different (LSD). Jika data yang dihasilkan terdistribusi normal namun tidak
homogen maka dilakukan uji statistik non-parametrik yaitu Kruskal-Wallis dan
dilanjutkan dengan Mann-Whitney Test Semua uji ini menggunakan tingkat
kemaknaan % (0=0,05) (Subekti, 2014).
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N

PERSIAPAN
16 hewan coba (tikus) + penyesuaian selama seminggu + penghitungan KGD dan BB
Porphyromonas gingivalis
3. Streptozotocin

Pengukuran KGD dan BB dilakukan
setiap sebelum perlakuan

3 tikus
Kelompok

Kontrol (K) :

tikus tidak
diberi

perlakuan

sama sekali

3 tikus Kelompok
Perlakuan 1 (P1):
Model tikus yang
diinjeksi 0,05 ml
Porphyromonas
gingivalis pada
area sulkus gingiva
distobukal dan
distopalatal gigi
molar pertama
rahang atas

3 tikus
Kelompok
Perlakuan 2
(P2):
Model tikus
diabetes melitus.
Tikus diinjeksi
dengan
streptozotocin
dengan dosis
bertingkat

3 tikus
Kelompok
Perlakuan 3
(P3):
Model tikus
diabetes melitus
diinjeksi dengan
Porphyromonas
gingivalis

1. Hewan coba di ambil sampel GCF nya melalui sulkus gingiva dengan paper point

no.15

2. Sampel disimpan pada eppendorf tube 0,5 mL eppendorf tube dan disimpan pada
suhu -60°C
3. Setelah semua prosedur perlakuan selesai, hewan coba dilakukan terminasi untuk

Pengambilan Sampel GCF Hewan Coba :

memenuhi persyaratan ethical clearance.

Uji ELISA
Adiponektin dalam serum sampel diperiksa menggunakan ELISA kit ab108784

Analisis Data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan

bahwa keradangan yang dipicu oleh induksi bakteri P. gingivalis dan diabetes
melitus dapat menurunkan kadar adiponektin pada GCF hewan coba.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian tersebut, penulis dapat memberikan saran

sebagai berikut:

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar adiponektin pada
GCF tikus secara kontinyu baik sebelum, saat, dan sesudah perlakuan
sehingga dapat diketahui perubahan kadar adiponektin yang lebih baik.

5.2.2 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui tingkat
keparahan penyakit periodontal dengan perubahan kadar adiponektin.

5.2.3 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk melihat keterlibatan
adiponektin sebagai sitokin anti-inflamasi atau hasil dari regulasi hormon.
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LAMPIRAN B. Identifikasi Porphyromonas gingivalis

Gambar A. Hasil uji identifikasi P. gingivalis menunjukkan gram negatif dengan
pewarnaan gram. Keterangan:  basilus gram negatif dengan
pengamatan mikroskop perbesaran 1000x.


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

LAMPIRAN C. Alat dan Bahan Penelitian

C.1 Alat Penelitian
a. Alat Kultur

45

Gambar

Keterangan

=

Tabung Reaksi
Rak Tabung Reaksi
3. Ose

N

Autoclave

Inkubator

Petridish tidak bersekat

1. Spektronik
2. Vibrator
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b. Alat Pemelihara Hewan Coba

46

Keterangan

1. Kandang
2. Tempat minum
3. Pakan

c. Alat Perlakuan Hewan Coba

Timbangan neraca

Gambar

Keterangan

Jarum insulin 26G

Rat dental chair
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Falcon tube

Neraca Ohaus

Keterangan
1. Glukometer
2. Glukometer test strip warna

hijau

Tondi Gy

Ly

Blood lancet
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e. Alat Pengambil Sampel
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Keterangan

Gambar

Paper point no.15

Pinset berkerat

Eppendorf tube

f. Alat hitung kadar adiponektin

Gambar

Keterangan

ELISA kit ab1087846 (Bioassay)

Blue tip dan yellow tip
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Mikropipet

Mikropipet channel 8

Centrifuge
Vortex
C.2 Bahan Penelitian
Gambar Keterangan

Porphyromonas gingivalis tipe
ATCC 33277
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Tikus Wistar Jantan

1. Streptozotocin
2. Buffersitrat 0,1 M

ELISA kit abh1087846
(Bioassay)

Chloroform absolut
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LAMPIRAN D. Perhitungan Dosis Streptozotocin

o1

Perhitungan Dosis Streptozotocin pada Hewan Coba Perlakuan 2 (P2)

Waktu induksi Tikus 1 Tikus 2 Tikus 3 Tikus 4
i 263 263 263
Hari pertama ﬁxw P 263 . 40 263 . a0
1000 1000 1000 1000
= 10,56 mg = 10,52 mg = 10,52 mg = 10,52 mg
10,52 10,52 10,52
10,56 : : ’
%05 —x0,5 —x0,5 X 0,5
6 6 6
A0 5he =0,877cc =0,877cc = 0,877cc
Hari Kedua 264 263 263 263
——x 35 ——x%x 35 ——x 35 ———x 35
1000 1000 1000 1000
= 9,24 mg = 9,205 mg = 9,205 mg = 9,205 mg
9,24 9,205 9,205 9,205
c x 0,5 0,5 0,5 0,5
=0,77cc = 0,767 cc = 0,767 cc = 0,767 cc
Hari Ketiga 264 263 263 263
X 30 X 30 X 30 X 30
1000 1000 1000 1000
= 7,92 mg = 7,89 mg = 7,89 mg = 7,89 mg
7,92 0.5 7,89 veE 7,89 0.5 7,89 Jd
6 ’ 6 y 6 ’ 6 ’
= 0,66 cc = 0,657 cc = 0,657 cc = 0,657 cc
Hari Keempat 264 263 263 263
X 25 ——x 25 X 25 ——x 25
1000 1000 1000 1000
= 6,6 mg = 6,575 mg = 6,575 mg = 6,575 mg
6,6 Y 6,575 e 6,575 o 0.5 6,575 0.5
6 7 6 ) ) 6 7
= 0,55cc = 0,548 cc = 0,548 cc = 0,548 cc
Hari Kelima 264 263 263 263
—— X% 20 —— X% 20 ——x 20 —— x 20
1000 1000 1000 1000
= 5,28 mg = 5,26 mg = 5,26 mg = 5,26 mg
5,28 0.5 5,26 « 0.5 5,26 o 0.5 5,26 0.5
6 ’ 6 ’ 6 ’ 6 ’
= 0,44 cc = 0,43 cc = 0,43 cc = 0,43 cc
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Perhitungan Dosis Streptozotocin pada Hewan Coba Perlakuan 3 (P3)

Waktu induksi Tikus 1 Tikus 2 Tikus 3 Tikus 4
Hari pertama 253 257 251 261
P MXALO MXALO MXALO MXALO
= 10,20 mg = 10,28 mg = 10,04 mg = 10,04 mg
10,20 10,28 10,04 10,04
x 0,5 X 0,5 x 0,5 G x 0,5
= 0,843 cc = (0,856 cc = 0,836 cc = 0,87 cc
Hari Kedua 253 257 251 261
Mx% mx% MX35 1000x35
= 8,855 mg = 8,995 mg = 8,785 mg =9,135mg
8,855 8,995 8,785 9,135
x 0,5 o x 0,5 = Y x 0,5 x 0,5
= 0,73 cc =0,75cc = 0,732 cc = 0,761 cc
Hari Ketiga 253 257 251 261
g mx% mx% mx% 1000><30
= 7,59 mg = 7,71 mg = 7,53 mg = 7,83 mg
7’59><05 7o 0 7’—53><05 783 05
6 ’ 6 1 6 ’ 6 ’
= 0,63 cc = 0,64 cc = 0,657 cc = 0,65 cc
Hari Keempat 253 257 251 261
P MXZS MXZS mxzs 1000><25
= 6,325 mg = 6,425 mg = 6,275 mg = 6,525 mg
6,325 6,425 6,275 6,525
x 0,5 G x 0,5 x 0,5 G 0,5
= 0,527 cc = 0,535 cc = 0,523 cc = 0,544 cc
Hari Kelima 253 257 251 261
MXZO MXZO MXZO 1000><20
= 5,06 mg = 5,14 mg = 5,02 mg = 5,22 mg
5’06><05 5’14><05 &xos 222 0,5
6 ’ 6 ’ 6 ’ 6 ’
= 0,44 cc = 0,428 cc = 0,418 cc = 0,435 cc
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LAMPIRAN E. Prosedur Penelitian

E.1 Persiapan Hewan Coba

Gambar E.1 Adaptasi hewan coba dengan kondisi lingkungan kandang

E.2 Persiapan Bahan Penelitian

Gambar E.2 Persiapan bahan penelitian yang terdiri dari A) stok larutan
Streptozotocin dan B) suspensi Porphyromonas gingivalis

E.3 Injeksi Porphyromonas gingivalis
&

f‘;

i

\,

Gambar E.3 Injeksi Porphyromonas gingivalis pada area sulkus gingiva
distopalatal molar pertama kanan dan kiri rahang atas
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E.4 Injeksi Streptozotocin

[

Gambar E.4 Injeksi Streptozotocin secara intraperitoneal

E.5 Pengambilan GCF

Gambar E.5 Proses pengambilan sampel GCF tikus

E.6 Prosedur terminasi tikus

Gambar E.6 Proses dekapitasi tikus menggunakan kloroform absolut
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E.7Prosedur perhitungan kadar adiponektin dengan uji ELISA

Gambar E.6 1) Sampel GCF yang disimpan dalam eppendorf tube; 2) Prosedur
preparasi standar; 3) tahapan homogenkan dengan vortex; 4)
tahapan memberi lubang dengan jarum pada ujung eppendorf tube
pertama; 5) tahapan preparasi sampel dengan pemberian PBS
menggunakan mikropipet dengan mengalirkan pada dinding paper
point; 6) tahapan centrifugasi 2000-3000 rpm selama 20 menit; 7)
tahapan preparasi sampel dengan larutan yang tersedia dalam
ELISA kit ab1087846 menggunakan mikropipet; 8) tahapan
washing dengan menggunakan washing buffer menggunakan
mikropipet channel 8 yang dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan
untuk mengetahui adanya perubahan warna; 9) tahapan
memasukkan well ke dalam ELISA reader; 10) tahapan pembacaan
sampel di bawah panjang gelombang 450 nm
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LAMPIRAN F. Hasil Pengukuran Kadar Glukosa Darah Tikus

Kelompok Kontrol

Kadar Glukosa Darah (mg/dl)
Kelompok Berat Badan
Hewan | ontrol Rata-rata (gram)
Coba
1 115 213
2 44 183
Hari ke 1 60,5
3 57 185
4 26 182
1 99 207
2 85 204
Hari ke 5 81
3 94 209
4 46 195
1 47 198
2 108 218
Hari ke 21 82
3 103 214
4 70 198
1 87 200
Sebelum dekapitasi 2 106 205
81,25
3 85 198
4 47 189
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Kelompok P1 (Induksi P. gingivalis)

57

Kadar Glukosa Darah (mg/dl)
Berat Badan
Kelompok P1
Hgg\ézn Rata-rata (gram)
(P9)
1 95 205
Sebelum induksi PG | 2 89 202
93
3 90 201
4 98 198
1 110 208
Sebelum induksi PG I 2 108 204
108
3 109 200
4 105 203
1 115 211
Sebelum induksi PGlII 2 110 213
109
3 112 206
4 99 199
1 120 215
2 115 209
Sebelum induksi PG IV 111
3 116 204
4 93 195
1 184 216
Sebelum induksi PG V 2 148 209
153,75
3 137 213
4 146 202
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134 203

Sebelum induksi PG VI 146 207
167,5

167 213

223 210

143 203

134 211
Sebelum induksi PG VII 143,25

138 208

158 201
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Kelompok P2 (Induksi STZ)
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Kadar Glukosa Darah (mg/dl)

Berat Badan

Kelompok P2
Hewan Rata-rata (gram)
Coba (dm)

1 120 264

Sebelum induksi STZ | 2 116 263
123,25

3 167 263

4 90 263

1 282 231

Sebelum induksi STZ 11 2 284 236
304,75

3 562 225

4 91 249

1 383 222

Sebelum induksi STZ 111 2 160 247
326,5

3 380 238

4 383 221

1 497 239

Sebelum induksi STZ IV 2 351 242

296

3 164 237

4 172 224

al 469 248

Sebelum induksi STZ V 2 211 223
429,75

3 525 228

4 514 212
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Kelompok P3 (Induksi STZ dan induksi P. gingivalis)
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Kelompok

Kadar Glukosa Darah (mg/dl)

P3

Berat Badan

Hg(\)/\t/)aan Rata-rata (gram)
(dmpg)
1 96 253
Sebelum induksi STZ | 2 86 257
91,5
3 96 251
4 88 261
1 93 225
Sebelum induksi STZ 11 2 124 234
170
3 222 257
4 241 239
1 247 246
Sebelum induksi STZ 111 2 128 257
300,75
3 327 279
4 501 231
1 172 264
Sebelum induksi STZ IV 2 292 237
311
3 475 228
4 305 253
1 439 244
Sebelum induksi STZ V
2 360 404,5 236
3 453 272
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366 252
406 240
Sebelum induksi PG | 352 239
367,25
394 222
317 247
341 217
Sebelum induksi PG I 322 221
310
351 210
226 230
218 268
Sebelum induksi PGIII 289 256
266
322 260
235 268
220 263
212 252
Sebelum induksi PG IV 217,25
201 272
236 242
224 258
Sebelum induksi PG V 208 244
2175
198 234
240 246
226 247
Sebelum induksi PG VI
198 216 234
199 227
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241 253

215 233

mati mati
Sebelum induksi PG VII 216,3

197 222

237 245
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LAMPIRAN G. Data Hasil Perhitungan dengan Uji ELISA

Tabel Data Kadar Adiponektin GCF Kelompok Perlakuan

Kelompok Hewan Coba Mean

1 4,665

Kontrol 2 4,400

3 4,294

1 3,734

Induksi P. gingivalis 2 3,675
3 3,644

1 3,639

Induksi STZ 2 3,599

3 3,512

1 3,662

Induksi STZ dan P. gingivalis 2 3,393
3 3,644
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Tabel Data Kadar Adiponektin Serum Darah Kelompok Perlakuan

64

Kelompok Hewan Coba Mean

1 3,884

Kontrol 2 3,879

3 3,653

1 3,932

Induksi P. gingivalis 2 3,795
3 4,336

1 3,303

Induksi STZ 2 3,444

3 3,482

1 3,662

Induksi STZ dan P. gingivalis 2 4,898
3 4,129
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LAMPIRAN H. Hasil Uji Statistik

Uji Normalitas (Kolmogorov-Smirnov Test)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

adiponektin
N 24
Mean 3.84408
b
Normal Parameters? Std. Deviation 409434
Absolute 202
Most Extreme Differences  Positive 202
Negative -.094
Kolmogorov-Smirnov Z 989
Asymp. Sig. (2-tailed) 282
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Uji Homogenitas (Levene Test)
Test of Homogeneity of Variances
Adiponektin
Levene Statistic df1 df2 Sig.
3.615 i 16 016
Uji Kruskall-Wallis
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Group N Mean Rank
diabetes serum 3 2.67
periodm serum 3 18.17
kontrol serum 3 14.33
perio serum 3 18.00
Adiponektin  diabetes gcf 3 6.00
periodmgcf 3 7.33
kontrolgcf 3 21.67
periogcf 3 11.83
Total 24

65
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Test StatisticsaP

adiponektin
Chi-Square 18.966
Df 7
Asymp. Sig. .008

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: group

Hasil Uji Mann-Whitney

Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank [ Sum of Ranks
diabetes serum 3 2.00 6.00
Adiponektin  diabetes gcf 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .052
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100p
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank [ Sum of Ranks
periodm serum 3 4.83 14.50
Adiponektin  Periodmgcf 3 217 6.50
Total 6
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Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .500
Wilcoxon W 6.500
YA -1.771
Asymp. Sig. (2-tailed) 077
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank | Sum of Ranks
kontrol serum 3 2.00 6.00
Adiponektin  Kontrolgcf 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank [ Sum of Ranks
perio serum 3 5.00 15.00
Adiponektin  Periogcf 3 2.00 6.00
Total 6
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Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
YA -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .051
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100p
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank | Sum of Ranks
diabetes gcf 3 3.00 9.00
Adiponektin  Periodmgcf 3 4.00 12.00
Total 6
Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 9.000
Z -.655
Asymp. Sig. (2-tailed) 513
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank [ Sum of Ranks
diabetes gcf 3 2.00 6.00
Adiponektin  Kontrolgcf 3 5.00 15.00
Total 6
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Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
YA -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .043
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank | Sum of Ranks
diabetes gcf 3 2.00 6.00
Adiponektin  Periogcf 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank [ Sum of Ranks
Periodmgcf 3 2.00 6.00
Adiponektin  Kontrolgcf 3 5.00 15.00
Total 6
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Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
YA -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Group N Mean Rank | Sum of Ranks
Periodmgcf 3 2.50 7.50
Adiponektin  Periogcf 3 4.50 13.50
Total 6
Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U 1.500
Wilcoxon W 7.500
Z -1.328
Asymp. Sig. (2-tailed) 184
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200P
a. Grouping Variable: group
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
group N Mean Rank | Sum of Ranks
kontrolgcf 3 5.00 15.00
Adiponektin  periogcf 3 2.00 6.00
Total 6
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Test Statistics
adiponektin
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
YA -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .049
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100P

a. Grouping Variable: group

b. Not corrected for ties.
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