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ABSTRACT

Background: Periodontitis is one of periodontal disease, which is an infection or
inflammation of the periodontal tissues. Periodontitis patients exhibit risk of the number of fibrinogen
circulation. Enhacement of fibrinogen levels is associated with systemic inflammation. The
enhancement in blood eases erythrocytes and platelets aggregation. This condition was suspected
that inflamation accompanied the erythrocyte sedimentation rate and platelet aggregation.
Objective: To identify platelet aggregation level and erythrocyte sedimentation rate in periodontitis
rat models. Materials and Methods: The animal models were divided into 4 groups: control group, Pl
group with treatment for 14 days, P2 group for 21 days of treatment and P3 group for 28 days of
freatment. Animal models were freated with Porphyromonas gingivalis injection and wire ligature at
the left lower jaw in order to experience periodontitis. Platelet aggregation was observed by
spectrophofometric and microscopic methods, while erythrocyte sedimentation rate used westegren
method. Results and conclusions: There was significant increase the number of platelet aggregation
and erythrocyte sedimentation rate (ESR) in periodontitis rat models.

Keywords: erythrocyte sedimentation rate, fibrinogen, platelet aggregation, periodontitis, systemic
inflammation

Pendahuluan

Penyakit periodontal
merupakan penyakit rongga mulut
dengan prevalensi tinggi di dunia.
Menurut WHO tahun 2006, prevalensi
penyakit periodontal lebih dari 75%.
Salah satu penyakit periodontal

adalah periodontitis yang
merupakan infeksi atau peradangan
pada jaringan periodonftal.

Peridontitis juga merupakan penyakit
multifaktorial, akan tetapi penyebab
utamanya adalah koloni bakteri
patogen  seperti  Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis). P. gingivalis
banyak ditemukan dalam plak gigi
dan bakteri tersebut menyebabkan
perubahan patologik jaringan
periodontal dengan pengaktifan
respons imun dan inflamatori host,
dan secara langsung

mempengaruhi sel-sel periodonsium.
Salah  satu  produk P.gingivalis,
adalah lipopolisakarida yang dapat
masuk ke dalam jaringanperiodontal

kemudian menyebabkan
periodontitis  sehingga merusak
pembuluhdarah dengan
mempengaruhi sel endotel,
metabolisme lemak, dan

peningkatanjumlah fibrinogen.!
Orang dengan periodontitis
berisiko mengalami  peningkatan
jumlah fibrinogen yang beredar
dalam  darahnya. Peningkatan
kadar fibrinogen sering dihubungkan
dengan inflamasi sistemik. Fibrinogen
memiliki  fungsi  penting, yaitu
membentuk bekuan darah pada
proses koagulasi. Selain itu fibrinogen
juga berfungsi meningkatkan
viskositas darah, agregasi trombosit,
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laju endap darah (LED), dan adhesi
leukosit.2 Peningkatan kadar
fibrinogen dalam plasma darah
menyebabkan eritrosit dan frombosit
lebih mudah beragregasi sehingga
menjelaskan  mengapa  inflarnasi
akan disertai dengan laju endap
darah dan agregasi frombosit yang
meningkat  melalui  pemeriksaan
yang objekfif.3

Pembuluh darah yang rusak
akan menyempit dan melepaskan
endoftelin sehingga frombosit akan
beragregasi pada tempat luka dan
menarik platelet lain untuk menutup
bocoran dengan sumbatan platelet.
Agregasi frombosit merupakan suatu
proses dimana frombosit akan saling
melekat dengan frombosit lain.
Proses agregasi tfrombosit
memerlukan adenosine diphosphate
(ADP), ion kalsium, dan fibrinogen.
ADP merupakan penginduksi utama
unfuk agregasi frombosit, perubahan
benfuk  trombosit, dan  sekresi
frombosit.4

Laju endap darah (LED)
disebut juga erythrocyte
sedimentation rate  (ESR) atau
sedimentation rate (sed rate) atau
bezinking-snelheid der erythrocyten
(BSE) adalah kecepatan
pengendapan sel-sel eritrosit  di
dalam fabung berisi darah yang
telah diberi anfikoagulan dalom
waktu satu jam.5é Peningkatan nilai
LED menunjukkan suatu  proses
inflamasi dalam tubuh seseorang,
atau adanya kerusakan jaringan.s

Hubungan antara
periodontitis, agregasi trombosit dan
laju endap darah (LED) telah banyak
diteliti secara observasional. Namun,
hingga saat ini belum ada penelitian
eksperimental menggunakan hewan
coba yang telah dilakukan dan
dapat menjelaskan hubungan
sebab akibat antara periodontitis,
agregasi frombosit dan laju endap
darah (LED).Oleh karena itu peneliti
melakukan penelitian eksperimental
menggunakan hewan coba untuk

menganalisis agregasi frombosit dan
laju endap darah (LED) pada model
tikus periodontitis.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis
penelitian  eksperimen laboratoris
dengan the post test only control
group design.

Penelitian menggunakan
fikus wistar jantan yang telah
diadaptasikan selama 1 minggu

sebelum  perlakuan  dan  juga

dilakukan pengukuran berat badan.

Hewan coba dibagi menjadi 4

kelompok secara acak, dimana

tiap-tiap kelompok terdiri dari 4

(empat) ekor tikus.

1) Kelompok PO (Kontrol negatif)
merupakan kelompok yang fidak
diberi perlakuan.

2) Kelompok P1 merupakan
kelompok yang diberi perlakuan
injeksi 0,05 ml dengan konsentrasi
2x10? CFU/ml dan pemasangan
wire ligature selama 14 hari.

3) Kelompok P2 merupakan
kelompok yang diberi perlakuan
injeksi 0,05 ml dengan konsentrasi
2x109 CFU/ml dan pemasangan
wire ligature selama 21 hari.

4) Kelompok B8 merupakan
kelompok yang diberi perlakuan
injeksi 0,05 ml dengan konsentrasi
2x10? CFU/ml dan pemasangan
wire ligature selama 28 hari.

Suspensi P. gingivalis
diperoleh dari P. gingivalis ATCC

33277 yang ditanam pada TSA,

kemudian ditumbuhkan selama 14

hari pada suhu 37°C  dalam

inkubator. Baktferi disubkultur dan
diinkubasi selama 3 hari. Selanjutnya,
dipanen dengan ose plastik steril
dan dilarutkan dalam larutan salin.

Penelitian pendahuluan

menunjukkan  bahwa, konsentrasi

P.gingivalisyang digunakan  untuk

memicu periodontitis yaitu sebesar 2

x 107 CFU/ml yang sebanding

dengan 6,67 standar McFarland.

Wire ligature berukuran
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diameter 0,5 mm dipasangkan pada
servikal gigi molar kiri rahang bawah.
Pembuatan wire ligature dibentuk
menyerupai huruf U menggunakan
tang koil dilakukan dengan
pencetakan pada model rahang
tikus yang telah didekaputasi.
Pemasangan wire ligature
menggunakan pinset anatomis dan
dipasang memeluk mesial dari molar
tikus. Wire ligature ditekan kebawah
agar tepat berada di servikal gigi,
posisi akhir dari wire ligature adalah
di atas sulkus gingiva agar tidak
menyebabkan iritasi.

Tikus dipasangkan wire
ligature dan injeksiP.gingivalis pada
gigi molar pertama rahang bawah
kiri tiga kali dalam seminggu selama
14 hari, 21 hari dan 28 hari. Tikus
dipuasakan selama 10 jam sebelum
dilakukan pengambilan darah di
akhir penelitian. Tikus diambil dari
kandang dan dianastesi dengan
cara memasukkan fikus ke dalam
tabung yang berisikan kasa yang
telah dibasahi oleh chloroform
hingga fikus hilang
kesadaran.’Setelah itu, hewan
difiksasi  sedemikian rupa dan
dilakukan pembedahan forax
sampai  organ jantung terlihat.
Kemudian, darah diambil secara
infracardial menggunakan
disposible syringe sebanyak = 6 ml.
Darah yang telah diambil
dimasukkan dalam vacumtube berisi
antikoagulan EDTA.

Pemeriksaan agregasi
tfrombosit dengan metode
spektrofotometrik dan mikroskopik.
Preparasi suspensi frombosit dengan
mensentrifuse +5ml darah dengan
kecepatan 600 rpm selama 10
menit. Supernatan yang
mengandung serum dan frombosit
diambil, kemudian disentrifuse
kembali dengan kecepatan 1700
rom selama 10 menit. Pelet yang
mengandung frombosit dicuci
dengan HBSS sebanyak 2 kali. Maka
didapatkan PPP  (platelet poor

plasmal yang kemudian
disuspensikan kedalam 2,5ml HBSS.
Suspensi trombosit dituang sebanyak
Iml ke dalam cuvet spektro.
Pengukuran dengan panjang
gelombang 334 nm menggunakan
spekirofotometer dan didapat besar
densitas  optikal dengan satuan
absorben (abs). Pengamatan
mikroskopik menggunakan preparat
suspensi  trombosit  yang  dibuat
dengan menuang 10yl suspensi
trombosit pada objek glass
menggunakan pipet mikro yellow
tips. Buat hapusan dengan sekali
gerakan sehingga suspensi frombosit
terdistribusi rata pada permukaan
objek glass. Lakukan fiksasi dengan
methanol 2,5% selama 3 menit.
Terakhir lakukan pengecatan
dengan giemsa selama 10 menit
dan bilas dengan aqir mengalir.
Preparat suspensi trombosit  siap
dilakukan pemeriksaan
menggunakan mikroskop inverted
dengan perbesaran 1000x.

Pengukuran  loju  endap
darah menggunakan metode
Westegren. Prinsip dari metode ini
adalah darah vena dan
anfikoagulan tertentu dimasukkan
kedalam tabung tertentu dan
dicatat kecepatan pengendapan
dari eritrosit leukosit. Teknik
pengukuran metode ini pertamao-
tama darah vena dengan EDTA
diencerkan dengan larutan NaCl
fisiologis 0,9% dengan perbandingan
1:4 kemudian dihisap kedalam
tabung Westegen sampai tanda 0.
Lubang atas tabung ditutup dengan
jari  lalu  ditempatkan di  rak
Westegren dengan keadaan tepat
vertikal, kemudian hasil  dibaca
setelah satu jam.

Data yang diperoleh
kemudian dlakukani  uji  statistik
parametrik One Way ANOVA untuk

mengetahui ada fidaknya
perbedaan antar kelompok.
Dilanjutkan  dengan  uji  Least

Significant Difference dengan nilai
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signifikansi p<0,05 untuk
membandingkan tiap variabel
antara kelompok kontrol dengan
kelompok periodontitis.

Hasil Penelitian
Periodontitis pada Hewan Coba

Hasil penelition menunjukkan
periodonftitis pada hewan coba
yang dapat dikonfirmasi dengan
adanya resorpsi  fulang alveolar
secara horizontal. Pemeriksaan klinis
menunjukkan terjadi resorpsi alveolar
crest secara horizontal ke arah
apikalpada  rahang bawah  kiri
model tikus periodontitis (Gambar 1).
Pemeriksaan radiologis menunjukkan
adanya gambaran radiolusen pada
doerah tulong alveolar rahang
bawah kiri model tikus periodontitis
(Gambar 2).

Agregasi Trombosit
Prinsip pemeriksaan agregasi

frombosit dengan metode
spekirofotometrik ini adalah semakin
rendah nilai opfical density suspensi
frombosit maka semakin tinggi nilai
agregasi frombositnya. Hasil
pemeriksaan  agregasi  frombosit
menunjukkan rata-rata tingkat
agregasi frombosit yang lebih tinggi
pada kelompok perlakuan jika
dibandingkan kelompok konftrol.
Kelompok P2 menunjukkan
hasil pengukuran agregasi frombosit
tertinggi disusul kelompok P3 dan
kelompok P1. Hasil pemeriksaan
agregasi trombosit hewan coba
difunjukkan pada tabel 1 dan
gambar 3, sedangkan hasil
pemeriksaan  mikroskopik  pada

preparat suspensi frombosit  unfuk
mengkonfirmasi  terdapat adanya
agregat tfrombosit ditunjukkan pada
Gambar 4.

Gambar 1. Gambaran Klinis Tulang Alveolar Mandibula Kiri Hewan Coba.
Pada kelompok kontrol (A) tulang alveolar dalam keadaan normal yang ditandai dengan tulang
alveolar yang tidak mengalami resorbsi. Pada kelompok periodontitis (B) menunjukkan adanya
periodontitis yang ditandai posisi alveolar crest yang lebih ke apikal (fanda panah).

Gambar 2. Gambaran Radiografis Tulang Alveolar Mandibula Kiri Hewan Coba.
Pada kelompok kontrol (A) menunjukkan tulang alveolar dalam keadaan normal yang ditandai
dengan tulang alveolar yang tidak mengalami resorbsi. Pada kelompok periodontitis (B) terlinat

gambaran daerah radiolusen pada tulang alveolar (fanda panah) yang menunjukkan terjadinya

periodontitis.
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Gambar 3. Agregasi Trombosit
Data yang tersaji merupakan rata-rata dan simpangan baku; PO, kelompok control; P1, kelompok
perlakuan selama 14 hari; P2, kelompok perlakuan selama 21 hari; P3, kelompok perlakuan selama 28
hari

Gambar 4. Gambaran Mikroskopis Agregasi Trombosit
(perbesaran 1000x)
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Gambar 3. Laju Endap Darah
Data merupakan rata-rata dan simpangan baku; data dianlalisis dengan one way varians dan Least
significant different; PO, kelompok control; P1, kelompok perlakuan selama 14 hari; P2, kelompok
perlakuan selama 21 hari; P3, kelompok perlakuan selama 28 hari; *, terdapat perbedaan yang
bermakna antar semua kelompok; #, tidak ada beda antara P1 dan p3
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Laju Endap Darah

Prinsip pengukuran loju
endap darah dengan metode
westegren adalah semakin cepat
terjadi  pengendapan sel darah
merah seloma safu  jam maka
semakin finggi nilai laju  endap
darahnya. Hasil pemeriksaan loju
endap darah menunjukkan rata-rata
tingkat laju endap darah yang lebih
tinggi pada kelompok perlakuan
dibandingkan  kelompok  konftrol.
Kelompok P1 menunjukkan
peningkatan hasil pengukuran laju
endap darah jika dibandingkan
kelompok kontrol. Kelompok P2
menunjukkan nilai laju endap darah
tertinggi. Kelompok P3 menunjukkan
penurunan nilai laju endap darah
dibandingkan kelompok
periodontitis 2 namun tetap lebih
tinggi dibandingkan kelompok
konfrol, dan periodontitis 1. Hasil
pemeriksaan loju endap darah
kelompok konfrol dan kelompok
periodontitis ditunjukkanpada tabel
2 don gambar 5.

Haisil analisis statistik
parametrik one way anova
menunjukkan terdapat perbedaan
pada selurun kelompok penelitian.
Hasil analisis data dengan uji LSD
untuk agregasi frombosit
menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna antar
kelompok PO, P1, P2 dan P3. Hasil
analisis data dengan uji LSD untuk
agregasi  trombosit  menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan
bermakna antar seluruh kelompok,
kecuali antara kelompok P1 dan
Kelompok P3 yang perbedaannya
tidak bermakna.

Pembahasan

Pada penelifian ini terdapat
dua parameter yang diamati, yaitu
nilai agregasi frombosit dan nilai loju
endap darah sebagai variabel
terikat. Sampel darah yang
digunaokan pada penelitian ini
berasal dari model tikus periodontitis

sebagai variabel bebas. Agregasi
trombosit diamati untuk melihat ada
tidaknya peningkatan nilai agregasi
frombosit pada sampel plasma
darah model tikus periodontitis. Laju
endap darah diamati untuk melihat
ada tidaknya peningkatan nilai laju
endap darah pada sampel darah
model tikus periodontitis. Penelitian
ini  mengamati peningkatan nilai
agregasi frombosit dan laju endap
darah dari kelompok kontrol dan
tiga kelompok perlakuan yang
dibedakan berdasarkan lama
perlakuan yang diberikan pada
hewan coba. Perlakuan berupa
injeksi bakteri P. gingivalis dan
pemasangan wire ligature yang
mengakibatkan kondisi periodontfitis
dan menginduksi  kondisi inflamasi
sistemik pada hewan coba.

Kondisi  inflamasi  sistemik
pada hari  ke-14  menunjukkan
terjadinya peningkatan kadar IL-6
dalam tubuh sebagai bentuk respon
terhadap infeksi. Peningkatan kadar
IL-6 tertinggi terjadi pada hari ke-21
yang ditandai dengan terjadinya
afropi jaringan. Pada hari ke-28
terjadi penurunan kadar IL-6 yang
ditunjukkan dengan mulai
terbentuknya kolagen sebagai
tanda terjadinya proses perbaikan
jaringan.8 IL-6 merangsang sintesis
hepatik beberapa protein plasma,
khususnya fibrinogen. Peningkatan
kadar fibrinogen dapat
menyebabkan eritrosit dan tfrombosit
lebih mudah beragregasi.?

Agregasi frombosit
merupakan kemampuan frombosit
unfuk saling melekat satu dengan
yang lain dalam membentuk suatu
sumbatan.?Trombosit merupakan sel

yang fidak berinti namun
mitokondrionya mampu melepas
adenosine diphosphate

(ADP).1°ADPyang dilepaskan oleh
frombosit dapat merangsang
perlekatan antar tfrombosit. Hal ini
dikuti dengan pelepasan isi granul
yang dapat merangsang trombosit
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lain  untuk  beragregasi. Selain
ADPagen seperti epinefrin, kolagen,
fibrinogen, trombin, kompleks imun
dan foktor yang mengaktifasi
trombosit (platelet-activating factor)
dapat menginduksi agregasi
trombosit.!! Periodontitis atau infeksi
periodontal dipercaya dapat
menginduksi  terjadinya  inflmasi
sistemik.’2 Proses inflamasi sistemik
merangsang sisfem hematopoetik
terutama  sumsum  tulong  untuk
melepaskan leukosit dan trombosit
serfa  merangsang hepar untuk
meningkatkan produksi
fibrinogen.3Kadar plasma fibrinogen
merupakan  komponen  penting
dalom kaskade koagulasi darah.
Fibrinogen berpengaruh kuat
terhnadap, hemostasis, hemeorologi,
agregasi, trombosit, dan  fungsi
endotel. Sehingga merupakan salah
satu  faktor yang menentukan
viskositas dan aliran darah.'#+15Pada
kondisi inflamasi  sistemik  dalam
keadaan stabil sekalipun terdapat

peningkatan kadar petanda
inflamasi sistemik termasuk
fibrinogen.1é

Peningkatan jumlah

fibrinogen ini akan menyebabkan
peningkatan viskositas plasma dan
peningkatan  agregasi  frombosit
serta eritrosit.'”” Pada penelitian ini,
nilai agregasi trombosit terendah
terjadi pada kelompok kontrol. Hal
ini dikarenakan hewan coba pada
kelompok kontrol dalam keadaan
sehat dan fidak menderita inflamasi
sistemik. kelompok periodontitis 1
dengan lama perlakuan 14 hari
terjadi peningkatan nilai agregasi
frombosit karena kadar fibrinogen
meningkat yang diinduksi oleh IL-6
sebagai bentuk respon dari kondisi
inflamasi sistemik yang disebabkan
oleh periodontitis. Peningkaan
tertinggi nilai agregasi  frombosit
pada kelompok periodontitis 2
menunjukkan tingkat inflamasi
sistemik tertinggi terjadi pada hari
ke-21. Hal ini dikarenakan

peningkatan kadar IL-6 dan
fibrinogen tertinggi terjadi pada hari
ke-21. Terjadinya penurunan nilai
agregasi trombosit pada kelompok
periodontitis 3 diduga disebabkan
oleh kondisi inflamasi sistemik yang
menurun karena sudah memasuki
fase perbaikan dan adaptasi di hari
ke-28. Hal ini menyebabkan kadar IL-
6 dan fibrinogen dalam plasma
darah menurun sehingga tingkat
agregasi  trombosit juga menurun
tetapi tetap lebih tinggi dari
kelompok kontrol. Hasil penelitian
menunjukan  kesesuaian  dengan
penelitian sebelumnya yang telah
dilakukan oleh Ceri A.

Laju Endap Darah (LED)
adalah kecepatan mengendapnya
eritrosit dari suatu sampel darah
yang diperiksa dalam suatu  alat
tertentu yang dinyatakan dalam
mm/jam.18 Nilai LED dapat
digunakan sebagai indikasi inflamasi
dan meningkat pada berbagai
penyakit.> Nilai LED ditentukan oleh
keseimbangan faktor
prosedimentasi, terutama fibrinogen
dan beberapa faktor penghambat
sedimentasi yang disebut eritrosit
bermuatan negative (zeta
potensial). Saat terjadi inflamasi
menyebabkan sel-sel darah merah
bergerak saling mendekat dan
menumpuk membentuk rouleaqux.
Hal ini menyebabkan sel darah
merah menjadi lebih berat dan
semakin cepat mengendap.!? Saat
terjadi inflamasi, berbagai interleukin
yang berasal dari sel granulosit yang
mengalami kerusakan merangsang
sel-sel hepar untuk meningkatkan
produksi fibrinogen dan melepasnya
dalam plasma darah. Fibrinogen
dapat membentuk lapisan  tipis
pada permukaan sel darah merah
yang menyebabkan  hilangnya
muatan negatif pada permukaan
eritrosit. Hal ini memicu sel darah
membentuk roulaeux dan semakin
berat sehingga lebih cepat
mengendap menghasilkan
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peningkatan nilai LED.20.21

Hasil pengujian menunjukkan
bahwa nilai LED terendah teramati
pada kelompok kontrol. Hal ini
dikarenakan hewan coba pada
kelompok kontrol tidak mengalami
inflamasi sistemik yang menginduksi

peningkatan LED. Kelompok
periodontitis 1 dengan  lama
perlakuan selama 14 hari

menunjukkan peningkatan nilai LED
yang lebih finggi dari kelompok
kontrol. Hal ini disebabkan oleh
periodontitis  yang  menginduksi
inflamasi sistemik pada hewan coba.
kelompok periodontitis 2 dengan
lama perlakuan selama 21 hari
menunjukkan nilai LED yang tertinggi
diantara seluruh kelompok. Hal ini
disebabkan karena pada hari ke-21
kondisi inflamasi sistemik berada
pada puncaknya ditandai dengan
kadar IL-6 dan fibrinogen tertinggi
yang menyebabkan hasil LED pada
hari ke-21 tertinggi diantara semua
kelompok. Kelompok periodontitis 3
dengan lama perlakuan 28 hari
menunjukkan penurunan nilai LED
jika dibandingkan dengan kelompok
periodontitis 2% Hal ini
mengindikasikan mulai  ferjadinya
penurunan tingkat inflamasi sistemik
pada hari ke-28. Pengukuran nilai
agregasi  trombosit dan nilai  LED
pada penelitian ini  menunjukkan
hasil yang seragam. Peningkatan
terjadi pada hari ke-14 dan 21,
sedangkan penurunan terjadi pada
hari ke-28. Hal ini disebabkan oleh
peningkatan kadar fibrinogen dalam
plasma darah yang diinduksi oleh IL-
6 sebagai bentuk respon inflamasi
pada hari ke-14 dan terus meningkat
hingga hari ke-21. Pada hari ke-28
mulai terjadi mekanisme perbaikan
dan adaptasi sehingga
menunjukkan nilai LED darah yang
menurun, tetapi tetap berada diatas
nilai  normal. Berdasarkan  hasil
penelitian yang telah dilakukan,
dapat disimpulkan bahwa terdapat
peningkatan nilai agregasi frombosit

dan LED pada suatu kondisi inflamasi
sistemik yang disimulasikan pada
model fikus periodontitis.

Kesimpulan

Terdapat peningkatan yang
bermakna nilai agregasi frombosit
dan lgju endap darah pada model
tikus periodontitis. Akan tetapi, perlu
dilakukan pengujian agregasi
frombosit dengan metode lain yang
menggunakan adenosine
diphospate (ADP) sebagai induktor
supaya hasil yang didapat lebih
akurat. Peneliti lain yang berminat
dalam penelitian sejenis, disarankan
unfuk meneliti  viskositas  darah,
peningkatan kadar fibrinogen, dan
IL-6 pada model tikus periodontitis.
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