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MOTO

“Sebab itu janganlah kamu kuatir akan hari esok, karena hari esok mempunyai
kesusahannya sendiri. Kesusahan sehari cukuplah untuk sehari.”

(Matius 6:34)"

“Janganlah takut, sebab Aku menyertai engkau, janganlah bimbang, sebab Aku
ini Allahmu; Aku akan meneguhkan, bahkan akan menolong engkau; Aku akan
memegang engkau dengan tangan kanan-Ku yang membawa kemenangan.”
(Yesaya 41:10)"

*) Lembaga Alkitab Indonesia. 1998. Alkitab Versi Pemulihan Perjanjian Baru. Jakarta:

Yayasan Perpustakaan Injil Indonesia.
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RINGKASAN

Daya Hambat Ekstrak Daun Wungu (Graptophyllum pictum (L.) Griff)
terhadap Adhesi Bakteri Porphyromonas gingivalis pada Neutrofil; Grace
Valencia Handoko; 141610101066; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Penyakit periodontal merupakan infeksi pada jaringan penyangga gigi yaitu
gingiva, ligamen periodontal, sementum dan tulang alveolar. Penyebab utama
penyakit periodontal adalah bakteri pada plak. P. gingivalis merupakan salah satu
bakteri yang berperan dalam proses pembentukan plak dan menyebabkan
perubahan patologik jaringan periodontal. Diantara patogen periodontal lain, P.
gingivalis menjadi salah satu “key pathogen” pada penyakit periodontal. Bakteri
P. gingivalis telah menginfeksi sekitar 40-100% pasien periodontitis kronis.
Bakteri ini ditemukan di dalam 85,75% plak subgingiva pasien periodontitis
kronis. Sebelum melakukan kolonisasi, invasi dan sampai timbulnya suatu infeksi,
bakteri melakukan adhesi pada jaringan ataupun host. Adhesi adalah proses
melekatnya permukaan bakteri dengan membran plasma host. Oleh karena itu,
adhesi P. gingivalis pada neutrofil perlu dihambat, sehingga tahap awal proses
infeksinya dapat dicegah dan tidak mengganggu kerja sel host seperti neutrofil.
Daun wungu mengandung beberapa zat aktif yang diduga dapat menghambat
adhesi bakteri. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui adanya daya hambat
ekstrak daun wungu terhadap adhesi bakteri P. gingivalis pada neutrofil dan
perbedaan daya hambat adhesi bakteri P. gingivalis antara ekstrak daun wungu
konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25%.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratories in vitro dengan the
post test only control group design. Sampel penelitian berupa neutrofil yang
diisolasi dari darah vena subyek yang memenuhi kriteria dan digolongkan menjadi
5 kelompok yaitu neutrofil yang tidak diinkubasi ekstrak daun wungu (kelompok
kontrol), diinkubasi ekstrak daun wungu 3,12% (kelompok EDW3,12%),
diinkubasi ekstrak daun wungu 6,25% (kelompok EDWS6,25%), diinkubasi
ekstrak daun wungu 12,5% (kelompok EDW12,5%), dan diinkubasi ekstrak daun
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wungu 25% (kelompok EDW25%). Semua kelompok diinkubasi selama 3 jam,
kemudian dipapar P. gingivalis selama 8 jam. Selanjutnya dilakukan pewarnaan
Giemsa dan dilakukan penghitungan indeks adhesi yang dilakukan oleh tiga orang
pengamat. Pengamatan pada 3-4 lapang pandang hingga didapatkan jumlah 100
neutrofil. Penghitungan dilakukan dengan cara menghitung jumlah P. gingivalis
yang melekat per neutrofil kemudian dibagi dengan jumlah total neutrofil yang
dihitung yaitu 100.

Data penelitian dilakukan analisis secara statistik. Berdasarkan hasil uji
Shapiro-Wilk dan uji Levene maka didapatkan data berdistribusi normal dan
homogen sehingga dilanjutkan dengan uji statistik parametrik one way anova.
Hasil uji one way anova didapatkan nilai signifikansi (p) sebesar 0,000 (<0,05)
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada seluruh kelompok
penelitian. Selanjurnya dilakukan uji LSD (Least Significant Difference) yang
menunjukkan bahwa perbedaan signifikan yang ditandai dengan nilai signifikansi
(p) lebih kecil dari 0,05 yaitu antara kelompok EDW25% dengan konsentrasi
3,12%, 6,25%, dan 12,5%.

Berdasarkan hasil penelitian ini, diketahui bahwa ekstrak daun wungu
konsentrasi 25% yang mampu menghambat adhesi bakteri P. gingivalis pada
neutrofil. Adhesi dari bakteri pada permukaan sel dapat dihambat oleh bahan
kimia yang secara spesifik merusak atau mengisolasi adhesin bakteri maupun
reseptor sel host. Bahan kimia tersebut juga terdapat dalam ekstrak daun wungu.
Hasil uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) pada daun wungu menunjukkan hasil
positif pada alkaloid dan flavonoid yang mana senyawa kimia tersebut memiliki
kemampuan untuk menghambat adhesi P. gingivalis pada neutrofil. Adanya efek
antibakteri juga diduga menyebabkan adhesi P. gingivalis pada neutrofil semakin
rendah dikarenakan perkembangan P. gingivalis terhambat dan mati sebelum
melakukan adhesi pada neutrofil.

Kesimpulan penelitian ini bahwa ekstrak daun wungu dapat menghambat
adhesi P. gingivalis pada neutrofil dan ekstrak daun wungu yang mampu
menghambat adhesi P. gingivalis pada neutrofil hanya konsentrasi 25%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan penyakit multifaktorial yang lazim
dijumpai pada negara maju dan berkembang (Muthukumar dan Suresh, 2009). Di
Indonesia, penyakit periodontal mempunyai prevalensi cukup tinggi. Berdasarkan
Riset Kesehatan Dasar (RISKESDAS) tahun 2013 menunjukkan bahwa
prevalensi penyakit periodontal penduduk Indonesia sebesar 23,4% pada tahun
2008 dan meningkat menjadi 25,9% pada tahun 2013 (Balitbang, 2013).

Penyakit periodontal merupakan infeksi pada jaringan penyangga gigi
yaitu gingiva, ligamen periodontal, sementum dan tulang alveolar (Lamont dan
Howard, 1998). Penyebab utama terjadinya penyakit periodontal disebabkan oleh
bakteri pada plak (Newman dkk., 2015). Plak terbentuk dari deposit lunak yang
membentuk lapisan biofilm dan melekat erat pada permukaan gigi, gusi serta
permukaan keras lainnya di dalam rongga mulut (Toar dkk., 2013). Plak berisi
kumpulan  mikroorganisme patogen seperti  Porphyromonas gingivalis,
Treponema forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema
denticola, Prevotela intermedia (Newman dkk., 2015). P. gingivalis merupakan
salah satu bakteri yang menyebabkan perubahan patologik jaringan periodontal
(Page, 1991). Diantara patogen periodontal lain, P. gingivalis menjadi salah satu
“key pathogen” pada penyakit periodontal (Newman dkk., 2015). Bakteri P.
gingivalis telah menginfeksi sekitar 40-100% pasien periodontitis kronis. Bakteri
P. gingivalis ini ditemukan di dalam 85,75% plak subgingiva pasien periodontitis
kronis (How dkk., 2016)

Sebelum melakukan kolonisasi, invasi dan sampai timbulnya suatu
infeksi, bakteri melakukan adhesi pada jaringan ataupun host. Adhesi adalah
proses melekatnya permukaan bakteri dengan membran plasma host, yang dapat
terjadi apabila terdapat dua komponen yaitu reseptor dan adhesin. Reseptor
adalah komponen yang berupa residu peptida dan karbohidrat spesifik pada host,
sedangkan adhesin adalah komponen makromolekul yang terdapat pada

permukaan sel bakteri (Todar dalam Santosaningsih, 2003).
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Saat bakteri masuk ke dalam tubuh host, terdapat persaingan antara
terjadinya infeksi oleh bakteri atau eliminasi bakteri oleh host (Wilson dkk.,
2002). Salah satu sel leukosit yang memiliki peran penting dalam sistem
pertahanan tubuh host dan muncul pertama kali saat terjadi invasi bakteri adalah
neutrofil (Robbins dan Kumar, 1995). Neutrofil merupakan jenis sel leukosit
yang terbanyak dan di dalam darah jumlahnya mencapai 62% (Guyton dan Hall,
2007).

P. gingivalis dapat berinvasi secara viabel ke sirkulasi darah, sehingga
dapat langsung berkontak dengan agen inflamatorik neutrofil dan dapat berikatan
melalui reseptor tertentu. Peristiwa ini kemudian akan menginisiasi induksi P.
gingivalis terhadap peningkatan enzim-enzim degradatif pada neutrofil serta
mampu menginterupsi aktivitas neutrofil (Mubarokah dkk., 2009). Bakteri yang
bertahan secara intraselular dalam neutrofil dapat menggunakan sel tersebut
untuk menyebar melalui sistem sirkulasi darah (Wilson dkk., 2002). Oleh karena
itu adhesi P. gingivalis pada neutrofil perlu dihambat, sehingga tahap awal proses
infeksinya dapat dicegah dan tidak mengganggu kerja neutrofil. Penelitian yang
terkait dengan hambatan perlekatan bakteri Escherichia coli sudah dilakukan oleh
Riza (2010). Dilaporkan bahwa daun wungu memiliki efek antiinflamasi dengan
menghambat perlekatan bakteri E. coli pada reseptor membran sel neutrofil
dengan menurunkan fungsi hidrofoblastis membran sel pada proses perlekatan
melaiui interaksi hidrofobik.

Daun wungu merupakan salah satu tanaman dari tiga belas komoditi yang
dikembangkan oleh DITJEN POM sebagai tanaman obat unggulan (BBPP
Lembang, 2012). Tanaman ini banyak dimanfaatkan masyarakat sebagai obat
ambeien/wasir, sembelit, peluruh kencing, pelancar haid, obat bisul, dan beberapa
kondisi seperti anti-jamur, anti-inflamasi dan anti-plak (Widyowati, 2011). Selain
itu, daun wungu juga dapat digunakan untuk pengobatan terhadap luka, bengkak,
borok, bisul, penyakit kulit, dan secara eksperimental ekstrak daun wungu
berperan menghambat pembengkakan dan menurunkan permeabilitas membran
(Sumarny dkk., 2013).
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Komposisi kandungan daun wungu adalah alkaloid, peetin, asam formiat,
glikosida, steroid, saponin, tanin, flavonoid dan alkohol (Wahyuningtyas dan
Indrastuti, 2005). Hasil penelitian oleh Loresta dkk. (2012) melaporkan bahwa
keberadaan senyawa-senyawa tersebut, khususnya senyawa flavonoid pada daun
kelor telah diketahui dapat menghambat adhesi sel bakteri Staphylococcus
aureus, baik perlekatan bakteri dengan permukaan substrat maupun perlekatan
antar bakteri.

Penelitian tentang daya hambat ekstrak daun wungu terhadap adhesi
bakteri P. gingivalis pada neutrofil belum pernah dilakukan. Menurut Indriana
dkk. (2017) dalam penelitiannya melaporkan bahwa ekstrak daun wungu dapat
menghambat pertumbuhan bakteri saluran akar gigi dengan konsentrasi minimal
yaitu 12,5%. Berdasarkan penjelasan tersebut, maka penulis tertarik untuk
meneliti pengaruh ekstrak daun wungu dalam berbagai konsentrasi yaitu 3,12%,
6,25%, 12,5% dan 25% terhadap adhesi P. gingivalis pada neutrofil karena

sampai saat ini belum ada yang melakukan penelitian tersebut.

1.2 Rumusan Masalah
Masalah yang dapat dirumuskan berdasarkan latar belakang di atas:
1. Apakah pemberian ekstrak daun wungu dapat menghambat adhesi bakteri P.
gingivalis pada neutrofil ?
2. Apakah terdapat perbedaan daya hambat adhesi bakteri P. gingivalis antara
ekstrak daun wungu konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25%?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini yaitu:
1. Mengetahui adanya daya hambat ekstrak daun wungu terhadap adhesi P.
gingivalis pada neutrofil.
2. Mengetahui perbedaan daya hambat adhesi bakteri P. gingivalis antara
ekstrak daun wungu konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25%.


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

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat:
1. Memberi informasi mengenai pengaruh ekstrak daun wungu terhadap adhesi
P. gingivalis pada neutrofil.
2. Sebagai dasar penelitian lebih lanjut yang terkait.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Porphyromonas gingivalis
Menurut Pratiwi (2012), P. gingivalis diklasifikasikan sebagai berikut:
Kingdom : Eubacteria

Superphylum : Bactroidetes / Chlorabi group

Phylum : Bacteroidetes

Class : Bacteroides

Ordo : Bacteroidales

Family : Porphyromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Species : Porphyromonas gingivalis

2.1.1 Habitat dan Morfologi Porphyromonas gingivalis

Pada orang sehat bakteri ini merupakan flora subgingiva (Samaranayake,
2002). P. gingivalis juga dapat ditemui di berbagai tempat dalam tubuh seperti
saluran pencernaan, saluran genital wanita dan dijumpai di berbagai infeksi di
seluruh tubuh. Spesies ini banyak ditemukan pada poket periodontal pasien
periodontitis dan infeksi (Amano, 2007).

P. gingivalis merupakan bakteri anaerob Gram negatif. Bakteri ini
berbentuk kokobasil dengan panjang 0,5 — 2 um, pleomorfik, tidak berspora
(non-sporeforming), dan tak punya alat gerak (non motile) seperti tampak pada
Gambar 2.1 (Samaranayake, 2002). Koloni bakteri ini bila terdapat pada agar
darah tampak lembut, berkilauan, dan terlihat cembung serta 1-2 mm di dalam
garis tengah dan menggelap dari tepi koloni ke pusat diantara 4-8 hari (Leslie
dkk., 1998).
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Gambar 2.1 Pemeriksaan P. gingivalis secara mikroskopis (a) P. gingivalis dilihat
dengan mikrosokop cahaya perbesaran 1000X (Sumber: Fitriyana dkk.,
2013); (b) P. gingivalis dilihat dengan mikrosokop elektron (Sumber:
Hamada dkk., 1996).

2.1.2 Virulensi Porphyromonas gingivalis

Virulensi merupakan kemampuan bakteri untuk menimbulkan infeksi dan
penyakit. Faktor yang menentukan kemampuan tersebut disebut faktor virulensi
(Brooks dkk., 2007). Secara garis besar faktor virulensi ini dapat diklasifikasikan
menjadi dua kategori, pertama yang membantu kolonisasi dan invasi bakteri ke
dalam tubuh host seperti adhesin, kapsul, lipopolisakarida dan sebagainya. Kedua
adalah faktor virulensi yang sifatnya merusak host seperti protease, fimbriae dan
sebagainya (Saylers dan Whitt dalam Santoso, 2002; Newman dkk., 2015).

Faktor virulensi pada bakteri P. gingivalis yaitu endotoksin, enzim
kolagenase, enzim proteolitik yaitu gingipain, dan induksi mediator keradangan
(Brooks dkk., 2007). Lipopolisakarida (LPS) adalah molekul besar yang tersusun
dari komponen lipid (lipid A) dan komponen polisakarida. LPS ditemukan pada
membran terluar bakteri Gram negatif, sebagai endotoksin dan memicu respons
imun (Bostanci dan Belibasakis, 2012). LPS memiliki potensi yang kuat sebagai
stimulator inflamasi apabila diinjeksikan secara in vivo karena LPS mampu
menembus ke dalam jaringan dan bertindak sebagai endotoksin dalam organisme
host sehingga menyebabkan peradangan pada jaringan dan berlanjut dengan
terjadinya kerusakan tulang (Kumar dkk., 2007). Pada beberapa studi ditemukan
bahwa LPS merupakan faktor virulensi terbesar dari P. gingivalis karena
direspons oleh sel-sel inflamator sehingga mengakibatkan inflamasi dengan
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melepaskan sitokin proinflamasi, mengganggu proses diferensiasi osteoblas dan
mineralisasi sel ligamen periodontal (Nitawati dkk., 2014). Menurut Cutler
(1995), enzim proteolitik pada P. gingivalis dapat memetabolisme asam amino
serta menghasilkan sejumlah metabolit atau produk akhir bersifat toksik terhadap
sel. Gingipain merupakan kelompok cysteine proteinases. Berdasarkan
spesifisitas substratnya, gingipain dibagi menjadi arginine-spesific (Arg-X) dan
lysine-spesific (Lys-X) gingipain. Gingipain memiliki efek multipel pada
komponen molekular respons imun, dan dapat melakukan deregulasi pada
respons ini. Gingipain juga dapat menstimulasi ekspresi reseptor yang diaktivasi
protease pada neutrofil. Selain itu, gingipain menstimulasi produksi I1L-6 oleh sel
epitel mulut serta produksi IL-8 oleh fibroblas gingiva, yang akan meningkatkan
respons inflamasi. Arg-X gingipain dapat membelah molekul C5, menimbulkan
pelepasan komponen C5a, yang penting untuk meningkatkan perekrutan PMNSs.
Sebaliknya Lys-X gingipain akan mengganggu perekrutan PMNs dengan tidak
mengaktifkan reseptor C5a. Gingipain juga meningkatkan permeabilitas vaskular
dan masukan PMN (Bostanci dan Belibasakis, 2012).

2.2 Mekanisme Adhesi Bakteri

Adhesi bakteri itu adalah proses melekatnya permukaan bakteri dengan
membran plasma host. Proses ini dibutuhkan bakteri supaya bakteri dapat
memasuki host, berkembang biak di dalam jaringan, serta merusak jaringan
ataupun host. Selain itu adhesi juga menandakan tahap awal proses infeksi pada
sebagian besar bakteri (Wizemann dkk., 1999).

Adhesi bakteri pada permukaan jaringan atau host dapat terjadi apabila
terdapat dua komponen, yaitu reseptor dan adhesin. Reseptor adalah komponen
yang berupa residu peptida dan karbohidrat spesifik pada permukaan sel.
Sedangkan adhesin adalah komponen makromolekul yang terdapat pada
permukaan sel bakteri yang berinteraksi secara spesifik dengan reseptor host,
seperti fimbriae, outer membran protein (OMP), serta kapsul polisakarida (Todar,
2012).
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Mekanisme adhesi tersebut dari dua tahap yaitu:
1. Adhesi nonspesifik

Adhesi nonspesifik adalah adhesi bakteri pada permukaan sel yang
bersifat labil (reversibel). Adhesi ini juga biasa disebut dengan docking (ikatan
longgar). Adhesi nonspesifik dapat terjadi karena adanya berbagai gaya atau
interaksi seperti interaksi hidrofobik, gaya elektrostatik, getaran atom atau
molekul, gerak Brown, dan kapsul bakteri.
2. Adhesi spesifik

Adhesi spesifik adalah adhesi bakteri pada permukaan sel atau jaringan
yang bersifat stabil (irreversibel). Adhesi ini juga biasa disebut dengan
anchoring. Adhesi spesifik dapat terjadi karena adanya ikatan spesifik antara

molekul reseptor dengan molekul adhesin (Todar, 2012).

2.2.1 Adhesi Porphyromonas gingivalis

Faktor-faktor P. gingivalis yang berperan dalam mekanisme adhesi pada

substrat atau sel host diantaranya :

a. Hemaglutinin berperan sebagai molekul adhesi dengan memperantarai
pengikatan bakteri dengan reseptor pada permukaan sel host, misalnya protein
adhesin. Adhesin 49.4 kDa dari OMP P. gingivalis merupakan molekul
hemaglutinin yang terbukti sebagai komponen permukaan bakteri yang
berikatan pada permukaan neutrofil (Mubarokah dkk., 2012).

b. Fimbriae merupakan adhesin permukaan yang berbentuk batang. Fimbriae
sering disebut sebagai hidrofobin karena fimbriae mengandung residu asam
amino hidrofobik dalam jumlah besar, sehingga dianggap berperan dalam
membentuk hidrofobisitas permukaan sel yang penting untuk perlekatan
bakteri (Santoso, 2002). Fimbriae juga memiliki perlekatan yang sangat kuat
pada sel epitel (Wilson dkk., 2002).

c. Kapsul polisakarida pada membran luar bakteri terdapat pada semua golongan
Bacteroides termasuk P. gingivalis. Kapsulnya terlibat dalam adhesi,
melindungi bakteri dari respons inflamasi host seperti aktivasi komplemen,

dan mekanisme pembunuhan oleh sel fagosit (Wilson dkk., 2002).
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2.3 Neutrofil

Leukosit terdiri dari beberapa jenis yaitu neutrofil polimorfonuklear,
eosinofil polimorfonuklear, basofil polimorfonuklear, monosit, dan limfosit. Jenis
leukosit yang terbanyak jumlahnya adalah neutrofil polimorfonuklear. Jumlah
neutrofil polimorfonuklear dapat mencapai 62% (Guyton dan Hall, 2007).

Neutrofil memiliki beberapa karakteristik, yaitu memiliki nukleus dengan
multi lobus (satu inti dan 2-5 lobus), granula azurofilik, dan granula spesifik yang
berwarna ungu pucat pada pengecatan Wright’s dan Giemsa, serta memiliki garis
tengah berukuran sekitar 12 um (Effendi, 2003). Gambaran mikroskopik neutrofil
dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Neutrofil (panah hitam) dilihat dengan mikroskop perbesaran 1000x
(Sumber: Leonardi, 2005)

Neutrofil adalah garis pertahanan tubuh pertama terhadap invasi oleh
mikroorganisme. Neutrofil akan melakukan pertahanan tubuh dengan
memfagositosis mikroorganisme yang menyerang tubuh (Guyton dan Hall, 2007).
Neutrofil memfagositosis dengan cara melekatkan diri pada mikroorganisme
kemudian menonjolkan pseudopodia di sekeliling partikel. Pseudopodia bertemu
satu sama lain pada sisi yang berlawanan dan bergabung. Hal ini menciptakan
ruangan tertutup yang berisi partikel yang sudah difagositosis (Bellanti, 1993).
Kemudian ruangan ini berinvaginasi ke dalam rongga sitoplasma dan melepaskan
diri dari membran sel bagian luar untuk membentuk gelembung fagositik yang
mengapung dengan bebas di dalam sitoplasma. Sebuah sel neutrofil dapat
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memfagositosis 3 hingga 20 mikroorganisme sebelum sel neutrofil itu sendiri
menjadi inaktif dan mati (Guyton dan Hall, 2007).

2.4 Tanaman Daun Wungu (Graptophyllum pictum (L) Griff)
Secara taksonomi, tanaman daun wungu dapat diklasifikasikan sebagai
berikut (Indriana, 2012):
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Super divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida-Dycotyledoneae
Ordo : Lamiales

Famili : Acanthaceae

Genus : Gratophyllum

Jenis : Gratophyllum pictum (L.) Griff

2.4.1 Habitat dan Morfologi Tanaman Daun Wungu
Tanaman daun wungu dapat ditemukan di dataran rendah sampai
pegunungan dengan ketinggian 1.250 m dpl. Tumbuh baik pada tempat-tempat
terbuka yang terkena sinar matahari, dengan iklim kering atau lembab (Gambar
2.3). Tanaman ini sering ditemukan tumbuh liar di pedesaan atau ditanam sebagai
tanaman hias dan tanaman pagar. Asalnya dari Irian dan Polynesia (Dalimartha,
1999).
Tanaman daun wungu berbentuk perdu atau pohon kecil, dengan tinggi 1,5-
3 meter, batang berkayu, kulit dan daun berlendir, serta baunya kurang enak. Ciri-
ciri batang adalah sebagai berikut: aerial, berkayu, silindris, tegak, warna ungu
kehijauan, bagian dalam solid, permukaan licin, percabangan simpodial (batang
utama tidak tampak jelas), arah cabang miring ke atas. Daunnya tunggal, tersusun
berhadapan (folia oposita), warna ungu tua, panjang 15-25 cm, lebar 5-11 cm,
helaian daun tipis tegar, bentuk bulat telur, ujung runcing, pangkal meruncing

(acuminatus), tepi rata, bentuk tulang daun menyirip (pinnate), permukaan
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mengkilat (nitidus) seperti tampak pada Gambar 2.4. Bunganya majemuk,
muncul dari ujung batang (terminalis) (Khumaida dkk., 2008).

Gambar 2.3 Tanaman daun wungu (Graptophyllum pictim (L.) Griff) yang tumbuh baik
pada tempat yang terbuka

Gambar 2.4 Daun wungu (Sumber: Dalimartha, 1999)

2.4.2 Kandungan Kimia dan Manfaat Tanaman Daun Wungu

Tanaman daun wungu memiliki bagian daun, batang, dan bunga dimana
semua bagian tersebut dimanfaatkan sebagai obat alternatif. Tanaman ini
biasanya digunakan dalam pengobatan diuretik (batang atau daunnya),
melancarkan haid (bunganya) dan daunnya digunakan untuk pengobatan anti
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inflamasi, melembutkan kulit, sembelit, ambeien, reumatik, bisul, dan pencahar
ringan (Pidada, 2009).

Bagian dari tanaman daun wungu yang sering dimanfaatkan adalah
daunnya (Dalimartha, 1999). Daun wungu memiliki beberapa kandungan kimia
aktif yang dapat dimanfaatkan sebagai obat alternatif, seperti alkaloid, peetin,
asam formiat, glikosida, steroid, saponin, tanin, flavonoid, dan alkohol (Indrastuti
dan Wahyuningtyas, 2005).

Flavonoid merupakan golongan terbesar senyawa fenol, fenol monosiklik
sederhana, fenil propanoid dan kuinon fenolik. Senyawa fenol dapat mengikat
protein. Sifat umum senyawa fenol adalah mampu menambah permeabilitas sel
dan mengendapkan protein. Senyawa flavonoid dapat menghambat
mikroorganisme karena kemampuannya membentuk senyawa kompleks dengan
protein (Wahyuningtyas, 2008).

Alkaloid mempunyai kemampuan dalam menghambat kerja enzim yang
diperlukan untuk mensintesis protein bakteri. Penghambatan kerja enzim ini
mengakibatkan metabolisme bakteri terganggu (Sunarintyas dkk., 2008).
Alkaloid juga dapat merusak komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan
kematian pada sel tersebut (Juliantina dkk., 2009).

Tanin merupakan senyawa yang termasuk ke dalam golongan polifenol.
Senyawa ini banyak dijumpai pada tumbuhan. Tanin mampu menghambat
pertumbuhan bakteri dengan cara menginaktifasi protein transport pada membran
sel (Cahyanto dkk., 2015).

Berdasarkan berbagai kandungan kimiawinya ini, daun wungu mempunyai
sifat sebagai antiinflamasi, sembelit, ambeien, demam, batu empedu, haid tidak
lancar, bengkak karena terpukul, rematik atau encok, memar, melancarkan buang
air seni, sakit telinga, mempercepat pemasakan bisul, pelembut kulit kaki,
melunakkan feses, dan mengempiskan wasir (Tukiran dkk., 2014). Ekstrak etanol
pada daun wungu dalam serum darah dapat menurunkan kadar kolesterol LDL

(low density lipoprotein) dan total lipid dalam serum darah, selain itu juga dapat
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menurunkan berat badan mencit yang digunakan dalam percobaan (Suhargo,
2008).

2.5 Ekstrak
Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat

aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani berupa sediaan kering, kental,
dan cair yang dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara
yang sesuai. Sebagai cairan penyari digunakan air, eter, etanol, atau campuran
etanol dan air. Pembuatan sediaan ekstrak dimaksudkan agar zat berkhasiat yang
terdapat pada simplisia terdapat dalam bentuk yang mempunyai kadar tinggi dan
hal ini memudahkan zat berkhasiat dapat diatur dosisnya (Anief, 2000). Semakin
tinggi konsentrasi ekstrak, maka kadar zat aktif yang terisolasi juga semakin
tinggi (Lucia, 2011).

2.5.1 Ekstraksi
Menurut BPOM RI (2005), ekstraksi merupakan suatu teknik pemisahan

senyawa berdasarkan perbedaan distribusi zat terlarut diantara dua pelarut yang
saling bercampur. Pelarut yang digunakan harus dapat mengekstrak substansi

yang diinginkan tanpa melarutkan material lainnya.

2.5.2 Metode Ekstraksi
Menurut Departemen Kesehatan RI (2000), metode ekstraksi dibagi

menjadi tiga, yaitu:
a. Ekstraksi dengan menggunakan pelarut
1) Cara dingin
a) Maserasi
Maserasi adalah proses perendaman sampel dengan pelarut yang
digunakan dengan temperatur ruangan. Proses ini sangat menguntungkan
dalam isolasi bahan alam karena dengan perendaman sampel akan
terjadi pemecahan dinding dan membran yang disebabkan karena

perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit
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sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik
dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan. Pemilihan pelarut untuk proses ini akan
memberikan efektifitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan
senyawa bahan dalam pelarut tersebut.

b) Perkolasi
Perkolasi adalah proses melewatkan pelarut organik pada sampel
sehingga pelarut akan membawa senyawa organik bersama sama pelarut.
Tetapi efektifitas dari proses ini hanya akan lebih besar untuk senyawa
organik yang mudah larut dalam pelarut yang digunakan.

2) Cara panas

a) Refluks
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif
konstan dengan adanya pendingin baik.

b) Soxhlet
Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang
umumnya dilakukan dengan tata khusus sehingga terjadi ekstraksi
lanjutan dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin
yang baik.

c) Digesti
Digesti adalah maserasi kinetik pada temperatur yang lebih tinggi dari
temperatur ruangan.

d) Infus
Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air
(water bath) selama waktu tertentu.

e) Dekok
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama dan temperatur sampai
titik didih air.
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b. Destilasi uap
Destilasi uap adalah ekstraksi senyawa kandungan menguap dari bahan
dengan uap air. Proses destilasi ini lebih banyak digunakan untuk senyawa
organik yang tahan pada suhu tinggi, yang lebih tinggi dari titik didih pelarut
yang digunakan. Pada umumnya lebih banyak digunakan untuk minyak atsiri.
c. Cara ekstraksi lainnya
Cara ekstraksi lainnya dapat dilakukan dengan cara ekstraksi
berkesinambungan, super kritikal karbondioksida, ekstraksi ultrasonik, dan

ekstraksi energi listrik.

2.6 Peranan Daun Wungu terhadap Adhesi Bakteri pada Host
P. gingivalis mempunyai faktor virulensi yang menentukan kemampuan

bakteri tersebut untuk menimbulkan infeksi pada host. Salah satu faktor virulensi
ini yaitu adhesin. Adhesin bakteri adalah komponen makromolekul pada
permukaan sel bakteri yang berinteraksi secara spesifik dengan reseptor sel host
(Todar dalam Santosaningsih, 2003). Cara untuk menghambat adhesi bakteri
pada sel host adalah dengan merusak adhesin bakteri oleh enzim dan bahan kimia
spesifik (Todar, 2008). Daun wungu mengandung beberapa zat aktif seperti
alkaloid, tanin, dan flavonoid yang memiliki beberapa efek farmakologis dan
diduga dapat mempengaruhi adhesi bakteri (Indrastuti dan Wahyuningtyas, 2005)

Penurunan hidrofobisitas pada bakteri berperan dalam menghambat proses
adhesi. Hidrofobisitas adalah sifat fisik yang tidak dapat larut dalam air. Hal
tersebut kemungkinan disebabkan oleh senyawa komponen aktif pada ekstrak
daun wungu seperti alkaloid dan flavonoid. Adanya komponen bioaktif ini
mengakibatkan perubahan struktur tersier protein pada permukaan bakteri.
Protein atau senyawa tersebut menyisip pada sisi hidrofobik protein, sehingga
mengakibatkan penurunan hidrofobisitas sel bakteri yang berinteraksi dengan
fimbriae dan mengakibatkan penggumpalan protein permukaan bakteri.
Akibatnya protein ini kehilangan struktur hidrofobiknya dan mengakibatkan

hidrofobisitas bakteri menurun. Penurunan hidrofobisitas ini akan mencegah
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terjadinya interaksi hidrofobik dari komponen permukaan bakteri dengan sel host
sehingga adhesi bakteri pada host (Gambar 2.5) dapat dihambat (Parhusip, 2004).

Alkaloid dapat mengganggu terbentuknya komponen penyusun
peptidoglikan pada bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara
utuh dan menyebabkan kematian pada bakteri (Juliantina dkk., 2008). Selain itu,
flavonoid yang bersifat lipofilik akan merusak membran bakteri, sehingga
permeabilitas akan meningkat dan mengganggu metabolisme bakteri (Harborne
dan Williams, 2000; Rahman, 2008). Flavonoid mampu menghambat perlekatan
bakteri dengan cara mengikat protein permukaan bakteri dan menurunkan
hidrofobisitas reseptor pada membran sel fagosit (Septiana dkk., 2006). Sehingga
diduga penggunaan ekstrak daun wungu dapat menghambat adhesi bakteri pada

neutrofil dan mencegah terjadinya infeksi P. gingivalis.

B T

Gambar 2.5 Adhesi P. gingivalis pada neutrofil. Tanda panah berwarna ungu
menunjukkan P. gingivalis dan tanda panah berwarna merah
menunjukkan sel neutrofil (pengecatan Giemsa, perbesaran 1000x)
(Sumber: Mubarokah dkk., 2009).
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2.7 Kerangka Konsep

Porphyromonas
gingivalis

Respons Ekstrak daun wungu
Ly pertahanan
tubuh
Alkaloid Flavonoid
Menghambat Menghambat
adhesi bakteri perlekatan
dengan merubah bakteri dengan
struktur tersier cara mengikat
protein pada protein
permukaan permukaan
bakteri (Parhusip, bakteri dan
2004). menurunkan
hidrofobisitas
Il reseptor pada
membran sel
Neutrofil fagosit
(Septiana dkk.,
Antiadhesi §006)
Antiadhesi

Adhesi Porphyromonas
gingivalis pada neutrofil

Keterangan :

4{

Gambar 2.6 Kerangka konsep penelitian

: menyebabkan/menghasilkan

: menghambat
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3.7 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini yaitu :
1. Pemberian ekstrak daun wungu dapat menghambat adhesi bakteri P.
gingivalis pada neutrofil.
2. Terdapat perbedaan dalam menghambat adhesi bakteri P. gingivalis pada
neutrofil antara ekstrak daun wungu konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan
25%.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris in vitro. Jenis ini
dipilih karena pada tiap sampel diberi perlakuan terkendali, terukur, dan pengaruh

perlakuan dipercaya (Notoatmodjo, 2010).

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan pada penelitian ini adalah the post test only control group
design, yaitu dilakukan pengukuran terhadap variabel yang diteliti setelah
diberikan perlakuan, kemudian dibandingkan dengan kelompok kontrol
(Notoatmodjo, 2010).

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

3.3.1 Tempat Penelitian

a. Pembuatan ekstrak daun wungu di Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi
Universitas Jember.

b. Pembuatan suspensi P. gingivalis, isolasi neutrofil dan uji indeks adhesi di

Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember.

3.3.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari 2018—Februari 2018.

3.4 ldentifikasi Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak daun wungu dengan
konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25%.

2. Varibel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah adhesi P. gingivalis pada neutrofil.
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3. Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah :

a.

Kriteria subyek yang diambil darahnya

Penelitian ini menggunakan sampel berupa isolat neutrofil yang diambil

dari darah subyek yaitu orang sehat dengan kriteria laki-laki dewasa, tidak

memiliki riwayat penyakit sistemik, kelainan darah, dan kebiasaan
merokok, serta bersedia mengisi informed consent sebagai tanda
persetujuan bahwa darah yang diambil akan dijadikan sampel penelitian

(Rakhmawati, 2012)

Teknik isolasi neutrofil menggunakan gradient density dengan ficoll

hypaque centrifugation,

Suspensi P. gingivalis yang digunakan adalah strain ATCC 33277 dengan

konsentrasi 0,5 Mc. Farland.

Kriteria daun wungu

Kriteria daun wungu yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah:

1) Daun wungu yang digunakan merupakan spesies Gratophyllum pictum
(L.) Griff yang telah dilakukan identifikasi.

2) Daun wungu dengan kondisi segardan bebas kontaminasi hama (daun
tidak berlubang).

3) Daun ungu yang digunakan tidak terlalu tua dan tidak terlalu muda,
yaitu daun pada urutan ke-4 sampai dengan urutan ke-6 dari pucuk.

4) Daun dipetik pada waktu yang sama, yaitu pada waktu sore hari antara
pukul 15.00 sampai 16.00, merupakan waktu yang tepat karena proses
fotosintesis sudah selesai.

5) Daun wungu diambil dari lahan yang sama yaitu lahan Wahana
Edukasi Tanaman Obat Universitas Jember.

3.5 Definisi Operasional

1. Ekstrak daun wungu

Ekstrak daun wungu merupakan daun wungu yang diekstraksi menggunakan

metode maserasi dengan etanol 96% sebagai pelarut. Ekstrak daun wungu
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yang digunakan adalah konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25%.

2. Neutrofil
Neutrofil merupakan leukosit granular matur polimorfonuklear yang memiliki
inti hingga lima lobus, sitoplasma berwarna merah muda pucat yang
mengandung banyak granula berwarna ungu, berukuran sekitar 14 pum dan
berbentuk bulat. Neutrofil diambil dari darah vena perifer orang sehat (tidak
memiliki kelainan sistemik). Isolasi neutrofil dilakukan dengan teknik
gradient density menggunakan Histopaque-1119 dan Limphoprep 1077. Hasil
isolasi neutrofil dapat dilihat menggunakan mikroskop inverted dengan
perbesaran 400x.

3. Porphyromonas gingivalis
P. gingivalis merupakan bakteri anaerob Gram negatif. Bakteri ini berbentuk
coccobacili dengan panjang 0,5-2 um P. gingivalis yang digunakan pada
penelitian ini adalah strain ATCC 33277 yang diperoleh dari Laboratorium
Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember dengan densitas
0,5 Mc. Farland.

4. Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil
Adhesi P. gingivalis pada neutrofil yaitu perlekatan P. gingivalis pada
neutrofil yang diukur menggunakan indeks adhesi. Indeks adhesi yaitu
banyaknya jumlah bakteri yang melekat per neutrofil. Perhitungan indeks

adhesi dilakukan di bawah mikroskop inverted dengan perbesaran 1000x.

3.6 Sampel Penelitian
3.6.1 Jumlah Sampel
Jumlah sampel yang digunakan untuk tiap kelompok dalam penelitian ini
dihitung dengan menggunakan rumus dari Daniel (2005), yaitu:
72 52

d2
Keterangan:
n = besar sampel tiap kelompok
o = standart deviasi sampel
d = kesalahan yang masih dapat ditolelir, diasumsikan ¢ = d
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z = nilai pada tingkat kesalahan tertentu, jika o = 0,05 maka z = 1,96
Perhitungannya adalah sebagai berikut:

22 62

d2
(1,96) %62
42

= (1,96) 2
= 3,84
=4

Berdasarkan hasil perhitungan di atas, diperoleh jumlah sampel minimal yang

digunakan dalam penelitian ini adalah 4 sampel untuk setiap kelompok.

3.6.2 Penggolongan Sampel Penelitian
Sampel digolongkan dalam 5 kelompok yaitu :

a. Kelompok kontrol yaitu isolat neutrofil yang dipapar bakteri P. gingivalis dan
tidak diinkubasi ekstrak daun wungu.

b. Kelompok EDW3,12% yaitu isolat neutrofil yang dipapar bakteri P. gingivalis
dan diinkubasi ekstrak daun wungu dengan konsentrasi 3,12%.

c. Kelompok EDW6,25% vyaitu isolat neutrofil yang dipapar bakteri P. gingivalis
dan diinkubasi ekstrak daun wungu dengan konsentrasi 6,25%.

d. Kelompok EDW12,5% vyaitu isolat neutrofil yang dipapar bakteri P. gingivalis
dan diinkubasi ekstrak daun wungu dengan konsentrasi 12,5%.

e. Kelompok EDW25% vyaitu isolat neutrofil yang dipapar bakteri P. gingivalis
dan diinkubasi ekstrak daun wungu dengan konsentrasi 25%.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah : tabung reaksi, becker

glass, tabung elenmeyer, centrifuge, torniquet, syringe 10 ml, kaca obyek, cover
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glass, mikroskop inverted, rak objek glass, haemocytometer, oven, autoclave,
pipet mikro, tabung falcon, disposable syringe, laminar flow cabinet, neraca
analitik, petridish, rotary evaporator, blender, densicheck, masker, handscoon,
tabung heparin, microplate 12 well, tabung falcon, shaker inkubator (LabTech,

Korea), yellow tip, blue tip.

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : daun wungu (Wahana
Edukasi Tanaman Obat Universitas Jember) , histopaque 1119, limphoprep 1077,
pewarna giemsa, aquades steril, darah vena perifer, P. gingivalis strain ATCC
33277 (Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas
Jember), alkohol 70%, penicillin-streptomycin solution stabilized, hank’s balance
salt solution (HBSS), etanol 96%, metanol absolut, brain heart infusion agar
(BHI-A), brain heart infusion broth (BHI-B), minyak emersi, roswell park
memorial institute (RPMI), medium complete (m199), fungizone, hemin, vitamin

K, kertas saring, disposable syringe, 5% CO> (Gas Generating Kit; Oxoid, UK).

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1 Persiapan

a. Perizinan Ethical Clearance (EC)
Sebelum dilaksanakan penelitian diajukan perizinan Ethical Clearance (EC)
ke Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember dan telah memenuhi syarat kelayakan oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember berdasarkan surat
No. 035/UN25.8/KEPK /DL/2018 (Lampiran A).

b. Identifikasi daun wungu
Daun wungu yang akan digunakan terlebih dahulu dilakukan identifikasi.
Uji identifikasi dilakukan di UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya

Purwodadi-Pasuruan (Lampiran B).
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c. Pembuatan subkultur dan uji identifikasi Porphyromonas gingivalis
P. gingivalis yang digunakan pada penelitian ini adalah strain ATCC 33277.
Pertama-tama dilakukan pembuatan media padat BHI-A dengan cara 0,37
gram BHI-A dan 10 cc aquadest dicampur dalam tabung erlemeyer
kemudian diaduk hingga homogen. Setelah homogen, tabung ditutup kapas
lalu disterilkan pada autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Selanjutnya ditambahkan dengan 1 pl vitamin K, 5 pl hemin, dan 50 pl
ekstrak yeast lalu dihomogenkan. Dilakukan uji sterilisasi media BHI-A
dengan cara dimasukkan ke dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24
jam. Media BHI-A dianggap telah steril jika tidak terkontaminasi jamur dan
bakteri serta berwarna jernih, dituangkan pada petridish tidak bersekat lalu
ditunggu sampai padat. Selanjutnya, P. gingivalis ditanam pada media
tersebut, dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2x24 jam, kemudian
koloni P. gingivalis dipanen (Pratiwi dkk., 2015). Setelah itu dilanjutkan
untuk membuat sediaan hapusan bakteri dan dilakukan pewarnaan Gram.
Kemudian dikirim ke Laboratorium Mikrobiologi Bagian Biomedik Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk dilakukan identifikasi P.

gingivalis (Lampiran D).

3.8.2 Pembuatan Ekstrak Daun Wungu

Pembuatan ekstrak daun wungu dengan metode maserasi dilaksanakan di
Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember. Daun
wungu segar sebanyak 700 gr dicuci hingga bersih dan ditiriskan. Lalu daun diiris
kecil-kecil dan ditimbang dengan timbangan. Setelah itu dilakukan pengeringan
daun wungu untuk menghilangkan kadar air dengan cara diangin-anginkan dalam
ruangan yang tidak terpapar matahari secara langsung. Daun wungu tersebut
kemudian dioven dengan suhu 50°C selama 12 jam untuk menghilangkan kadar
air yang masih ada. Suhu pengeringan harus memenuhi standar yaitu tidak boleh
lebih dari 50°C selama 3 jam sehingga didapatkan berat kering. Jika daun sudah
kering, daun dihaluskan hingga menjadi simplisia dan didapatkan berat 200 gr.

Simplisia tersebut direndam dalam toples kaca dengan pelarut etanol 96% selama
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+ 3 hari. Pengadukan rendaman tersebut dilakukan sebanyak dua kali, yaitu pada
pagi hari dan sore hari. Setelah tiga hari, disaring dengan menggunakan kertas
saring. Hasil saringan merupakan ekstrak cair. Ekstrak cair tersebut diuapkan
sampai bebas dari pelarut etanol dengan menggunakan vakum evaporator (rotary
evaporator) pada suhu 45-50°C selama 45 menit hingga ekstrak menjadi kental
dengan konsentrasi 100%. Kemudian dilakukan penghitungan rendemen eksrak

daun wungu dengan rumus sebagai berikut:

Berat ekstrak (g)
Rendemen = . S x 100%
Berat simplisia (g)
362,8 ¢
Rendemen= ——  x 100%
200 g
= 18.14%

Jadi, konsentrasi 100% didapat dari hasil rendemen ekstrak daun wungu sebesar
18,14% (Lampiran C).

3.8.3 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Daun Wungu
Rumus pengenceran yang digunakan untuk mendapatkan berbagai
konsentrasi adalah (Permadani dkk., 2015):

N1xV1=N2xV2

Keterangan:

N1 = Nilai konsentrasi awal
V1 = Volume awal

N2 = Nilai konsentrasi akhir
V2 = Volume akhir

Adapun cara pengencerannya yaitu:
a. Ekstrak daun wungu 3,12% sebanyak 4 ml diperoleh dari perhitungan
dengan rumus sebagai berikut:
100% x V1 =3,12% x4
V1 =3,12 x4
100
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V1 =0,12 ml
Jadi ekstrak daun wungu 100% harus diencerkan dengan menambahkan 3,8
ml akuades steril ke dalam 0,12 ml ekstrak daun wungu 100%.
b. Ekstrak daun wungu 6,25% sebanyak 4 ml diperoleh dari perhitungan
dengan rumus sebagai berikut:
100% x V1 =6,25% x4

V1 = 6,25 x4
100
V1 = 0,25 ml

Jadi ekstrak daun wungu 100% harus diencerkan dengan menambahkan 3,75
ml akuades steril ke dalam 0,25 ml ekstrak daun wungu 100%.
c. Ekstrak daun wungu 12,5% sebanyak 4 ml diperoleh dari perhitungan
dengan rumus sebagai berikut:
100% x V1 =12,5% x4

V1 = 12,5x4
100
V1 = 0,5ml

Jadi ekstrak daun wungu 100% harus diencerkan dengan menambahkan 3,5
ml akuades steril ke dalam 0,5 ml ekstrak daun wungu 100%.
d. Ekstrak daun wungu 25% sebanyak 4 ml diperoleh dari perhitungan dengan
rumus sebagai berikut:
100% x V1 =25% x4

V1 = 25x4
100
V1 = 1ml

Jadi ekstrak daun wungu 100% harus diencerkan dengan menambahkan 3 ml

akuades steril ke dalam 1 ml ekstrak daun wungu 100%.

3.8.4 Pembuatan Suspensi Porphyromonas gingivalis
Sebelum dilakukan pembuatan suspensi, disiapkan media cair BHI-B
dengan cara 0,37 gram BHI-B dan 10 cc aquades dihomogenkan pada tabung
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erlenmeyer, lalu ditutup dengan kapas dan disterilkan pada autoclave pada suhu
121°C selama 15 menit. BHI-B yang sudah steril ditambah 1 pl vitamin K, 5 pl
hemin dan 50 plekstrak yeast, kemudian dihomogenkan. Dilakukan uji sterilisasi
media BHI-B dengan cara dimasukkan ke dalam inkubator dengan suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah steril, dibuat suspensi P. gingivalis dengan cara
memasukkan 2 ml suspensi BHI-B ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1
ose P. gingivalis lalu dicampur. Perlakuan ini dilakukan dengan melewatkannya
diatas bunsen yang sedang menyala. Suspensi lalu diukur dengan densicheck
hingga didapatkan densitas 0,5 Mc. Farland atau sebanding dengan jumlah
bakteri 3x10° (CLSI, 2015). Setelah itu, suspensi diinkubasi dalam inkubator
selama 2x24 jam pada suhu 37°C (Pratiwi dkk., 2015).

3.8.5 Isolasi Neutrofil

Subyek diambil darahnya sebanyak 6 cc dari vena perifer menggunakan
disposable syringe, dan dicampur dengan antikoagulan (heparin) dalam tabung
EDTA. Darah tersebut dibagi menjadi dua tabung dengan jumlah masing-masing
3 cc. Menyiapkan 3 ml larutan histopaque 1119 dalam tabung falcon, lalu
ditambahkan 3 ml larutan limphoprep 1077 dengan cara dialirkan melalui dinding
falcon dengan sudut miring 45°. Darah dimasukkan ke dalam tabung falcon
secara hati-hati agar larutan ficoll tidak pecah. Sentrifugasi dengan kecepatan
900g selama 30 menit pada suhu 18°-26°C, sehingga akan terbentuk 6 lapisan
dalam tabung falcon yang tersusun dari bagian atas ke bawah adalah plasma,
mononuklear, larutan limphoprep, PMN, larutan histopaque, dan eritrosit.
Lapisan granulosit diambil untuk mendapatkan sel neutrofil, lalu dimasukkan
kedalam tabung falcon lain. Lapisan PMN tersebut ditambahkan HBSS dengan
perbandingan 1:2, dan dilakukan pipetting secara hati-hati sampai homogen.
Sentrifugasi dengan kecepatan 600g selama 10 menit pada suhu 18°-26°C.
Setelah disentrifugasi, akan terbentuk endapan pada dasar tabung falcon. Lapisan
yang ada di bagian atas dibuang, sementara endapan yang tersisa ditambahkan
HBSS dengan perbandingan 1:1, kemudian dilakukan pipetting sampai homogen
secara hati-hati. Ditambahkan antijamur yaitu fungizone sebanyak 5 pl dan
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antibakteri yaitu penicillin-streptomycinsolution stabilised sebanyak 20 pl untuk
1000 pl larutan media sel agar terhindar dari kontaminasi mikroorganisme, lalu
dilakukan pipetting. Mengambil 50 pl larutan tersebut, kemudian diamati
menggunakan mikroskop inverted perbesaran 400 kali. Dilakukan pengamatan
untuk melihat populasi sel setiap lapang pandang. Apabila populasi sel masih
terlalu padat, maka ditambahkan lagi HBSS sampai didapatkan populasi sel yang
diinginkan (Pratiwi dkk., 2015).

3.8.6 Uji Indeks Adhesi

Pertama-tama disiapkan 2 buah microplate 12 well, dan coverslip
sebanyak 20 sampel yang telah steril. Masing-masing coverslip tersebut
diletakkan dalam microplate dan diberi tanda sesuai kelompok. Suspensi neutrofil
ditapiskan diatas setiap coverslip, masing-masing sebanyak 100 pl dan diinkubasi
dalam shaker incubator selama 20 menit pada suhu 37°C dengan tujuan untuk
melekatkan neutrofil pada coverslip. Setelah itu, neutrofil diresuspensi dengan
1000 pl RPMI dengan cara dialirkan melalui dinding microplate dan
ditambahkan penicillin-streptomycin sebanyak 20 pl dan fungizone sebanyak 5
pl, kemudian dilakukan pipetting. Neutrofil diinkubasi selama 30 menit pada
suhu 37°C, hingga neutrofil semakin melekat pada coverslip. Selanjutnya larutan
RPMI diambil, lalu digantikan dengan media complete (M199) sebanyak 1000 pl,
kemudin diamati menggunakan mikroskop inverted perbesaran 400 kali untuk
mengetahui adanya kontaminasi oleh mikroorganisme. Apabila terdapat
kontaminasi, maka ditambahkan lagi penicillin-streptomycin sebanyak 20 ul dan
fungizone sebanyak 5 pl pada sampel tersebut dan dilakukan pipetting. Namun
apabila sudah tidak ada kontaminasi, ditambahkan ekstrak daun wungu dengan
konsentrasi 3,12%, 6,25%, 12,5% dan 25% yang sudah difiltrasi ke dalam
masing-masing pada 4 sampel sebanyak 200 ul, sementara pada kelompok
kontrol tidak diberi ekstrak. Kemudian diinkubasi selama 3 jam pada suhu 37°C
dan 5% CO., dengan pengamatan setiap jamnya untuk melihat penyerapan
ekstrak pada neutrofil. Setelah diinkubasi, media dibuang, digantikan M199
sebanyak 1000 pl. Pada masing-masing sampel ditambahkan 200 pl P.
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gingivalis. Inkubasi selama 8 jam pada suhu 37°C dan 5% CO2, dengan diamati
perubahan setiap jamnya. Setelah diinkubasi selama 8 jam, suspensi media
dibuang dengan diambil menggunakan mikropipet. Setelah dicuci dengan HBSS
sebanyak 1 kali, suspense difiksasi dengan methanol absolut selama 3 menit.
Setelah 3 menit, metanol dibuang menggunakan mikropipet. Terakhir,
dikeringkan dengan posisi miring. Selanjutnya dilakukan pengecatan dengan
Giemsa. Giemsa dimasukkan ke dalam masing-masing sampel, dan dibiarkan
selama 7 menit. Selanjutnya, cat Giemsa dibuang, dan dibilas dengan air
mengalir. Setelah kering, dilakukan pengamatan dengan mikroskop inverted
perbesaran 1000x untuk dilakukan penghitungan indeks adhesi (Pratiwi dkk.,
2015).

3.8.7 Penghitungan Indeks Adhesi

Penghitungan indeks adhesi dilakukan dengan cara menghitung jumlah P.
gingivalis yang melekat per neutrofil kemudian dibagi dengan jumlah total
neutrofil yang dihitung yaitu 100. Penghitungan dilakukan oleh tiga orang
pengamat. Hal ini dilakukan pada semua sampel dan dilakukan pada 3-4 lapang
pandang hingga didapatkan jumlah 100 neutrofil. Penghitungan indeks adhesi
dilakukan dengan rumus sebagai berikut:

jumlah P. gingivalis yang melekat per neutrofil

LSOl = 100 neutrofil

(Mubarokah dkk., 2009)

3.9 Analisis Data

Analisis data yang pertama kali dilakukan yaitu uji normalitas data
menggunakan uji Shapiro-Wilk serta uji homogenitas data menggunakan uji
Levene dengan nilai signifikansi (p) lebih dari 0,05 yang menunjukkan data
berdistribusi normal dan homogen. Selanjutnya dilakukan uji statistik parametrik,
yaitu one way anova yang bertujuan untuk mengetahui adanya perbedaan antar

kelompok dan uji least significance different (LSD) untuk mengetahui kelompok
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mana yang memiliki perbedaan dengan menggunakan tingkat kemaknaan atau
signifikansi 95% (a=0,05).

3.10 Alur Penelitian

Darah vena perifer

!
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A\ 4

A

A

Kelompok

kontrol
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Analisis data

Gambar 3.1 Alur penelitian
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Lampiran B. Surat keterangan identifikasi daun wungu

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES) 9

BALAI KONSERVASI TUMBUHAN \ vV
KEBUN RAYA PURWODADI T
J1. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi - Pasuruan 67163 Pl o
Telp. (+62 343) 615033, Faks. (+62 341) 426046
LI PI website : http://www.krpurwodadi.lipi.go.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: (o5 /IPH.06/HM/1/2018

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama . Grace Valencia Handoko

NIM © 141610101066

Instansi . Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.
Tanggal material : 9 Januari 2018

diterima

Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta
referensi ilmiah, dengan I1351l sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass : Asteridae

Ordo : Scrophulariales

Family : Acanthaceae

Genus . Graptophyllum

Species . Graptophyllum pictum (L.) Griff.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965. Flora of Java Vol.Il. NVP
Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 579
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XVII
3. Heyne K. 1987, Tumbuhan Berguna Indonesia Hal. 1756
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 16 Januari 2018
An. Kepala
Kepala Seksi Eksplorasi dan Koleksi Tumbuhan

L?Frg qﬁ harta, MSc., PhD.
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Lampiran C. Surat keterangan hasil ekstraksi daun wungu

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI

UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS FARMASI

JI. Kalimantan 1/2 Kampus Tegal Boto. Telp./ Fax. (0331) 324736 Jember 68121

SURAT KETERANGAN PEMBUATAN EKSTRAK

Data pemohon

Nama

NIM

Fakultas
Bahan
Pelarut Pengekstraksi
Metode ekstraksi

Prosedur

Hasil

Tanggal pembuatan

: Grace Valencia Handoko

: 141610101066

: Kedokteran Gigi Universitas Jember

: Daun Wungu (Graptophyllum Pictum L. Griff)
: Etanol 96%

: Maserasi

: Serbuk daun wungu (Graptophyllum Pictum L. Griff) 200 gram dimaserasi

dengan etanol 96% sebanyak 7,5 kali berat serbuk selama 3 hari. Maserat

dipekatkan dengan rotary evaporator.

: Ekstrak etanol daun wungu dengan rendemen 18,14% (b/b)

: 6 November 2017

Jember, 23 November 2017

Ketua Bagian Biologi Farmasi,

o

Indah Yulia Ningsih, S.Farm., M.Sc., Apt.
NIP. 198407122008122002
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Lampiran

D. Surat keterangan uji identifikasi dan gambaran

Porphyromonas gingivalis

LABORATORIUM MIKROBIOLOGI
BAGIAN BIOMEDIK KEDOKTERAN GIGI
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
UNIVERSITAS JEMBER

SURAT KETERANGAN
No. 0135 /MIKRO / S.KET /2018

Sehubungan dengan keperluan identifikasi mikroorganisme, maka kami menerangkan

bahwa mahasiswa berikut :

Nama : Grace Valencia Handoko
NIM : 141610101066

Fakultas : Kedokteran Gigi
Keperluan : Penelitian Skripsi

Telah melakukan uji identifikasi terhadap isolat bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC
33277 murni dengan menggunakan pengecatan Gram dan diamati secara mikroskopis

menunjukkan hasil cocco-bacillus, Gram negatif dan tidak terkontaminasi.

Jember, 2018
Mengetahui, )
Kepala Bagian B Oénedik Kedokteran Gigi *I/’enanggung Jawab Lab. Mikrobiologi
Ve
o 7Y _2/
(drg. Amandiy Dewi Shita, M.Biomed) (drg. Pufiana Endah Lestari. M.Kes)

NIP. 198006032006042002 NIP. 197608092005012002)
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mikroskopis
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Gambar D.1
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Hasil identifikasi bakteri Porphyromonas gingivalis dengan mikroskop
inverted. Tanda panah menunjukkan sel bewarna merah dan berbentuk batang
(pewarnaan gram, perbesaran 400x).
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Lampiran E. Informed consent

Surat Persetujuan (/nformed Consent)

Saya yang bertanda tangan dibawah ini:
Nama : Noe . @Um \\'Fat\
Umur 21 4anon

Jenis kelamin : Lag _ \axi

Alamat : N\a“.r‘? 1 to.o

Menyatakan dengan sesungguhnya, tanpa ada paksaan dari pihak lain, bersedia menjadi
subyek penelitian dari:

Nama : Grace Valencia Handoko

Nim : 141610101066

Fakultas : Kedokteran Gigi Universitas Jember
Alamat :J1. Jawa IID No. 14, Sumbersari - Jember

Dengan judul “Daya Hambat Ekstrak Daun Wungu (Graptophyllum Pictum (L.) Griff)
Terhadap Adhesi Bakteri Porphyromonas gingivalis pada Neutrofil” dan saya juga bersedia
menanggung segala resiko yang mungkin terjadi dengan catatan apabila tindakan tersebut
terbukti tidak menyalahi prosedur yang telah ditetapkan.

Adapun keterangan mengenai prosedur pelaksanaan, persiapan tindakan dan lain-lain
telah diberikan oleh peneliti.

Demikian surat pernyataam ini saya buat.

Jember, 8 Februari 2018

Saksi Yang Membuat Pernyataan,

( Araa  Nor Pahm;L ) ( Nor &um \r?a(\ )
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Lampiran F. Foto alat dan bahan penelitian

1. Pembuatan ekstrak daun wungu

Keterangan: a) daun wungu; b) neraca digital; ¢) blender; d) etanol 96%; e) rotary evaporator.

2. Pembuatan suspensi Porphyromonas gingivalis

Keterangan: a) inkubator; b) autoclave; c) densicheck; d) BHI-A; e) BHI-B; f) aquadest steril; g)
hemin; h) vitamin K.
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3. Uji adhesi

R e
T
U

Keterangan: a) masker dan handscoon; b) disposable syringe; c) tabung heparin; d) tourniquet; e)
alkohol 70%; f) tabung falcon; g) microplate 12 well; h) micropippet; i) laminar flow; j)
shaker incubator; k) mikroskop inverted; I) metanol absolut; m) pewarna Giemsa
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Keterangan: n) HBSS; o) fungizone; p) entellon; q) RPMI; r) M199; s) ekstrak daun wungu; t)
limphoprep; u) blue tip; v) yellow tip; w) histopaque.
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Lampiran G. Foto prosedur penelitian

Keterangan:

a) Pengukuran densitas P. gingivalis dengan densicheck
b) Proses maserasi ekstrak daun wungu

C) Proses evaporasi ekstrak daun wungu

d) Pengambilan darah subyek

e) Proses sentrifugasi darah subyek

f) lIsolasi neutrofil

g) Proses penambahan media

h) Proses inkubasi

i) Proses pewarnaan Giemsa

56
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Lampiran H. Hasil uji adhesi

1. Kelompok kontrol
Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil (panah kuning) pada kelompok
kontrol dengan pengecatan Giemsa dan perbesaran 1000x menggunakan mikroskop

inverted.

o

diagn !ajo'ﬁeihg’ ﬁéndaﬁgz’
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2. Kelompok EDW 3,12%
Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil (panah kuning) pada kelompok EDW
3,12% dengan pengecatan Giemsa dan perbesaran 1000x menggunakan mikroskop

inverted.

== —

Sediaan lapang pandang 1 Sediaan lapang pandang 2

—

Sediaan lapangipandang 3
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3. Kelompok EDW 6,25%
Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil (panah kuning) pada kelompok EDW
6,25% dengan pengecatan Giemsa dan perbesaran 1000x menggunakan mikroskop

inverted.

Sediaaniapang pandang ; Sediaan lapang pandang 2

Sediaan Ig )
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4. Kelompok EDW 12,5%
Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil (panah kuning) pada kelompok EDW
12,5% dengan pengecatan Giemsa dan perbesaran 1000x menggunakan mikroskop

inverted.

t

Sediaan lapang pandang 1 Sediaan lapang pandang 2

Sediaan lﬁbang pandang 3
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5. Kelompok EDW25%
Adhesi Porphyromonas gingivalis pada neutrofil (panah kuning) pada kelompok EDW
25% dengan pengecatan Giemsa dan perbesaran 1000x menggunakan mikroskop

inverted.

Sediaan lapang pandang 1 Sediaan lapang pandang 2

Sediaan lapang pandang 3
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Lampiran I. Hasil penghitungan adhesi P. gingivalis pada neutrofil

isolat neutrofil + P. gingivalis

1. Kelompok kontrol

o
|l |v|lo|wv|o|w|w|o|wo]|®©
o o|lolvw]/olw|w]|o|[w|w|w©
o w|lwvw|lo|lwv| |lo|w|oO|< |1
~ || w|lo|lw|ts|w|w|x|3|<
© |lo|dg|d|o|lo|s||oO0|x|©
m
| w |wlols ||| 0|0 ]|©0 |0
L
|l < |d|d|w|s|w|lo|]o|o|w|<
| m |o|lojo|w|w|w|t | |w|wW
P N~
~ | o
o | <
N |t |o|lo|lo|w|o|w|s|w o | |T
A |Lb|lbwlg|g| |0 |L|[L|<]|© 8
<
T
I
°
||| s|w|lo|~|lo|o|S|& |
5
o |2
= | =
o
S |lo|l~|lo|lo|~|x|o0|w]| x| ©
o |o|lo|w|~[o|[~[w|lo]wo]|<
o |©o|lo|low|lo|lo|lo|x|~]|wW|WL
~ Ll |w|x|o|~|0]|w©]|©
o |||t |w|o|x|o|~]w©]|~
<
J|w|o|s |t |t |w|o|o©|0|<|®
L
Aol v | |w|lw|~|lo|~|W|W]|0|W0
<| o |t|lo|bw|o|o|lo|x|0|©]|w©
Y N
IR
i)
N[ ~|lo|lo|lo|t|o|S|o|wo|<x 0[P
" |~|lo|lo|lo|g|o|xd|o|w]|< 3
c
-
I
°
d|lN|o|g|w|lo|~|o|o|S |6 |
5|2
= | =

o
S lg|~|lo|lo|lo|~|w|Ww]|wO]|<
o b o[ w|w|[w|[o|wo |||~
o |o|o|x|o|<x|~|©|o|< |
~ | w|st|~|<v|o0|o|w|w]|w©o]|w©
o |g|~lo|l~|~|< | |w|~]<
(&)
v |t|o|t|o|w|s|o|w|< |0
L
Al <+ |w|w|lo|lvw]|o|w|s|~]|o|®©
<| ®|o|w|o|w|o|w|w|w©|o|«
5 ©
0[O
)
N gt |w|lo|t|o|~|w|w|o|©B|P
" |lo|lst|x|o|<|©0|0|w|w|w 8
<
5
<
°
A |lN|m|s|w|lo|~|lo|lo |9 |E|l®
8
o |2
= | =
o
S |o|w|lo|lo|o|lo|~|<|<|w
o |t|lo|w|~|~[w|lo|w ||«
o |t |w|lo|o|x |t |©]|0]|<
~|lo|~|lo|ow|o|o|~|oO]|~]|<
© |t|o|gd | |w|~|0|~]w©]|®
O
Jlw | ~jlo|w s | |o|o|~|T |0
L
A|l < |o|v|o|w|~|lo|w|ow|wo]|WL
<| m|ojw|s|w|o|w|w|o|w|o]|,
w 48
o[
N ot |s|ojo|t|o|w|s|<s]| P
— |o|lw|w|lo|~|t|O|wL]|<|< 3
<
5
I
°
d|lN|o|lt|w|lo|~|o|o|8|E|
8
S |2
= | =



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

63

2. Kelompok EDW3,12% = isolat neutrofil + ekstrak daun wungu 3,12% + P. gingivalis
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3. Kelompok EDWS6,25% = isolat neutrofil + ekstrak daun wungu 6,25% + P. gingivalis
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4. Kelompok EDW12,5% = isolat neutrofil + ekstrak daun wungu 12,5% + P. gingivalis
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5. Kelompok EDW25% = isolat neutrofil + ekstrak daun wungu 25% + P. gingivalis
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Nilai indeks adhesi per sampel dan kelompok
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Kelompok Indeks adhesi per sampel Jumlah Rata-rata indeks
1 2 3 4 adhesi per
kelompok

Kelompok 5,52 4,97 5,48 5,58 21,55 5,38

kontrol

Kelompok 3,18 5,44 5,24 5,82 19,68 4,92

EDWS3,12%

Kelompok 5,05 4,56 4,24 4,77 9,08 4,65

EDWS6,25%

Kelompok 5,24 4,27 4,91 By i 18,19 4,54

EDW12,5%

Kelompok 2,40 2,70 3,30 1,78 10,18 2,54

EDW25%
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Lampiran J. Analisis data penelitian

1. Deskriptif data penelitian

Descriptive Statistics

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation | Variance
Kontrol 4 4.97 5.58 5.3875 .28135 .079
3,125% 4 3.18 5.82 4.9200 1.18468 1.403
6,25% 4 4.24 5.05 4.6550 .34181 117
12,5% 4 3.77 5.24 4.5475 .65637 431
25% 4 1.78 3.30 2.5450 .63253 .400]
Valid N (listwise) 4
2. Hasil Uji normalitas dengan Shapiro-Wilk
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
Kontrol .379 4 764 4 .052
3,125% .356 4 811 4 123
6,25% 141 4 .999 4 .996
12,5% .210 4 .965 4 .810]
25% .159 4 .998 4 .994
a. Lilliefors Significance Correction
3. Hasil uji homogenitas dengan Levene
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.207 15 117
4. Hasil uji parametrik dengan one way anova
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 19.091 4 4773 9.819 .000
Within Groups 7.291 15 486
Total 26.382 19
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5. Hasil uji LSD (Least Significant Differences)

Multiple Comparisons

0 ) Mean Difference 95% Confidence Interval
Kelompok Kelompok (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kontrol  3.12% 46750 49299 .358 -.5833 1.5183
6.25% .73250 49299 .158 -.3183 1.7833
12.5% .84000 49299 .109 -.2108 1.8908]
25% 2.84250" 49299 .000 1.7917 3.8933
3.12% Kontrol -.46750 49299 .358 -1.5183 .5833
6.25% .26500 49299 .599 -.7858 1.3158]
12.5% .37250 49299 462 -.6783 1.4233
25% 2.37500" 49299 .000 1.3242 3.4258
6.25% Kontrol -.73250 49299 .158 -1.7833 .3183
3.12% -.26500 49299 .599 -1.3158 .7858]
12.5% .10750 49299 .830 -.9433 1.1583
25% 2.11000" 49299 .001 1.0592 3.1608]
12.5% Kontrol -.84000 49299 .109 -1.8908 .2108I
3.12% -.37250 49299 462 -1.4233 .6783
6.25% -.10750 49299 .830 -1.1583 .9433
25% 2.00250" 49299 .001 9517 3.0533
25% Kontrol -2.84250" 49299 .000 -3.8933 -1.7917
3.12% -2.37500" 49299 .000 -3.4258 -1.3242
6.25% -2.11000" 49299 .001 -3.1608 -1.0592
12.5% -2.00250" 49299 .001 -3.0533 -.9517

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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