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MOTTO 
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RINGKASAN 

 

Ekspresi Toll-Like Receptor 2 setelah Pemberian Pasta Tulang Ikan Gurami 

(Osphronemus gouramy); Shintia Dwi Pramesty; 161610101048; Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

Trauma mekanik yang menyisakan selapis tipis dentin dapat 

mempermudah mikroorganisme patogen invasi ke dalam jaringan pulpa gigi. 

Kondisi tersebut akan menimbulkan respon inflamasi yang diinisiasi oleh 

pengenalan pathogen associated molecular patterns (PAMPs) oleh TLR2 dari 

berbagai sel. Dilakukan perawaatan dengan pemberian suatu bahan yang dapat 

berperan sebagai anti-inflamasi dan bersifat antibakteri, sehingga dapat 

mempercepat proses penyembuhan jaringan pulpa gigi. Bahan yang diduga 

memiliki peran tersebut adalah tulang ikan gurami. Tulang ikan gurami memiliki 

berbagai kandungan yaitu asam amino, omega-3, omega-6, dan flavonoid. 

Kandungan tersebut diduga dapat berfungsi sebagai anti-inflamasi dan antibakteri, 

sehingga dapat menghambat ekspresi TLR2. Mekanisme tersebut dapat 

memodulasi perbaikan jaringan dan mempercepat proses penyembuhan. 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratoris dengan 

rancangan penelitian the post test only control group design. Sampel yang 

digunakan adalah 12 ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi 3 kelompok 

secara acak, masing-masing kelompok terdiri dari 4 ekor tikus. Kelompok 

pertama (K1), gigi molar kiri rahang bawah kiri pada tikus tanpa dibur sebagai 

kelompok kontrol. Kelompok kedua (P1), gigi molar rahang bawah kiri dibur 

untuk dibuat kavitas klas I pada oklusal giginya dan ditumpat sementara (Orafil). 

Kelompok ketiga (P2), gigi molar rahang bawah kiri dibur untuk dibuat kavitas 

klas I pada oklusal giginya, diberi pasta tulang ikan gurami konsentrasi 75% dan 

ditumpat sementara (Orafil). Empat ekor tikus dari tiap kelompok didekapitasi 

pada hari ke-4 untuk mendapatkan sampel jaringan, kemudian dilakukan 

pengamatan ekpresi TLR2 dari sel inflamasi menggunakan pewarnaan 

imunohistokimia dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000x. Data hasil 
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penelitian di uji normalitas dan homogenitasnya dengan menggunakan uji 

Shapiro-Wilk dan uji Levene. Selanjutnya, data dianalisis dengan menggunakan 

uji parametrik One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji LSD (Least 

Significance Difference). 

Berdasarkan hasil pengamatan didapatkan bahwa rerata jumlah ekspresi 

TLR2 pada kelompok kontrol (K1) yaitu 2,5±1,29; kelompok gigi dibur tanpa 

aplikasi pasta tulang ikan gurami (P1) yaitu 13,25±0,95; dan kelompok gigi dibur 

dengan aplikasi pasta tulang ikan gurami (P2) yaitu 8,75±2,21. Data yang 

diperoleh menunjukkan rerata jumlah ekspresi TLR2 pada kelompok gigi bur 

dengan aplikasi pasta tulang ikan gurami lebih rendah dibandingkan dengan 

kelompok gigi dibur tanpa aplikasi pasta ikan gurami. Hal ini berarti bahwa 

aplikasi pasta tulang ikan gurami memiliki pengaruh yang lebih besar terhadap 

penghambatan ekspresi TLR2 dari sel inflamasi pada pulpa gigi. Data dilanjutkan 

dengan analisis uji One Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang 

signifikan antar kelompok dengan nilai signifikansi 0,000 (p<0,05), selanjutnya 

uji LSD didapatkan perbedaan yang bermakna.  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 

aplikasi pasta tulang ikan gurami dapat menghambat ekspresi TLR2 dari sel 

inflamasi pada pulpa gigi. Dengan demikian, proses inflamasi pada pulpa akan 

menurun sehingga dapat mempercepat prosses penyembuhan jaringan pulpa.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

  

1.1 Latar Belakang 

Dentin terbuka dapat disebabkan oleh trauma mekanik. Pada kondisi tersebut 

akan mempermudah berbagai mikroorganisme patogen berpenetrasi dan menyebar 

ke jaringan pulpa gigi melalui tubulus dentinalis (Erdogan dkk., 2018; Zheng dkk., 

2019). Mikroorganisme mengekspresikan pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs) yang akan dikenali oleh salah satu reseptor yaitu toll-like receptor 2 

(TLR2) pada semua sel. Menurut Skevaki dkk. (2014), TLR2 merupakan jenis 

reseptor yang mampu mengenali PAMPs dari berbagai patogen. TLR2 akan 

mengaktivasi nuclear factor κβ (NF-κβ) untuk mensekresi berbagai sitokin 

proinflamasi (Abbas dkk., 2016 dan Ren dkk., 2016). Respon inflamasi pada 

jaringan pulpa gigi merupakan mekanisme pertahanan untuk melindungi jaringan 

dan memodulasi perbaikan jaringan (Natarajan, 2018). 

Perawatan jaringan pulpa yang terinflamasi perlu dilakukan. Hal tersebut 

bertujuan mempertahankan vitalitas jaringan pulpa gigi dan mencegah terjadinya 

inflamasi kronis yang dapat merusak jaringan (Baratawidjaja dan Iris, 2014; Kolasa 

dan Joanna, 2018). Perawatan dapat dilakukan dengan pemberian suatu bahan pada 

jaringan pulpa gigi yang terinflamasi. Bahan yang diberikan bekerja melindungi 

jaringan pulpa yang terpapar dan sebagai bahan antibakteri, sehingga dapat 

mempercepat proses penyembuhan pulpa gigi (Brizuela dkk., 2017; Moliz dkk., 

2017). Pada umumnya, bahan yang digunakan hanya memiliki peran sebagai 

antibakteri, sedangkan sebagai anti-inflamasi masih jarang ditemui. Oleh karena 

itu, dibutuhkan bahan yang diduga memiliki kemampuan sebagai anti-inflamasi dan 

antibakteri. Bahan tersebut adalah tulang ikan gurami. 

Tulang ikan gurami memiliki kandungan protein hewani yang cukup tinggi. 

Protein ini mengandung berbagai jenis asam amino yang lengkap dan dapat 

memenuhi unsur-unsur biologis yang sempurna (Purwaningsih dkk., 2016). 

Penelitian Tridhar (2016) menunjukkan bahwa pada tulang ikan gurami 

mengandung tinggi protein dibandingkan dengan ikan tawar lainnya. Kualitas 
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protein dipengaruhi oleh komposisi asam amino. Berdasarkan penelitian Pratama 

dkk (2018), tulang ikan gurami memiliki asam amino esensial yang relatif tinggi. 

Asam amino berfungsi sebagai anti-inflamasi dan untuk perbaikan jaringan dengan 

mekanisme pembentukan fibroblas, pembentukan kolagen, neo-vaskularisasi, dan 

remodelling (Feriyanto, 2014, Pratama dkk., 2018 dan Purwaningsih dkk., 2016).  

Kandungan lain dari tulang ikan gurami yaitu omega-3, omega-6, serta flavonoid 

yang berperan sebagai anti-inflamasi (Dewanti dkk., 2019). Flavonoid juga 

berperan sebagai antibakteri dengan mekanisme merusak permeabilitas dinding 

bakteri, mikrosom, dan lisosom (Carolia dan Wulan, 2016). Adanya mekanisme 

tersebut akan mempercepat penurunan ekspresi TLR2, sehingga menghambat 

aktivasi NF-кβ dan sekresi TNF-α (Nirwana, 2012; Meizarini dkk., 2016). Dengan 

demikian, akan memicu proses penyembuhan jaringan. 

Pertumbuhan produksi ikan gurami (Osphronemus gouramy) di Indonesia 

semakin meningkat tiap tahunnya. Produksi ikan gurami pada tahun 2017 mencapai 

169 ribu ton, kemudian meningkat pada tahun 2018 mencapai 356,53 ribu ton 

dengan rata-rata kenaikan produksinya yaitu 110,88% (Kementerian Kelautan dan 

Perikanan, 2018). Banyaknya masyarakat yang mengkonsumsi ikan gurami 

menyebabkan tingginya limbah yang dihasilkan. Menurut Putranto dkk. (2015), 

tulang ikan merupakan suatu limbah dari industri perikanan yang belum 

dimanfaatkan dengan baik. Berdasarkan uraian tersebut, penulis tertarik untuk 

meneliti mengenai pengaruh aplikasi pasta tulang ikan gurami pada jaringan pulpa 

gigi yang mengalami inflamasi terhadap ekspresi TLR2.  
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1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana ekspresi TLR2 setelah pemberian pasta tulang ikan gurami 

(Osphronemus gouramy) pada jaringan pulpa gigi? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Untuk menganalisis ekspresi TLR2 setelah pemberian pasta tulang ikan 

gurami (Osphronemus gouramy) pada jaringan pulpa gigi. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi mengenai ekspresi TLR2 setelah pemberian pasta 

tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) pada jaringan pulpa gigi. 

2. Sebagai referensi pada penelitian-penelitian selanjutnya yang berhubungan 

dengan pemanfaatan limbah tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) 

sebagai biomaterial dalam bidang kedokteran gigi serta menjadi bahan kajian 

lebih lanjut. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Inflamasi Pulpa  

Inflamasi pada pulpa merupakan suatu respon pertahanan dari jaringan 

pulpa terhadap rangsangan yang berbahaya. Pulpa berusaha untuk melindungi 

dirinya dari rangsangan tersebut dengan cara mengenali mikroorganisme patogen 

untuk memicu respons inflamasi agar memodulasi perbaikan dan regenerasi 

jaringan. Sitokin diproduksi sebagai respons terhadap suatu infeksi untuk 

menghilangkan dan menghancurkan berbagai macam mikroorganisme patogen 

(Natarajan, 2018). 

Inflamasi pada pulpa dapat disebabkan oleh infeksi mikroorganisme melalui 

karies, trauma mekanik, dan iritasi bahan kimia selama prosedur perawatan (Park 

dkk., 2015). Apabila tidak hati-hati maka preparasi kavitas atau preparasi mahkota 

akan merusak odontoblas. Makin dekat pulpa, jumlah tubulus per unit permukaan 

serta diameter akan makin meningkat. Akibatnya permeabilitas dentin akan lebih 

besar didaerah yang lebih dekat ke pulpa daripada daerah yang dekat dengan 

pertautan email-dentin (dentin enamel junction) (Nirwana, 2012).  

Pada proses awal, mikroorganisme patogen akan masuk ke dalam jaringan 

pulpa gigi melalui tubulus dentinalis. Pada tubulus dentinalis terdapat cairan yang 

mempunyai komposisi sama dengan cairan ekstraseluler. Cairan yang 

terkontaminasi patogen akan merembes melalui dentin ke pulpa untuk memulai 

inflamasi (Nirwana, 2012). Proses selanjutnya, sel odontoblas yang berada pada 

perifer pulpa sebagai sel pertama yang akan menghadapi patogen dan mengatur 

respon inflamasi pulpa (Cooper dkk., 2014; Garg, 2014). Pengenalan patogen pada 

odontoblas dibantu oleh pattern recognition receptors (PRRs) sebagai mekanisme 

pertahanan yang diinisiasi respon imun alamiah. TLRs merupakan salah satu PRRs 

yang bekerja untuk mengenali suatu mikroorganisme patogen melalui pola molekul 

pada permukaannya yang dinamakan PAMPs. Reseptor tersebut terdapat pada 

berbagai sel yaitu odontoblas, fibroblas, pulp stem cell, makrofag, neutrofil, 

limfosit, sel dendritik, dan sel mast. Tahap selanjutnya, TLRs akan mengaktivasi 
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NF- кβ untuk memproduksi sitokin proinflamasi seperti TNF-α. Fungsi dari sitokin 

tersebut sebagai penunjuk arah migrasi pada sel-sel inflamasi untuk mencapai 

daerah yang terjadi inflamasi, mengatur pertumbuhan dan diferensiasi leukosit. 

(Giraud dkk., 2018, Natarajan, 2018; Widjiastuti dkk., 2017).  

Pada dasarnya pulpa merupakan jaringan ikat yang sama seperti jaringan 

ikat yang lain dibagian tubuh. Namun, ada beberapa faktor yang membuat berbeda 

dalam memberikan respons terhadap iritasi yaitu sebagi berikut (Nirwana, 2012): 

a. Hampir seluruh jaringan pulpa dikelilingi jaringan keras, sehingga 

membatasi pulpa untuk membengkak dan hal ini mengakibatkan 

kemampuan pulpa mentolerir edema terbatas. 

b. Pulpa hampir tidak memiliki sistem sirukulasi kolateral, sehingga 

mengurangi kemampuan pulpa dalam menghadapi bakteri, jaringan 

nekrotik, dan inflamasi. 

c. Pulpa mengandung sel unik yaitu odontoblas. Pulpa dapat membentuk 

jaringan keras berupa reparative dentin untuk melindungi dirinya dari 

cedera. 

 

2.2 Toll-Like Receptors  

TLRs merupakan reseptor penting dalam sistem imun. Menurut 

Baratawidjaja dalam buku “Imunologi Dasar” (2014), TLRs terutama mengenal 

sejumlah besar patogen yang berhubungan dengan PAMPs seperti yang ditemukan 

pada sejumlah besar komponen patogen virus, bakteri, jamur, bahkan protozoa 

seperti DNA, LPS bakteri gram negatif, lipoprotein, dan polisakarida zimosan 

jamur. Struktur PAMPs dari mikroorganisme patogen tersebut akan dikenali oleh 

PRRs yang spesifik. TLRs merupakan bentuk dari PRRs yang melekat pada sel 

imun dan termasuk kedalam kelas mayor PRRs yang berperan penting dalam respon 

imun terhadap komponen patogen. Perlekatan yang dilakukan TLRs akan 

membentuk suatu sinyal untuk mengaktivasi faktor transkripsi yaitu NF-кβ yang 

bekerja mengekspresikan berbagai sitokin dan molekul adhesi endotelial. (Abbas 

dkk., 2016; Ahsani, 2014; dan Baratawidjaja, 2014). 
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2.2.1 Klasifikasi TLRs 

TLRs dapat diklasifikasikan menjadi beberapa jenis. Berikut adalah 

klasifikasi TLRs menurut Baratawidjaja (2014) pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Klasifikasi TLRs  

Jenis TLR Ligan Mikroba Sasaran  

TLR1 Lipopeptida triasil Mikobakteri  

TLR2 Peptidoglikan 

Glycosylphosphatidylinositol 

(GPI) 

Lipoprotein 

Zimosan  

Bakteri gram positif 

Tripanosoma 

 

Mikobakteri 

Ragi dan jamur lainnya 

TLR3 DsRNA Virus  

TLR4 LPS 

Protein F 

Bakteri gram negative 

RSV 

TLR5 Flagelin Bakteri  

TLR6 Lipopeptida diasil  

Zimosan  

Mikobakteri  

Ragi dan jamur 

TLR7 ssRNA Virus 

TLR8 SsRNA Virus 

TLR9 DNA, Hemozin Bakteri, virus, dan 

plasmodium 

TLR10 Belum diketahui Bakteri  

TLR11 Profilin-like protein Toksoplasma, bakteri 

Sumber: Baratawidjaja, 2014. 

2.2.2 Toll-Like Receptor 2 

TLRs merupakan salah satu PRRs yang sangat penting. Saat ini diketahui 

ada 11 jenis dari TLRs, baik secara individu maupun kombinasi dengan berbagai 

jenis TLRs lainnya. TLRs tetap bekerja untuk mengenali PAMPs, termasuk lipid, 

lipoprotein, asam nukleat, dan protein (Nyirenda dkk., 2015). TLR2 termasuk salah 

satu jenis TLRs yang berfungsi mengenali PAMPs yang sebagian besar 
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diekspresikan oleh bakteri, termasuk lipopeptida, peptidoglikan, GPI, dan zimosan 

(Skevaki dkk., 2014).  

Dibandingkan jenis TLR lainnya, TLR2 mampu mengenali PAMPs terluas 

dari berbagai patogen, termasuk bakteri gram positif, bakteri gram negatif, 

mikobakteri, jamur, virus dan parasit (Skevaki dkk., 2014). Hal tersebut 

dikarenakan TLR2 mampu membentuk heterodimer dengan TLR1 atau TLR6 

(Nyirenda dkk., 2015). Aktivasi TLR2/TLR1 dapat menginduksi sitokin 

proinflamasi seperti IL-17 dan IL-12, sedangkan aktivasi TLR2/TLR6 dapat 

menimbulkan sekresi IL-10 (Ren dkk., 2016). 

TLR2 bekerja dalam proses inflamasi jaringan. Pada tahap awal, suatu 

mikroorganisme akan masuk kedalam jaringan berikatan dengan TLR2 pada bagian 

ekstraseluler. Pengenalan PAMPs dari mikroorganisme dilakukan oleh TLR2 pada 

permukaan sel, sehingga menginduksi sinyal transduksi intraseluler. TLR2 yang 

sudah teraktivasi akan menarik molekul adaptor di dalam sitoplasma. Molekul 

adaptor pertama yang teridentifikasi adalah myeloid differentiation factor 88 

(MyD88) yang bekerja menyebarkan sinyal dari TLRs. Adanya molekul adaptor 

tambahan yaitu MyD88-adaptor-like protein (MAL), toll-Interleuikin-1 receptor 

(TIR) untuk menginduksi IFN-β (TRIF), TRIF-related adaptor molecule (TRAM), 

dan sterile-alpha and armadillo motif-containing protein (SARM) (Skevaki dkk., 

2014). Setelah itu, akan berikatan dengan IL-1 receptor-associated kinase 1 

(IRAK1), IL-1 receptor-associated kinase 2 (IRAK2), dan IL-1 receptor-associated 

kinase 4 (IRAK4) (O’Neill dkk., 2013). IRAK1 akan berinteraksi dengan TNF 

receptor-associated factor 6 (TRAF6) yang akan mengaktifkan kompleks protein 

kinase, sehingga memfosfolirasi Iкβ kinase (IKK) menjadi Iкβ untuk mengaktivasi 

NF-кβ (O’Neill dkk., 2013 dan Widjiastuti dkk., 2017). Selanjutnya, NF-кβ akan 

mengaktivasi transkripsi gen untuk mensekresi sitokin proinflamasi yaitu TNFα, 

IL-1β, dan lain sebagainya (Crew dkk., 2015). Mekanisme tersebut dapat dilihat 

pada Gambar 2.1. 
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Gambar 2.1 Mekanisme kerja TLR2 (Henrick dkk., 2016) 

 

2.3 Ikan Gurami (Osphronemus gouramy) 

Ikan gurami (Osphronemus gouramy) merupakan salah satu jenis ikan air 

tawar asli Indonesia yang banyak dibudidayakan oleh masyarakat. Rasa dagingnya 

yang gurih dan lezat serta memiliki nilai ekonomis yang tinggi menjadikan ikan ini 

banyak diminati (Pratama, 2018). 

2.3.1 Taksonomi Ikan Gurami 

Berikut adalah taksonomi ikan gurami (Osphronemus gouramy) (Andreas, 

2016 dan Haq, 2015). 

Filum  : Chordata 

Kelas  : Pisces 

Subkelas : Teloestei 

Ordo   : Labyrinthici 

Subordo : Anabantoidae 

Familia : Anabantidae 

Genus  : Osphronemus 

Spesies : Osphronemus gouramy 
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2.3.2 Morfologi Ikan Gurami 

Secara morfologi, ikan gurami memiliki ciri fisik dengan panjang rata-rata 

65cm (Khusna, 2017). Ikan gurami memiliki bentuk badan yang khas yaitu pipih, 

agak panjang, dan lebar (Romansyah, 2015). Bentuk kepalanya tumpul, berdahi 

agak menonjol, panjang sirip punggung dapat mencapai pangkal ekor, dan sirip 

ekor berbentuk busur. Sirip ikan gurami memiliki ciri dengan adanya bintik hitam. 

Warna punggung ikan gurami dewasa berwarna kecoklatan dan warna perutnya 

agak kekuningan (Andreas, 2016).  

 
Gambar 2.2 Ikan Gurami (Haq, 2015) 

2.3.3 Habitat Ikan Gurami 

Ikan gurami banyak dibudidayakan di Indonesia. Ikan ini tidak hanya 

dibudidayakan di Pulau Jawa, tetapi terdapat juga diluar Pulau Jawa seperti 

Sumatera Barat, Sumatera Selatan, dan Lampung (Aryani, 2013). Gurami 

umumnya hidup di perairan tawar, namun ada pula yang hidup di perairan payau 

(Haq, 2015). Ketinggian lokasi yang tepat untuk budidaya ikan gurami sekitar 500-

600m dari permukaan laut dengan suhu 24-28˚C, hal ini dapat meningkatkan 

perkembangan gurami menjadi lebih baik (Khusna, 2017). Membudidayakan ikan 

gurami harus memperhatikan kualitas air dalam kolam, yaitu dengan derajat 

keasaaman (pH) yang tepat berkisar 6,5-8. Ikan gurami dapat juga dipelihara pada 

wadah yang terbatas seperti kolam tanah, kolam tembok, kolam plastik, dan 

keramba dengan luas 200-500m2 dengan kedalaman 120-150cm (Andreas, 2016).  
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2.4 Sediaan Pasta 

Pasta merupakan sediaan setengah padat yang mengandung bahan padat 

dalam jumlah besar. Pasta disiapkan dengan menambahkan sejumlah serbuk tidak 

larut yang signifikan (biasanya 50% atau lebih). Pasta biasanya sangat kental atau 

kaku dan kurang berlemak dibandingkan salep dimana bahan serbuk pada basisnya 

memiliki jumlah yang besar (Fatmawaty dkk., 2019). Formulasi pasta dibuat 

dengan mencampurkan bahan obat yang berbentuk serbuk dalam jumlah besar 

dengan vaselin atau paraffin cair atau dengan bahan dasar tidak berlemak yang 

dibuat dengan gliserol, musilago, atau sabun (Elmitra, 2017). 

Sediaan pasta memiliki beberapa keunggulan. Berikut ini adalah beberapa 

keunggulan pasta (Elmitra, 2017; Fatmawaty dkk., 2019): 

1. Pasta dapat mengikat cairan lebih baik daripada salep. 

2. Pasta lebih melekat, sehingga meningkatkan daya kerja lokal. 

3. Pasta memiliki sifat melindungi, membentuk lapisan yang dapat menyerap 

dan menetralkan bahan kimia berbahaya. 

Pasta memiliki kemampuan menyerap eksudat oleh sifat alami serbuk/ 

komponen penyerap lainnya. 

 

2.5 Hubungan Tulang Ikan Gurami dengan TLR2 

Tulang ikan gurami memiliki kandungan gizi yang cukup baik.  Salah satu 

kandungan tertinggi pada tulang ikan gurami adalah protein. Protein merupakan 

sumber asam-asam amino yang mengandung unsur C, H, O, N yang tidak dimiliki 

oleh lemak atau karbohidrat. Fungsi dari protein yaitu sebagai anti-inflamasi 

dengan cara mencegah terjadinya infeksi dan meningkatkan sirkulasi sehingga 

mempercepat proses penyembuhan luka (Santosa dan Riyono, 2018). Protein juga 

berfungsi sebagai sumber energi (Subandiyono dan Sri, 2016). Berikut adalah 

komposisi dari tulang ikan yang ditunjukkan pada Tabel 2.2. 
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Tabel 2.2 Komposisi tulang ikan 

Komposisi Jumlah (%) 

Air 7,03%. 

Kadar abu 0,93% 

Kadar lemak 1,63% 

Kadar protein 84,85% 

Sumber: Tridhar, 2016. 

Asam amino merupakan penyusun protein yang sangat penting. Biasanya 

terdapat 24 asam amino yang menyusun protein, namun sebagian besar ikan daerah 

tropis membutuhkan 10 asam amino untuk pertumbuhan dan berbagai proses 

metaboliknya (Subandiyono dan Sri, 2016). Menurut Pratama dkk (2018), ikan 

gurami yang segar dan kukus mengandung asam amino yang relatif tinggi. 

Kandungan asam amino berfungsi untuk sintesa bahan lain dan sebagai sumber 

energi seperti sintesa kolagen (Santosa dan Riyono, 2018). Asam amino terdiri dari 

berbagai komponen yaitu kelompok amin, kelompok karboksil, dan kelompok 

radikal (R) pada α-karbon (Gambar 2.3) (Subandiyono dan Sri, 2016).  

 
Gambar 2.3 Struktur kimia asam amino (Subandiyono dan Sri, 2016)  

 Kerja asam amino berbeda-beda sesuai dengan jenisnya. Terdapat beberapa 

jenis asam amino, antara lain leusina, lisina, dan histidina (Gambar 2.4). Leusina 

merupakan jenis asam amino esensial tertinggi yang bekerja sebagai pengobatan 

jika terjadi trauma. Lisina sebagai komposisi dasar antibodi, memperkuat sirkulasi, 

dan menjaga pertumbuhan sel yang normal. Histidina bekerja dalam interaksi 

dengan protein lain, sebagai prekursor histamin, dan untuk pertumbuhan serta 

perbaikan jaringan (Pratama dkk., 2018). Terdapat juga glisin, alanin dan prolin 

sebagai jenis asam amino penyusun kolagen (Gambar 2.4) (Tridhar,2016).  
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Gambar 2.4 Jenis-jenis asam amino: Leusina (A), Lisina (B), Histidina (C), Glisin (D),  

Alanin (E), dan prolin (F) (Subandiyono dan Sri, 2016) 
 

Struktur asam amino akan membentuk protein yang sangat dibutuh untuk 

proses neo-vaskularisasi, proliferasi fibroblas, sintesa kolagen, dan remodelling. 

Adanya pembentukan sel-sel baru dan jaringan granulasi seperti makrofag, 

fibroblas, dan pembuluh darah akan mempercepat penyembuhan jaringan 

(Feriyanto, 2014). Makrofag akan mengawali proses penyembuhan jaringan dengan 

memakan dan menghancurkan mikroba, juga menghasilkan growth factor yaitu 

transforming growth factor β1 (TGF-β1) yang akan menstimulasi fibroblas untuk 

mensintesis kolagen, sehingga ekspresi kolagen meningkat yang akan memicu 

penyembuhan pulpa (Abbas dkk., 2016; Feriyanto, 2014; dan Nirwana, 2012). 

Peningkatan jumlah makrofag terjadi pada hari ke 3 dan seiring berjalannya waktu 

akan semakin menurun. Penurun jumlah makrofag akan memicu produksi fibroblas 

bersama dengan limfosit, kemudian menghasilkan kolagen dalam jumlah besar 

untuk penyembuhan jaringan (Mutiara dkk., 2015). Proses penyembuhan tersebut 

akan mempercepat penurunan ekspresi TLR2 yang umumnya terjadi pada hari ke 

7. Kondisi ini akan mempengaruhi juga penurunan ekpresi NF-к𝛽 dan TNF-α 

(Nirwana, 2012; Meizarini dkk., 2016).  

Tulang ikan mengandung asam lemak omega-3 dan omega-6. Keduanya 

merupakan Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs) yang dianggap sebagai 

pelindung dari suatu respons inflamasi tidak terkontrol (Molfino dkk., 2017). Asam 

arakidonat (AA) merupakan turunan dari asam lemak omega-6, sedangkan asam 

lemak omega-3 dapat berupa Docosa Hexaenoic Acid (DHA) dan Eicosa 

Pentaeinoic Acid (EPA). Enzim siklooksigenase (COX) dan lipooksigenase (LOX) 

akan membantu mengubah asam arakidonat menjadi prostaglandin (prostasiklin 

A B

 

E 

C 

F D 
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dan tromboksan) dan leukotrien (LT4). Prostasiklin (PGI2) bekerja menghambat 

pembekuan darah dan memperlancar aliran darah, sedangkan tromboksan (TXA2) 

bekerja dalam proses pembekuan darah. Leukotrien akan meningkatkan jumlah sel 

neutrofil dan leukosit ke daerah luka sehingga dapat terjadi fagositosis. Secara 

bersamaan, lipoxins bekerja sebagai mediator anti-inflamasi dengan cara 

menghalangi infiltrasi sel neutrofil (polymorphonuclear atau PMN) dan 

menghentikan produksi LT4 yang dibantu oleh enzim 15 lipooksigenase (15-LO). 

Lipoxins bekerja sama dengan resolvins E1 (turunan EPA) dan protektin D1 

(turunan DHA) yang bertujuan memobilisasi makrofag untuk memakan sel 

neutrofil dan membersihkan sisa fagositosis senyawa asing. Fase tersebut 

merupakan tanda inflamasi berakhir (resolution). Fase berikutnya yaitu fase 

proliferasi yang dibantu oleh EPA untuk mempengaruhi kerja fibroblas dalam 

mensintesa kolagen lebih banyak sehingga terjadi penumpukan kolagen. Apabila 

terjadi secara terus menerus maka akan mempercepat proses penyembuhan 

jaringan. Fase tersebut dinamakan fase maturasi (Nicodemus dkk., 2014; Wijaya 

dkk., 2015). Penyembuhan jaringan ditandai oleh menurunnya ekspresi TLR2 dan 

sitokin proinflamasi, sehingga terdapat penurunan respon inflamasi (Nirwana, 

2012). 

Kandungan tulang ikan terdapat juga senyawa flavonoid.  Flavonoid berasal 

dari golongan senyawa phenolik yang memiliki stuktur dasar kimia yaitu C6 – C3 – 

C6 (Gambar 2.5) (Redha, 2010). Flavonoid dapat bekerja sebagai anti-inflamasi 

dengan mekanisme penghambatan enzim siklooksigenase dan lipooksigenase. 

Aktivitas tersebut dikarenakan adanya cincin benzopiron yang dapat berikatan 

dengan enzim siklooksigenase dan lipooksigenase, sehingga menghambat sekresi 

asam arakidonat yang akan mempengaruhi penurunan produksi prostaglandin, 

TXA2, LT4 serta sekresi sitokin proinflamasi. Flavonoid akan memodulasi gen 

proinflamasi dengan menghambat sinyal transduksi, sehingga menurunkan 

modulasi transkripsi gen. Flavonoid juga dapat memperlambat imobilisasi leukosit 

dan menurunkan aktivasi komplemen. Hal tersebut akan menyebabkan 

berkurangnya jumlah leukosit yang adhesi pada dinding endotel dan menurunkan 

stimulasi degranulasi neutrofil. Berdasarkan mekanisme kerja flavonoid dapat 
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dihasilkan penurunan dari respon inflamasi pada jaringan (Makiyah dan Rizka, 

2018; Marbun dan Martina, 2015; Soleha dan Agung, 2016; Zaini dkk., 2016). 

Flavonoid juga dapat bekerja sebagai antibakteri dengan cara menghambat sintesis 

asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, dan menghambat metabolisme 

energi. Mekanisme tersebut yang mempengaruhi terhambatnya pembentukan DNA 

dan RNA, sehingga menimbulkan rusaknya permeabilitas dinding sel bakteri, 

mikrosom, dan lisosom (Carolia dan Wulan, 2016). Hal tersebut memicu penurunan 

akses mikroorganisme patogen ke pulpa, sehingga membatasi aktivasi sel imun dan 

respon inflamasi. Dengan demikian, akan ada penurunan aktivasi TLR2 dan 

terhambatnya sekresi sitokin proinflamasi (Carolia dan Wulan, 2016; Farges dkk., 

2015). 

 
Gambar 2.5 Struktur Kimia Flavonoid (Redha, 2010) 

 

2.6 Tikus Wistar (Rattus novergicus) 

2.6.1 Taksonomi Tikus Wistar 

Berikut adalah taksonomi tikus wistar menurut Kartika, dkk (2013). 

Kingdom : Animal 

Filum  : Chordata 

Kelas  : Mamalia 

Ordo  : Rodentia 

Famili  : Muridae 

Genus  : Rattus 

Spesies : Rattus novergicus 
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2.6.2 Morfologi Gigi Tikus Wistar 

Tikus wistar (Rattus novergicus) sering digunakan untuk penelitian 

eksperimental karena memiliki karakteristik fisiologis paling mirip dengan 

mamalia dan manusia (Sumarna, 2017). Tikus ini memiliki dua gigi insisif pertama, 

molar pertama, molar kedua, dan molar ketiga (Gambar 2.6). Keseluruhan jumlah 

gigi rahang atas dan bawah terdapat 16 buah. Gigi insisif pada tikus akan tumbuh 

selama hidupnya yang disebut dengan open rooted. Sedangkan, gigi molar pada 

tikus wistar memiliki kemiripan secara anatomi, histologis, biologis, dan fisiologis 

dengan gigi molar manusia. Gigi molar tikus menunjukan struktur ruang pulpa 

(pulp chamber), jaringan pulpa, akar, dan apikal dengan foramen apikalis yang 

serupa dengan gigi manusia (Gambar 2.7). Ketebalan enamel dari gigi molar tikus 

hanya 0.1 mm, sedangkan dentin memiliki ketebalan sekitar 0,4 – 0.6 mm 

(Dammaschke, 2010; Gay, 2013; dan Nirwana, 2012). 

 
Gambar 2.6 Gambaran inferior tengkorak tikus bagian rahang atas yang 

 menunjukan gigi molar pertama dengan ditandai            

 (Dammaschke, 2010) 
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Gambar 2.7 Gambaran histologis gigi molar rahang atas tikus wistar 

dengan mikroskop cahaya, pengecatan toluidine blue, 
pembesaran 400x (Dammaschke, 2010)

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


20 
 

 

2.7 Kerangka Konsep 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

Dentin terbuka 

akibat trauma 

mekanik 

Mengekspresikan 

PAMPs 

Pengenalan TLR2 

terhadap PAMPs 

Pasta Tulang ikan gurami  

(Osphronemus gouramy) 

Anti-inflamasi Antibakteri 

Invasi 

mikroorganisme 

patogen ke dalam 

jaringan pulpa gigi 

Flavonoid Asam amino Omega-6 Omega-3 

EPA  DHA 

Resolvin 

E1 

Protektin 

D1 

AA 

Dikonversi menjadi 

senyawa lipoxins 

Infiltrasi sel 

inflamasi  

COX LOX 

Sekresi 

AA 

Sitokin pro-inflamasi 

Pembentukan DNA 

dan RNA bakteri 

Bakteri  

Respons inflamasi  

TLR2 
Kerusakan jaringan 

pulpa 

Memicu respons 

inflamasi 

Perbaikan jaringan 

pulpa 

Memicu 

proliferasi 

fibroblas 

Sintesa kolagen 

Keterangan: 

TLR2 : Toll-like receptor 2    COX     : Siklooksigenase  

EPA : Eicosa Pentaenoic Acid    LOX     : Lipooksigenase 

DHA : Docosa Hexaenoic Acid    PAMPs   : Pathogen Associated Molecular Patterns 

AA : Asam Arakidonat      : Aplikasi bahan  

IL-6 : Interleuikin 6       : Menghambat 

1
7
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Penjelasan 

Dentin terbuka dapat disebabkan oleh trauma mekanik. Kondisi tersebut 

dapat mempermudah invasi mikroorganisme patogen ke dalam jaringan pulpa gigi 

melalui tubulus dentinalis. Struktur PAMPs dari mikroorganime akan dikenali oleh 

TLR2. Tahap selanjutnya, TLR2 akan meneruskan sinyal transduksi intraseluler 

untuk mengaktivasi NF-кβ yang akan melepaskan berbagai sitokin proinflamasi 

seperti TNFα. Proses tersebut akan memicu berlangsungnya inflamasi secara terus 

menerus yang dapat mengakibatkan kerusakan pada jaringan pulpa apabila tidak 

dilakukan perawatan.   

Perawatan dilakukan untuk mencegah proses inflamasi berkelanjutan dan 

mempertahankan vitalitas jaringan pulpa. Bahan yang digunakan pada penelitian 

ini adalah pasta tulang ikan gurami. Bahan ini mengandung asam amino, omega-3, 

omega-6, dan flavonoid yang dapat berfungsi sebagai anti-inflamasi. Asam amino 

bekerja memicu proliferasi fibroblas, sehingga mempercepat proses penyembuhan 

jaringan yang terinflamasi. Turunan omega-3 yaitu EPA dan DHA. EPA berperan 

sama seperti asam amino yang dapat meningkatkan proliferasi fibroblas dalam 

mensintesa kolagen. Apabila sintesa kolagen terjadi terus menerus akan 

mempercepat proses penyembuhan jaringan. Asam arakidonat (turunan omega-6) 

dikonversi menjadi senyawa lipoxins, kemudian bekerja sama dengan resolvins E1 

(turunan EPA) dan protektin D1 (turunan DHA) sebagai mediator anti-inflamasi. 

Adanya peran dari ketiga mediator anti-inflamasi tersebut akan mempengaruhi 

penurunan infiltrasi sel inflamasi.  

Flavonoid bekerja menghambat COX dan LOX, sehingga terjadi penurunan 

sekresi asam arakidonat yang mempengaruhi penurunan sitokin proinflamasi. 

Flavonoid juga berfungsi sebagai antibakteri dengan mekanisme menghambat 

pembentukan DNA dan RNA dari bakteri, sehingga merusak permeabilitas dinding 

sel bakteri, mikrosom, dan lisosom. Mekanisme kerja dari semua kandungan pasta 

tulang ikan gurami akan menghambat ekspresi TLR2, sehingga dapat menurunkan 

aktivasi NF-кβ dalam melepaskan sitokin proinflamasi seperti TNFα. Dengan 

demikian, memicu penurunan fase inflamasi yang dapat mempercepat proses 

penyembuhan jaringan pulpa gigi. 
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2.8 Hipotesis   

Pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) dapat menghambat 

ekspresi TLR2 pada jaringan pulpa gigi. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris secara in vivo. 

Rancangan penelitian ini menggunakan the post-test only control group design 

yaitu pengukuran atau observasi pada kelompok perlakuan yang dibandingkan 

dengan kelompok kontrol dan tanpa diadakannya pretest (Praptomo dkk., 2017). 

Pada penelitian ini dibagi menjadi tiga kelompok, kemudian pengamatan hanya 

dilakukan pada saat post-test dengan membandingkan ketiga kelompok tersebut. 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 

Gigi, Histologi Fakultas Kedokteran Gigi, dan Fakultas Farmasi Universitas Jember 

pada bulan September - November 2019. 

 

3.3 Variabel Penelitian 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pasta tulang ikan gurami 

(Osphronemus gouramy). 

 

3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi TLR2. 

 

3.3.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah: 

a. Lingkungan hidup tikus wistar jantan. 

b. Hewan coba tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) berdasarkan berikut ini. 

a) Jenis kelamin, usia, dan berat badan. 

b) Pemeliharaan. 

c) Makanan dan minuman. 
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d) Cara preparasi gigi molar tikus wistar jantan (Rattus norvegicus). 

e) Cara pengaplikasian pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy). 

f) Cara pengambilan preparat jaringan. 

g) Cara perhitungan ekspresi TLR2. 

 

3.4 Definisi Operasional Penelitian 

3.4.1 Tulang Ikan Gurami 

Tulang ikan gurami yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari 

Pasar Kepatihan Trunojoyo Kabupaten Jember. Tulang ikan dijadikan serbuk, 

kemudian diolah menjadi pasta tulang ikan gurami di Laboratorium Farmasi 

Universitas Jember. 

 

3.4.2 Pasta Tulang Ikan Gurami 

Pasta tulang ikan gurami merupakan campuran sediaan serbuk tulang ikan 

gurami (Osphronemus gouramy) dengan bahan pembuat pasta yang dibuat dengan 

konsentrasi 75%. 

 

3.4.3 Sel inflamasi  

Sel inflamasi merupakan suatu sel yang berperan penting dalam merespons 

adanya injuri pada semua jaringan. Sel inflamasi yang diamati pada penelitian ini 

yaitu makrofag, neutrofil, dan limfosit.  

 

3.4.4 Ekspresi TLR2 

TLR2 merupakan suatu reseptor sistem imun yang bekerja mengenali PAMPs 

dari bakteri. Ekspresi TLR2 akan diamati dengan menggunakan metode 

imunohistokimia yang apabila terekspresi akan tampak sitoplasma berwarna 

kecoklatan pada sel inflamasi yang diamati dibawah mikroskop perbesaran 1000x 

dengan dibagi menjadi empat lapang pandang. 
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3.5 Sampel Penelitian 

3.5.1 Kriteria Sampel Tikus Wistar Jantan 

a. Jenis kelamin jantan dengan strain atau galur wistar (Rattus norvegicus). 

b. Berat badan 150-200 gram. 

c. Usia 2-3 bulan. 

d. Keadaan umum tikus baik setelah diadaptasikan selama 7 hari.  

 

3.5.2 Jumlah Sampel 

Besar sampel adalah jumlah 12 ekor tikus wistar jantan (Rattus norvegicus), 

berat 150-200 gr, usia 2-3 bulan yang dilakukan adaptasi 1 minggu, setelah 

dilakukan alokasi random dikelompokkan menjadi 3 kelompok penelitian. Jumlah 

tiap kelompok terdiri dari 4 ekor tikus wistar jantan (Rattus norvegicus). Masing-

masing kelompok diamati pada hari ke 4. 

 

3.5.3 Kelompok Sampel 

Sampel penelitian dibagi menjadi 3 kelompok penelitian, sebagai berikut: 

a. Kelompok pertama (K1): Gigi molar kiri rahang bawah pada tikus tanpa 

dibur sebagai kelompok kontrol. 

b. Kelompok kedua (P1): Gigi molar kiri rahang bawah pada tikus dibur untuk 

dibuat kavitas kelas I pada oklusal giginya, kemudian ditumpat sementara 

(Orafil).  

c. Kelompok ketiga (P2): Gigi molar kiri rahang bawah tikus dibur untuk 

dibuat kavitas kelas I pada oklusal giginya, diberi pasta tulang ikan gurami 

kemudian ditumpat sementara (Orafil). 
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3.5.4 Besar Sampel 

Daniel (2013) menyatakan cara perhitungan besar sampel yang digunakan 

dalam penelitian eksperimental laboratoris adalah berdasarkan rumus sebagai 

berikut. 

n = 𝑍2𝜎2  

       𝑑2 

 

Keterangan: 

n = Besar sampel minimum 

𝜎 = Standart deviasi (SD) sampel 

d = Kesalahan yang masih ditoleransi, diasumsikan d= σ 

Z = Konstanta pada tingkat kesalahan tertentu; jika α = 0.05, maka nilai Z adalah Z 

=1.96 

p = Keterpercayaan penelitian (95 %) 

Oleh karena itu, perhitungannya menjadi: 

n = (1,96)2 

n = 3.84 ≈ 4 

Jadi, jumlah sampel minimum yang harus digunakan adalah 4 sampel tiap 

kelompok. 

 

3.6 Alat dan Bahan 

3.6.1 Alat Penelitian 

a. Alat untuk Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami 

1. Pisau (Global eagle) 

2. Panci aluminium 

3. Saringan 

4. Sikat gigi 

5. Ayakan  

6. Kompor (Rinaii) 

7. Blender (Phillips) 

8. Oven (Memmert) 
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b. Alat untuk Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami 

1. Mortar dan stamper 

2. Kaca arloji 

3. Gelas ukur 10ml (Iwaki) 

4. Timbangan (SNUG-300) 

5. Wadah pasta 

c. Alat untuk Sterilisasi 

1. Autoclave (Ependorf) 

d. Alat untuk Persiapan dan Perlakuan Hewan Coba 

1. Timbangan hewan coba 

2. Sonde  

3. Spatula semen  

4. Ekskavator  

5. Glass Plate  

6. Pinset  

7. Gunting  

8. Plastic filling instrument (PFI) 

9. Blade dan Scalpel  

10. Masker (One Med) 

11. Sarung tangan (Maxter) 

12. Stopper sement  

13. Round bur ukuran ¼ (Edenta) 

14. Mikromotor dan low speed contra angle 

15. Liner Applicator  

16. Kandang tikus  

17. Tempat makan tikus  

18. Rat Dental Chair  

19. Cotton pellet  

20. Paper pad 
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e. Alat untuk Pembuatan dan Pewarnaan Jaringan 

1. Mikrotom (Leica RM2135) 

2. Mikroskop binokuler (Olympus, USA)  

3. Object glass dan deck glass (Poly-L-Lysine, Duran Group) 

4. Slide warmer (Tissue-Tek Slide Warmer PS-53) 

5. Waterbath (Memmert) 

6. Automatic tissue prosecor (Tissue-Tek VIP 5Jr) 

7. Kompor listrik 

 

3.6.2 Bahan Penelitian 

a. Bahan untuk Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami 

1. Tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) 

2. Air  

b. Bahan untuk Sterilisasi 

1. Alkohol 70% 

c. Bahan untuk Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami 

1. Serbuk tulang ikan gurami 100% 

2. Plasebo: 

a) Magnesium Carbonat 22gr  

b) Calcium Carbonat 25gr  

c) Gliserin 9ml  

d) Propilen glikol 7ml  

e) Aquadest ad 100gr  

d. Bahan untuk Persiapan dan Perlakuan Hewan Coba 

1. Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) 

2. Makanan tikus wistar jantan  

3. Ketamin  

4. Xylazine 

5. Pasta tulang ikan gurami dengan konsentrasi 75%  

6. Tumpatan sementara (Orafil) 

7. Aquadest steril  
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8. Formalin 10%  

e. Bahan untuk Pembuatan Preparat dan Pewarnaan Jaringan 

1. Asam format 10% 

2. Air 

3. Alkohol 70%, 80%, 95%, 100% 

4. Paraffin  

5. Xylol 

6. Gliserin  

7. Meyer egg albumin  

f. Bahan untuk Pewarnaan Jaringan 

1. H2O2  

2. Phosphate Buffer Saline (PBS) 

3. Antibodi primer Anti-TLR2 (Abbiotec, Cat. No. 251110) 

4. Anti Polivalent DAB (Scy-Tek) 

5. Aquadest  

6. Cat Mayer hematoxylin (counterstain) 

7. Alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, absolut I, II, dan III 

8. Xylol  

9. Entellan  

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Tahap Persiapan Hewan Coba 

a. Sebelum penelitian, dilakukan persiapan pembuatan Ethical clearance di 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.  

b. Adaptasi sampel tikus wistar terhadap lingkungan kandang selama 1 

minggu dengan diberi makan dan air minum setiap hari.  

c. Berat badan tiap sampel tikus ditimbang dan dikelompokan menjadi 3 

kelompok secara acak masing-masing 4 ekor. 
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3.7.2 Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami 

Berikut adalah prosedur pembuatan serbuk tulang ikan gurami yang dibuat 

berdasarkan penelitian Nur dkk. (2018), Putranto dkk. (2015), dan Spiraliga dkk. 

(2017). 

1. Pemisahan dan Pencucian Tulang Ikan Gurami 

Lakukan filet pada ikan gurami menggunakan pisau. Pisahkan sisik dan duri 

tulang ikan gurami tersebut. Setelah dilakukan pemisahan, tempatkan pada saringan 

dan segera cuci tulang ikan dengan air mengalir untuk membersihkan tulang ikan 

dari sisa-sisa daging yang masih menempel.     

2. Perebusan dan Pencucian Tulang Ikan Gurami 

Tulang ikan yang sudah bersih direbus dalam air mendidih menggunakan 

panci aluminium dengan suhu 70˚C-100˚C selama 30 menit (degreasing). 

Perebusan dilakukan untuk memastikan kembali tidak adanya sisa-sisa daging dan 

lemak yang masih menempel pada tulang. Setelah direbus selama 30 menit, segera 

angkat dan tiriskan. Lalu cuci kembali tulang ikan sampai bersih dengan air 

mengalir.  

3. Pengeringan dan Penghalusan Tulang Ikan Gurami 

Tulang ikan yang sudah bersih kemudian dikeringkan menggunakan oven 

pengering selama 48 jam pada suhu 65˚C. Setelah kering, tulang ikan dihaluskan 

menggunakan blender sehingga menjadi serbuk tulang ikan. Selanjutnya ayak 

serbuk tulang ikan menggunakan ayakan. 

 

3.7.3 Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami 

Pembuatan pasta tulang ikan gurami 75% adalah sebagai berikut (Akbari, 

2017; Kurniasari, 2017; Sumarna, 2017).  

a. Timbang serbuk tulang ikan gurami 100% sebanyak 75gr  

b. Campurkan 25gr plasebo dan 75gr serbuk tulang ikan gurami 100% 

(Osphronemus gouramy) hingga didapatkan berat 100gr untuk 

mendapatkan pasta tulang ikan gurami dengan konsentrasi 75%. 
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3.7.4 Tahap Sterilisasi Alat 

Semua alat penelitian yang terbuat dari logam dicuci bersih kemudian 

disterilkan dalam autoclave selama 15 menit pada suhu 120˚ C. Sedangkan alat 

yang terbuat dari plastik disterilkan dengan menggunakan alkohol. 

 

3.7.5 Tahap Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba 

Sebanyak 12 ekor tikus wistar jantan dengan berat 150-200 gram secara 

acak dibagi menjadi 3 kelompok. Setiap kelompok berjumlah 8 ekor tikus.  

a. Kelompok pertama (K1)   

Gigi molar kiri rahang bawah pada tikus tanpa dibur sebagai kelompok 

kontrol untuk melihat adanya ekspresi TLR2 pada kondisi normal. 

b. Kelompok kedua (K2) 

 Tikus dianastesi dengan ketamin dosis 40mg/KgBB secara 

intramuskular ditunggu selama 2 menit kemudian diletakan di Rat 

Dental Chair.  

 Gigi molar kiri rahang bawah pada tikus dibur searah sumbu gigi 

sedalam 0,5mm. Pengeburan dimulai pada oklusal gigi menggunakan 

low-speed contra angle dengan round bur ukuran 1/4 untuk 

menghilangkan bagian enamel gigi sampai menyisakan selapis tipis 

dentin.  

 Kavitas dibersihkan dari sisa serbuk dentin dengan diirigasi 

menggunakan NaOCl 2,5% dan aquadest steril, selanjutnya 

dikeringkan dengan kapas kering steril.  

 Kavitas kemudian ditutup menggunakan tumpatan sementara (Orafil) 

yang diaplikasikan dengan plastic filling instrument atau sonde 

kemudian dimampatkan dengan stopper sement kecil (Akbari, 2017; 

IAS Veterinary Staff, 2014; Nirwana, 2012).  

b. Kelompok ketiga (K3) 

 Tikus pada kelompok ini diberikan perlakuan yang sama seperti 

kelompok kedua (K2) sampai pada tahap kavitas dikeringkan dengan 

kapas kering steril.  
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 Kavitas yang telah kering diberi pasta tulang ikan gurami konsentrasi 

75% dengan menggunakan liner applicator.  

 Kavitas kemudian ditutup menggunakan tumpatan sementara (Orafil) 

yang diaplikasikan dengan plastic filling instrument atau sonde 

kemudian dimampatkan dengan stopper sement kecil (Akbari, 2017; 

IAS Veterinary Staff, 2014; Nirwana, 2012).  

Tiap kelompok dilakukan dekapitasi pada hari ke-4 setelah perlakuan. Tikus 

Wistar jantan dikorbankan lalu didekapitasi pada hari ke-4 karena rerata jumlah 

infiltrasi sel inflamasi (makrofag, limfosit, dan neutrofil) sedang mencapai 

puncaknya (Enggardipta dkk., 2016). Hari ke-4, tikus dianastesi dengan ketamin 

dan xylazine dosis masing-masing 75mg/kgBB dan 10mg/kgBB secara 

intraperitoneal (IAS Veterinary Staff, 2014). Tahap selanjutnya, dilakukan 

dekapitasi dan pemotongan rahang bawah regio molar kiri. Semua sampel jaringan 

dari semua kelompok perlakuan difiksasi menggunakan formalin 10% selama 

minimal 12-18 jam untuk mencegah terjadinya autolisis, mempertahankan 

morfologi, dan mencegah pertumbuhan jamur serta bakteri. Setelah difiksasi 

jaringan dicuci dengan air mengalir. 

 

3.7.6 Pembuatan Preparat Jaringan 

Sampel yang telah dimasukkan ke dalam formalin 10% selanjutnya 

dilakukan dekalsifikasi. Proses dekalsifikasi menggunakan larutan asam format 

untuk menghilangkan garam-garam kalsium dari jaringan tulang dan gigi sebelum 

pemotongan, sehingga tulang dan gigi menjadi lebih lunak dan memudahkan dalam 

pemotongan. Tahap dekalsifikasi sebagai berikut:  

a. Sampel yang telah direndam dalam formalin 10% dicuci dengan air bersih 

yang mengalir pelan selama 30 menit.  

b. Kemudian dimasukkan ke dalam larutan asam format 10% selama 14 hari 

dan dilakukan vibrasi setiap hari agar proses dekalsifikasi merata.  

c. Setelah itu dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa bahan 

dekalsifikasi. (Akbari, 2017; Kurniasari, 2017; Sumarna, 2017).  
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Setelah melalui tahap dekalsifikasi semua sampel rahang yang sudah lunak 

dipotong untuk memperkecil jaringan sehingga menyisakan gigi molar dan jaringan 

periodontal dari tikus. Selanjutnya merupakan tahap pembuatan sediaan histologi.  

Tahapan ini meliputi proses dehidrasi, clearing dan impregnasi, yaitu:  

 Dehidrasi dengan cara merendam dalam alkohol secara bertingkat dengan 

konsentrasi 70%, 80%, 95% I, 95% II, Absolut (100%) I, Absolut (100%) 

II, Absolut (100%) III untuk menghilangkan air dalam jaringan. Pada tiap 

konsentrasi direndam secara berturut-turut selama 60 menit.  

 Tahap berikutnya clearing dengan cara merendam dalam larutan xylol I, 

xylol II, dan xylol III, masing-masing selama 60 menit.  

 Setelah itu dilakukan impregnasi melalui proses infiltrasi parafin dalam 

oven dengan suhu 60˚C, dengan cara bertahap. Sediaan dimasukkan ke 

dalam paraffin murni I, II, dan III masing-masing selama 120 menit 

(Akbari, 2017; Kurniasari, 2017; Sumarna, 2017).  

Setelah melalui proses dehidrasi, clearing, dan impregnasi, tahap 

pembuatan sediaan histologi berikutnya adalah sebagai berikut: 

a. Pembuatan blok (embedding)  

1. Persiapan alat cetak dari logam yang berbentuk balok bersiku yang 

ditempatkan di atas permukaan kaca. Alat cetak diolesi dengan gliserin 

untuk mempermudah pemisahan alat cetak dengan blok paraffin yang 

telah setting.  

2. Parafin cair disiapkan dalam wadah, paraffin cair ini digunakan untuk 

embedding.  

3. Parafin cair untuk embedding dituangkan ke dalam cetakan hingga 

penuh setinggi permukaan, lalu jaringan ditanamkan pada posisi yang 

sesuai dan diusahakan jaringan menempel pada dasar cetakkan dalam 

kondisi rata.  

4. Bila paraffin sudah mengeras, cetakkan dilepaskan dan blok paraffin 

diberi label dan siap dilakukan pemotongan. (Akbari, 2017; Kurniasari, 

2017; Sumarna, 2017).  
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b. Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom  

1. Blok paraffin diletakkan pada mikrotom.  

2. Pisau mikrotom harus dalam keadaan bersih, kemudian memasang 

pisau mikrotom pada posisinya.  

3. Mengatur ketebalan sayatan antara 4-6 mikron dengan arah 

bukolingual.  

4. Memindahkan hasil sayatan yang berupa pita tipis dari mikrotom 

menggunakan kuas ke atas permukaan air dalam waterbath dengan 

temperatur 56ºC-58ºC agar sayatan jaringan dapat mengembang dan 

terpisah satu sama lainya.  

5. Hasil sayatan dipindahkan dari waterbath ke atas object glass yang telah 

diolesi meyer albumin menggunakan kuas dan diberi label sesuai dengan 

label jaringan yang dipotong.  

Sediaan jaringan dibiarkan kering diatas object glass dan dipanaskan dengan 

slide warmer suhu 30ºC-35ºC selama minimal 12 jam dan selanjutnya dilakukan 

tahap pengecatan jaringan (Akbari, 2017; Kurniasari, 2017; Sumarna, 2017). 

 

3.7.7 Imunohistokimia 

Berikut adalah tahap pewarnaan jaringan menggunakan metode 

imunohistokimia. 

1. Deparafinisasi dan rehidrasi bagian jaringan. 

a. Proses deparafinasi dilakukan dengan cara merendam object glass 

dalam larutan xylol I, xylol II, dan xylol III, masing-masing selama 

3 menit.  

b. Selanjutnya adalah proses rehidrasi dengan cara merendam object 

glass dalam alkohol dengan konsentrasi absolut (100%) I, absolut 

(100%) II, alkohol 95% I dan alkohol 95% II. Perendaman pada 

masing-masing konsentrasi direndam secara berturut-turut selama 3 

menit.  
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2. Mengurangi enzim peroksidase endogen menggunakan H2O2 sebanyak 

0.3 ml (disiapkan sesaat sebelum gelas objek dimasukkan) kemudian 

preparat dicelupkan ke dalam larutan selama 10-15 menit.  

3. Lakukan pencucian menggunakan PBS masing-masing 4 kali selama 5 

menit. Permukaan preparat di sekitar jaringan dikeringkan 

menggunakan tisu namun jaringan tidak dibiarkan kering. 

4. Gunakan Super Block (tutup biru), dan inkubasi selama 8 menit pada 

suhu kamar.  

5. Lakukan pencucian menggunakan PBS masing-masing 1 kali selama 5 

menit.   

6. Gunakan antibodi primer Anti-TLR2 (1:300) dan inkubasi selama 24 

jam.   

7. Lakukan pencucian menggunakan PBS masing-masing 4 kali selama 5 

menit.   

8. Gunakan satu tetes UltraTek Anti-Polyvalent (tutup kuning), dan 

inkubasi selama 10 menit pada suhu kamar.   

9. Lakukan pencucian menggunakan PBS masing-masing 4 kali selama 5 

menit.  

10. Gunakan satu tetes UltraTek HRP (tutup merah), dan inkubasi selama 

10 menit pada suhu kamar.   

11. Lakukan pencucian menggunakan PBS masing-masing 4 kali selama 5 

menit.  

12. Tambahkan 4 tetes DAB Chromogen ke DAB Substrate, campur 

dengan cara diaduk dan aplikasikan ke jaringan.  Inkubasi selama 5-15 

menit.  

13. Kemudian preparat dicuci dengan PBS sebanyak 4 kali masing-masing 

selama 5 menit, lalu dicuci dengan aquadest selama 5 menit. 

14. Cat Mayer hematoxylin (counterstain) ditambahkan ke preparat, 

kemudian diinkubasi selama 1 menit, dicuci dengan aquadest selama 

10 menit, dan dikeringkan. 
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15. Proses selanjutnya adalah dehidrasi pada alkohol bertingkat 70%, 80%, 

90%, 95%, absolut I, II, dan III. Kemudian dilanjutkan penjernihan 

dengan xylol I, II, dan III selama 1 menit, dikeringkan dan dibersihkan. 

16. Proses pewarnaan diakhiri dengan mounting (penutupan dengan cover 

glass) menggunakan entellan. Kemudian dilakukan pemberian label 

pada preparat histologinya. Preparat yang telah selesai diwarnai 

kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya. 

 

3.7.8 Pengamatan Ekspresi TLR2 

Ekspresi TLR2 akan diamati dengan menggunakan uji imunohistokimia 

yang apabila terekspresi akan tampak sitoplasma berwarna kecoklatan yang diamati 

dibawah mikroskop perbesaran 1000x dengan dibagi menjadi empat lapang 

pandang (Kusumawardani dkk., 2013; Meizarini dkk., 2016).  

 

3.8 Analisis Statistik 

Data penelitian yang telah diperoleh diuji normalitasnya menggunakan uji 

Shapiro-Wilk dan di uji Levene’s untuk menguji homogenitasnya. Dilanjutkan uji 

parametrik menggunakan One Way ANOVA dengan tingkat kepercayaan 95% 

(α=0,05) dan dilanjutkan dengan uji LSD (Least Significance Difference) dengan 

tingkat kepercayaan 95% (α=0,05) untuk mengetahui kelompok mana saja yang 

memiliki perbedaan bermakna. 
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3.9 Alur Penelitian 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Pembuatan Ethical Clearance 

Pembuatan Serbuk Tulang 

Ikan Gurami 
Persiapan Hewan Coba, Alat, 

dan Bahan 

Pembuatan Pasta Tulang Ikan 

Gurami 

12 ekor Tikus Wistar Jantan 

Adaptasi selama 7hari, 

ditimbang berat badan, dan 

dibagi menjadi 3 kelompok 

Kelompok K2 

4 ekor 

Kelompok K3 

4 ekor 

Gigi molar kiri 

rahang bawah 

pada tikus dibur 

untuk dibuat 

kavitas klas I, 

kemudian ditutup 

dengan 

tumpatan 

sementara 

(Orafil). 

Gigi molar kiri 

rahang bawah pada 

tikus dibur untuk 

dibuat kavitas klas I, 

dilakukan 

pemberian pasta 

tulang ikan gurami 

75%, 

ditutup dengan 

tumpatan sementara 

(Orafil). 

Tikus dikorbankan diambil rahang dan giginya pada hari ke 4  

Pemrosesan jaringan (pembuatan preparat histologi) 

Menganalisis ekspresi TLR2 dengan teknik imunohistokimia 

 

Analisis Data 

 

Kelompok K1 

4 ekor 

Gigi molar kiri 

rahang bawah 

pada tikus tidak 

dibur. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 

pemberian pasta tulang ikan gurami (Osphronemus gouramy) dapat menghambat 

ekspresi TLR2 pada jaringan pulpa gigi. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan 

penulis adalah sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai ketahanan umur simpan 

dari pasta tulang ikan gurami. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh pemberian 

pasta tulang ikan gurami terhadap induksi bakteri. 

3. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan perbandingan hari 

yang berbeda. 

4. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan pasta tulang 

ikan gurami sebagai bahan pulp capping. 
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LAMPIRAN 

 

 

A. Ethical Clearance 
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B. Surat Keterangan Analisa Hewan 
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C. Surat Ijin Penelitian 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


54 

 

 
 

D. Data Hasil Perhitungan Jumlah Rata-rata Sel inflamasi  

KELOMPOK TIKUS LAPANG PANDANG JML RATA 

LP LP1 LP2 LP3 LP4 

K1 

1 0 3 0 1 4 

2,5 
2 2 0 0 0 2 

3 1 1 1 0 3 

4 0 0 0 1 1 

P1 

1 2 6 0 6 14 

13,25 
2 6 2 1 3 12 

3 4 4 2 3 13 

4 4 3 6 1 14 

P2 

1 1 0 3 4 8 

8,75 
2 3 0 1 3 7 

3 1 1 1 5 8 

4 6 1 2 3 12 
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E. Uji Normalitas dan Homogenitas  

E.1 Uji Normalitas Data 

 

Tests of Normality 

 

KELOMPOK 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

SEL K1 .151 4 . .993 4 .972 

P1 .283 4 . .863 4 .272 

P2 .382 4 . .801 4 .103 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

E.2 Uji Homogenitas Data 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

SEL Based on Mean 1.286 2 9 .323 

Based on Median .180 2 9 .838 

Based on Median and with 

adjusted df 

.180 2 4.002 .842 

Based on trimmed mean 1.053 2 9 .388 
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F. Uji Parametrik One Way ANOVA dan LSD 

F.1 One Way ANOVA 

 

Descriptives 

SEL   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

K1 4 2.5000 1.29099 .64550 .4457 4.5543 1.00 4.00 

P1 4 13.2500 .95743 .47871 11.7265 14.7735 12.00 14.00 

P2 4 8.7500 2.21736 1.10868 5.2217 12.2783 7.00 12.00 

Total 12 8.1667 4.82104 1.39171 5.1035 11.2298 1.00 14.00 

 

 

ANOVA 

SEL   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 233.167 2 116.583 46.633 .000 

Within Groups 22.500 9 2.500   

Total 255.667 11    

 

F.2 Uji LSD 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   SEL   

LSD   

(I) KELOMPOK 

(J) 

KELOMPOK 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

K1 P1 -10.75000* 1.11803 .000 -13.2792 -8.2208 

P2 -6.25000* 1.11803 .000 -8.7792 -3.7208 

P1 K1 10.75000* 1.11803 .000 8.2208 13.2792 

P2 4.50000* 1.11803 .003 1.9708 7.0292 

P2 K1 6.25000* 1.11803 .000 3.7208 8.7792 

P1 -4.50000* 1.11803 .003 -7.0292 -1.9708 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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G. Foto Hasil Penelitian 

G.1 Bahan dan Alat Pembuatan Serbuk dan Pasta Tulang Ikan Gurami 

Bahan Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami 

   
Tulang ikan gurami 

Bahan Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami 

   

       

Keterangan:    

A. Calcium carbonat 25gr   F.   Aquadest ad 100gr  

B. Magnesium carbonat 22gr 

C. Serbuk tulang ikan gurami 100% 

D. Gliserin 9ml 

E. Propilen Glikol 7ml 

A B C 

D E F 
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Alat Pembuatan Serbuk Tulang Ikan Gurami 

          

         

Keterangan: 

A. Pisau 

B. Kompor 

C. Blender 

D. Ayakan 

E. Sikat gigi 

F. Oven 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

E F D 
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Alat Pembuatan Pasta Tulang Ikan Gurami 

        

 

       

 

Keterangan: 

A. Mortar dan stamper 

B. Kaca arloji 

C. Gelas ukur 10ml 

D. Timbangan 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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G.2 Bahan dan Alat Perlakuan Hewan Coba 

Bahan Perlakuan Hewan Coba 

      

 

Keterangan: 

A. Aquadest steril  

B. Alkohol 70% 

C. Pasta tulang ikan Gurami 75%  

D. Xylazin (Xxyla, Interchemie) 

E. Ketamin (KTM-100) 

F. Tumpatan sementara (Orafil) 

G. NaOCl 2,5% 

 

Alat Perlakuan Hewan Coba  

   

A 

B 

C 

D

4 

E

5 
F 

G 

A 

B 

C 
D 

E 
F 

G 
H I 

J K L M N 
O 

P 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


61 

 

 
 

   

 

  

Keterangan:  

A. Glass plate 

B. Gunting 

C. Cotton pellet 

D. Cotton roll 

E. K-file endodontik No.15 

F. Round bur ukuran ¼ 

G. Syiringe irigasi 

H. Pinset 

I. Sonde half moon 

J. Ekskavator 

K. Liner Aplicator 

L. Spatula semen 

M. Sonde lurus 

N. Stopper sement 

O. Plastic Filling Instrument (PFI) 

P. Papper pad 

Q. Syiringe anastesi 

R. Mikromotor (STRONG 204) dan Low speed contra angle (NSK EX-203C) 

S. Rat dental chair 

 

Q 

R 

S 
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G.3 Bahan dan Alat Pembuatan dan Pewarnaan Jaringan 

Bahan Pembuatan dan Pewarnaan Jaringan 

 

 

Keterangan: 

1) Etanol absolut 

2) Formid acid (Merck) 

3) Entelan (Merck KGaA) 

4) Xylol  

5) Alkohol 95% 

6) Antibodi sekunder (SensiTek HRP (DAB) Anti-Polyvalent, ScyTek) 

7) Object glass (Poly-L-Lysine Coated Slides, Cat. # 63410-01) 

8) Glass cover 

9) Cat Mayer Hematoxylin (ScyTek) 

10) Antibodi primer Anti-TLR2 (Abbiotec, Cat. No. 251110) 

 

 

 

10 
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Alat Pembuatan dan Pewarnaan Jaringan 

   

 

   

 

    

A 

B 

C 

D 

E 
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Keterangan: 

A. Mikrotom (Leica RM2135) 

B. Slide warmer (Tissue-Tek Slide Warmer PS-53) 

C. Waterbath (Memmert) 

D. Kompor listrik 

E. Automatic tissue prosesor (Tissue-Tek VIP 5Jr.) 

F. Mikroskop Binokuler (Olympus CX21) 

G. Oven (Memmert)  

 

 

 

 

 

 

 

G 

F 
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H. Proses Persiapan dan Perlakuan Hewan Coba 

      

 

       

 

 

Keterangan: 

A. Adaptasi hewan coba 

B. Menimbang hewan coba 

C. Anastesi intramuskular pada hewan coba 

D. Mengukur kedalaman bur 

E. Preparasi gigi molar satu rahang bawah kiri pada hewan coba 

F. Irigasi gigi molar satu rahang bawah kiri pada hewan coba 

G. Aplikasi pasta tulang ikan gurami dan tumpatan sementara 

 

 

A B C 

D E F 

G 
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I. Proses Pembuatan dan Pewarnaan Jaringan 

     

 

       

 

 

Keterangan: 

A. Dekapitasi 

B. Persiapan jaringan 

C. Pemotongan jaringan 

D. Pewarnaan jaringan 

E. Pengamatan preparat jaringan 

 

A B 

C D 

E 
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J. Hasil Pengamatan Histologis 

Kelompok Kontrol Negatif (K1) 
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Kelompok Kontrol Positif (K2) 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


69 

 

 
 

Kelompok Pasta Tulang Ikan Gurami (K3) 
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