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LAPORAN PENELITIAN

Bioviabilitas Ekstrak Gracilaria sp terhadap
Stem Sel Mesenkimal sebagai Terapi
Adjuvant Periodontitis

(The Bioviabilitas of Gracilaria sp Extract Againts
Mesenchymal Stem Cell as Adjuvant Therapy of Periodontitis)

Talsha Irzaputri A*, Yoifah Rizka **, Sarianoferni***
*Kedokteran Gigi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah
**Periodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah
***Radiologi Kedokteran Gigi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah

ABSTRACT

Background: Gracilaria Seaweed extracts are known to have an antibacterial content that
can inhibit the growth of Porphyromonas gingivalis bacteria. P.Gingivalis are dominant in
chronic periodontitis as a cause of periodontal tissue damage that can be inhibited by using
materials that contain antibacterial effect. Terms of materials to be applied in the oral cavity
must be biocompatible, through toxicity tests, one with bioviability test. In this study
bioviability test performed on media mesenchymal stem cells. Purpose: To determine
bioviability Gracilaria seaweed extract against mesenchymal stem cells as adjuvant therapy
of periodontitis. Materials and Methods: study design was post test only control group
design. Mesenchymal stem cells in 96 wells were divided into a control group of cells (h=6),
media controls (n=6), and treatment (n=6). The treatment group was given Gracilaria
seaweed extract with a concentration of 2.5%, 5%, 10%, 20% and 40%. Stem cells were
incubated 24 hours before and after treatment. Once given MTT, optical density read with an
ELISA reader then calculated the percentage of living cells. Toxic material when living cells
<50% and not toxic when living cells >50%. Living cell data were analyzed by statistical test
Kruskal Wallis and Man Whitney. Result: Viability cell at 2.5% concentration is 68.59%, 5%
concentration = 29.67%, 10% concentration = 4.43%, 20% concentration = 2.5% and 40%
concentration = 0.96 %. Conclusion: Extract of seaweed Gracilaria proven not toxic at 2.5%
concentration and proved toxic at 5%, 10%, 20% and 40% concentration

Keywords: Bioviability, Gracilaria sp, mesenchymal stem cell

Correspondence: Yoifah Rizka, Department of Periodontology, Faculty of Dentistry, Hang
Tuah University, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Phone 031-5912191, Email:
yoi.riez@yahoo.co.id
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ABSTRAK

Latar belakang: Ekstrak rumput laut Gracilaria diketahui memiliki sifat antibakteri yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Porphyromonas Gingivalis. P.Gingivalis
dominan pada periodontitis kronis sebagai penyebab kerusakan jaringan periodontal yang
dapat dihambat dengan menggunakan bahan yang mengandung efek anti bakteri. Syarat
bahan untuk dapat diaplikasikan dalam rongga mulut harus bersifat biokompatibel, melalui
uji toksisitas, salah satunya dengan uji bioviabilitas. Pada penelitian ini uji bioviabilitas
dilakukan pada media stem sel mesenkimal. Tujuan: Untuk mengetahui bioviabilitas ekstrak
rumput laut Gracilaria terhadap stem sel mesenkimal sebagai terapi adjuvant periodontitis.
Bahan dan Metode: Rancangan penelitian adalah post test only control group design. Stem
selmesenkimal dalam 96 sumuran dibagi menjadi kelompok kontrolsel (n=6), kontrol media
(n=6), dan perlakuan (n=6). Kelompok perlakuan diberi ekstrak rumput laut Gracilaria
dengan konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20% dan 40%. Stemsel diinkubasi 24 jam sebelum dan
sesudah perlakuan. Setelah diberi MTT, opticaldensity dibaca dengan ELISA reader lalu
dihitung persentasesel yang hidup. Bahan bersifat toksik bila sel hidup <50% dan tidak toksik
bila sel hidup >50%. Data sel yang hidup tersebut dianalisa dengan uji statistik Kruskal
wallis dan Man Whitney. Hasil: Viabilitas sel pada konsentrasi 2,5% adalah 68,59%,
konsentrasi 5% = 29,67%, konsentrasi 10% = 4,43%, konsentrasi 20% = 2,5% dan
konsentrasi 40% = 0,96%. Simpulan: Ekstrak rumput laut Gracilaria terbukti tidak toksik
pada konsentrasi 2,5% dan terbukti toksik pada konsentrasi 5%, 10%, 20% dan 40%.

Keywords: Bioviabilitas, Gracilaria sp, stem sel mesenkimal
Korespondensi: Yoifah Rizka W,Bagian Periodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas

Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 031-5912191, Email:
yoi.riez@yahoo.co.id

PENDAHULUAN Terapi periodontal dapat dilakukan

dengan cara bedah dan non-bedah.

Penyakit periodontal merupakan
masalah kesehatan gigi dan mulut yang
masih dialami masyarakat awam. Di
Surabaya  khususnya, dari 59
puskesmas terjadi 2,98% kasus pada
tahun 2011 (Diskes Surabaya, 2011).
Hal ini disebabkan oleh kurangnya
tingkat kesadaran menjaga kebersihan
rongga mulut. Periodontitis merupakan
keradangan pada jaringan periodontal
yang disebabkan oleh mikroorganisme
spesifik.  Salah  satu  Klasifikasi
periodontitis ialah periodontitis kronis.
Periodontitis kronis merupakan bentuk
yang paling umum dari periodontitis,
yang disebabkan oleh bakteri plak,
salah satu bakteri yang paling banyak
ditemui pada periodontitis kronis
adalah Porphyromonas gingivalis.

Terapi non-bedah merupakan prosedur
perawatan periodontal yang bertujuan
untuk menghilangkan faktor penyebab
dan faktor yang dapat menambah
keparahan penyakit gingiva dan
periodontal dengan kontrol plak,
scaling, root planing, dan pemberian
antimikroba atau antibiotik.*

Terapi alternatif pada penyakit
periodontal perlu dilakukan sebab
terapi mekanis yaitu scaling dan root
planing saja diangggap belum berhasil
untuk menghilangkan jumlah koloni
bakteri spesifik, sehingga diperlukan
pemberian antibiotik sistemik atau
lokal.? Penggunaan antibiotik jangka
panjang dapat menimbulkan beberapa
efek hipersensitivitas, reaksi toksik,
dan banyak bakteri yang resisten
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terhadap antibiotik,® yang
mengakibatkan keterbatasan
penggunaannya dalam terapi sehingga
diperlukan obat alternatif untuk terapi
penyakit periodontal yang memiliki
efek antibakteri yang tidak
menimbulkan efek samping bagi
penderita dengan penggunaan jangka
panjang dan dapat langsung bekerja
pada daerah sasaran.

Dalam bidang medis,
pengobatan bisa didapat dari berbagai
macam jenis sumber daya hayati salah
satunya adalah Gracilaria sp. yang
merupakan salah satu jenis dari rumput
laut.Gracilaria termasuk golongan
alga merah (Rhodophycaea) yang
banyak dimanfaatkan dan bernilai
ekonomis.* Menurut penelitian
Siregar,(2012) ekstrak  Gracilaria
memiliki kandungan senyawa bioaktif
antibakteri yaitu alkaloid, flavonoid
dan steroid yang dapat menghambat

pertumbuhan bakteri Pseudomonas
aueruginosa, Staphylococcus
epidermidis. Melki, (2011)
membuktikan bahwa ekstrak
Gracilaria dapat menghambat
pertumbuhan  bakteri E.coli dan

S.aureus pada konsentrasi 0,05%, 1%,
5%, 10%, dengan konsentrasi hambat
minimum  0,05%.° Penelitian oleh
Talib (2014) membuktikan bahwa
ekstrak rumput laut Gracilaria sp
dapat menghambat  pertumbuhan
bakteri  Porphyromonas gingivalis
pada konsentrasi 0,05%, 1%, 5%,
10%, yang menunjukan semakin besar

konsentrasi ekstrak Gracilaria
semakin besar daya hambatnya
ternadap  bakteri  Porphyromonas
gingivalis.®

Ekstrak rumput laut Gracilaria
ini mempunyai  potensi  untuk
dikembangkan sebagai terapi adjuvant
pada kelainan periodontal, namun
untuk dapat diaplikasikan di dalam
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rongga mulut suatu bahan kedokteran
gigi harus di uji toksik terlebih dahulu.
Bahan-bahan kedokteran gigi harus
biokompatibel vyaitu tidak memiliki
efek toksik atau efek merugikan pada
fungsi biologis.” Uji viabilitas sel
merupakan bagian dari uji toksisitas
yang digunakan untuk mengetahui
kemampuan suatu bahan kimia, toksin
natural, dan sel mediator imun untuk
membunuh suatu sel.® ° Pengkajian
toksisitas suatu zat diperlukan untuk
menetapkan potensi suatu zat sebagai
racun.’®  Maka  penelitian ini
merupakan penelitian lanjutan untuk
melihat jumlah sel yang hidup dari
pemberian ekstrak Gracilaria.

Uji bioviabilitas dilakukan pada
mesenchymal stem cells. Mesenchymal
stem cells dapat digunakan untuk
menguji obat baru dan untuk menguji
toksisitas,'!  sebab  stem  sel
mesenkimalbersifat belum
berdiferensiasi (undifferentiated),
mampu berproliferasi (self renewal)
dan dapat berdiferensiasi menjadi sel-
sel tubuh yang dibutuhkan.'?

Berdasarkan  penelitian ~ Talib
(2014) didapatkan zona hambat
terhadap  bakteri  Porphyromonas
gingivalis yaitu 7,372mm (0,05%),
7,95mm (1%), 11,57mm (5%), dan
13,86mm  (10%)%.  Dibandingkan
dengan kontrol positif (tetrasiklin)

yaitu 40,868 mm. Hal tersebut
menunjukan kecenderungan bahwa
semakin besar konsentrasi ekstrak

Gracilaria maka semakin besar daya

hambatnya terhadap bakteri
Porphyromonas  gingivalis.  Oleh
karena itu peneliti  menggunakan

konsentrasi mulai 2,5%, 5%, 10%, dan
ditingkatkan menjadi 20%, dan 40%,
konsentrasi  tersebut didapat dari
pengenceran dua  Kalilipat dan
diharapkan agar hasil dari konsentrasi
tersebut dapat mendekati kontrol
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positif  (tetrasiklin) dan semakin
menghambat  pertumbuhan  bakteri
Porphyromonas  gingivalis.  Hasil
penelitian  ini  diperlukan  untuk

mengetahui efek toksik yang mungkin
ada dalam Gracilaria, jika Gracilaria
terbukti aman dan tidak menimbulkan
efek toksik pada jaringan yang normal,
maka ekstrak Gracilaria dapat
dikembangkan sebagai bahan alternatif
terapi pada pengobatan penyakit
periodontal.

BAHAN DAN METODE

Penelitian pembuatan ekstrak
Gracilaria di lakukan di Laboratorium
fitokimia Fakultas Farmasi Universitas
Surabaya (UBAYA) dan perlakuan
terhadap mesenchymal stem cellsdi
lakukan di Laboratorium stem cell di
Institute of Tropical Disease Centre
Universitas  Airlangga  Surabaya.
Rumput laut jenis spesies Gracilaria
dikeringkan dibawah panas matahari
selama 4 hari dengan suhu yang stabil.
Sampel yang telah kering (simplisia)
dipotong-potong kemudian dihaluskan
dengan menggunakan blender hingga
menjadi serbuk simplisia. Simplisia
ditimbang sebanyak 50 gram dan
dimasukkan ke dalam  tabung
elenmeyer. Lalu dilakukan
perendaman (maserasi) dengan larutan
metanol 70% sebanyak 100ml dan
direndam selama 2 hari. Larutan
disaring menggunakan kertas saring
dan dikeringkan di atas pemanas listrik
hingga terbentuk ekstrak kental. Media
mesenchymal stem cells dalam 96
sumuran dibagi menjadi kelompok
kontrolsel (n=6), kontrol media(n=6),
danperlakuan (n=6). Kelompok sel
merupakan sedian dari mesenchymal
stem cellsdan kelompok media
merupakan sediaan alpha MEM,
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kelompok perlakuan diberi ekstrak
rumput laut Gracilaria dengan
konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20% dan
40%, konsentrasi tersebut didapat dari

pengenceran dengan media alpha
MEM. Kemudian dilakukan uji
bioviabilitas dan  dibaca nilai

absorbansinya secara spektrofotometri
menggunakan ELISA reader pada
panjang gelombang 620 nm.Nilai
optical density (absorbansi) masing-
masing sampel pada setiap konsentrasi
terhadap nilai  kontrol dilakukan
perhitungan nilai rata-rata presentase
sel-sel yang hidup.

HASIL

Data viabilitas sel dari ekstrak
Gracilaria  terhadap  stem  sel
mesenkimal berdistribusi tidak normal
(uji Shapiro-Wilk didapatkan p>0.05)
dan antar kelompok memiliki variansi
yang tidak homogen (Levene’s test
p=0.000), data tidak berdistribusi
secara tidak normal  sehingga
dilakukan wuji non parametrik yaitu
Kruskal Wallis dengan hasil p<0,05
yang  menunjukan  bahwa ada
perbedaan  viabilitas sel  yang
bermakna antar kelompok perlakuan.
Untuk melihat perbedaan viabilitas sel
pada masing-masing kelompok, data
kelompok perlakuan dilakukan uji
Man Whitney dengan pemaknaan
p<0,05 menunjukan bahwa terdapat

perbedaan yang bermakna antar
kelompok media dengan semua
kelompok perlakuan, kelompok sel

dengan kelompok konsentrasi 2,5%;
5%; 10%, konsentrasi20% dengan
semua perlakuan, konsentrasi 5%
dengan semua perlakuan, konsentrasi
10% dengan 40%, dan konsentrasi
20% dengan 40% (p= 0,004). Dari
hasil perhitungan ELISA Reader
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didapatkan pengukuran jumlah sel
yang hidup dari konsentrasi 2,5%, 5%,

10%, 20%, 40% menunjukan
hasil rerata jumlah sel hidup 0,379,

0,179, 0,04, 0,036, 0,028, dan
didapatkan hasil presentase jumlah sel
hidup dari  perhitungan  dengan
menggunakan rumus viabilitas sel

yaitu 68,59%, 29,67%, 4,43%, 2,5%
dan 0,96%. Dari presentase jumlah sel
yang hidup dapat dikatakan semakin
tinggi presentase konsentrasi ekstrak
Gracilaria semakin rendah jumlah sel
hidup.

Tabel 1, Tabel Hasil uji statistik
deskriptif
kelompok N R pavias
Pl 6 0,543 0,027
P2 67 0,024 0,003
P3 6 0,380 0,0029
P4 6 0,178 0,014
P5 6 0,047 0,005
P6 6 0,037 0,04
P7 6 0,029 0,005

. RATA-RATA JUMLAH SEL
0543 HIDUP

0.38

©
~

0.2 0.178
0.047 0.029

'FO rerata mesenchymal stem cells hidup
o
o
N
D

Media dan Perlakuan

Gambar 2. Grafik rata-rata Viabilitas Sel
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PEMBAHASAN

Penyakit periodontal merupakan
suatu respon inflamasi karena adanya
infeksi ~ bakteri  pada  jaringan
pendukung gigi yang melekat lama
pada jaringan periodontal sehingga
terbentuk biofilm plak.!® Periodontitis
merupakan keradangan pada jaringan
periodontal yang disebabkan oleh
mikroorganisme spesifik. Salah satu
klasifikasi periodontitis adalah
periodontitis  kronis.  Periodontitis
kronis merupakan bentuk yang paling
umum dari  periodontitis, yang
disebabkan oleh bakteri plak, salah
satu bakteri yang paling banyak
ditemui pada periodontitis kronis
adalah Porphyromonas gingivalis. *

Eliminasi  bakteri  penyebab
mencakup kontrol plak, scaling, root
planing, dan pemberian antibiotika.
Pemberian antibiotika perlu dilakukan
karena perawatan secara mekanis yaitu
scaling dan root planing dikatakan
belum  berhasil karena terdapat
mikroorganisme spesifik. Antibiotika
dapat menjadi terapi tambahan pada
terapi mekanik periodontal,* namun
penggunaan antibiotik jangka panjang
dapat menimbulkan beberapa efek
hipersensitivitas, reaksi toksik, dan
dengan banyaknya bakteri yang
resisten terhadap antibiotik,® sehingga
pada penelitian ini dipilih ekstrak
Gracilaria sebagai terapi tambahan
untuk mengurangi efek resistensi dari
antibiotik karena ekstrak Gracilaria
tersebut memiliki sifat antibakteri.

Gracilaria memiliki komponen
kimia vyaitu karbohidrat, protein,
lemak, serat kasar, abu, mineral yang
meliputi kalsium, fosfor, natrium dan
zat besi. Selain itu terdapat vitamin
B1, B2 dan Vitamin C.!® Selain itu
pada rumput laut Gracilaria memiliki
kandungan karoten, dimana karotenoid
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memiliki fungsi biologis yang sangat
penting sebagai antioksidan, dan
imunostimulator yang dapat mencegah
penyakit, anti-inflamasi, anti stres, anti
penuaan diri, dan pelindung kulit dari
sinar ultraviolet. Gracilaria juga
memiliki  kemampuan  menagkap
radikal bebas atau antiradical®’.
Gracilaria ~ memiliki kandungan
senyawa bioaktif antibakteri yaitu
alkaloid, flavonoid, dan steroid yang
dapat menghambat  pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aueruginosa,
Staphylococcus epidermidis.®

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah mesenchymal
stem cells. Stem cell adalah sel yang
menjadi awal mula dari pertumbuhan
sel lain yang menyusun keseluruhan
tubuh organisme, termasuk manusia.?
Teknik jaringan menggunakan
mesenchymal stem cells adalah pilihan
terapeutik dengan beberapa
keunggulan, Mesenchymal stem cells
memiliki kualitas regenerasi tinggi
jaringan yang rusak tanpa membentuk
jaringan fibrous dan resiko rendah
terhadap penolakan autoimun,
mesenchymal  stem  cells dapat
berdiferensiasi menjadi mesodermal,
endodermal, dan ektodermal, oleh
karena itu mesenchymal stem cells
merupakan sumber daya yang baik
untuk rekayasa jaringan.t®
mesenchymal stem cells merupakan sel
yang multipoten sehingga dapat
berdiferensiasi menjadi golongan yang
sama dan dapat berdiferensi menjadi
penyusun jaringan periodontal.*2

Penelitian ini menggunakan uji
bioviabilitas yang merupakan bagian
dari uji toksisitas yang digunakan
untuk mengevaluasi secara biologi
efek suatu material kedokteran gigi
yang diperlukan secara langsung
terhadap jaringan dalam kultur sel
untuk prosedur skrining standar yang
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direkomendasikan ~ yang  menjadi
perhatian utama pada sifat iritasi
lokal.® Uji toksisitas ialah uji untuk
menetukan suatu bahan memiliki
potensi menjadi toksik pada organisme
biologis dan sejauh mana efeknya.®

Pada hasil penelitian
menunjukan bahwa terdapat perbedaan
signifikan dari jumlah sel yang hidup
antara kelompok perlakuan kecuali
kelompok  kontrol  sel  dengan
konsentrasi 2,5% dan 40% ini
disebabkan karena ekstrak Gracilaria
memiliki kandungan beberapa bahan
aktif yaitu senyawa alkaloid, flavonoid
yang Dbersifat sitotoksik, dimana
semakin tinggi konsentrasi maka
semakin banyak kandungan alkaloid
dan flavonoid yang terdapat pada
Gracilaria dan menyebakan rendahnya
jumlah sel yang hidup.

Senyawa alkaloid memiliki efek
farmakologi pada manusia dan hewan
sebagai zat antibakteri. Ini disebabkan
karena alkaloid mempunyai
kemampuan  dalam  menghambat
biosintesis dinding sel, hal ini dapat
mengakibatkan metabolisme bakteri
terganggu. Dan juga dapat merusak
komponen penyusun peptidoglikan
pada sel bakteri, sehingga
menyebabkan kematian sel bakteri
pada sel tersebut.?® Senyawa alkaloid
dapat menyebabkan DNA intercalase
yang akan menghambat proses
transkripsi dan replikasi DNA serta
proses proliferasi sel dan akhirnya
menyebabkan kematian sel,?! senyawa
flavonoid  memiliki kemampuan
menghambat  pertumbuhan  bakteri
dengan beberapa mekanisme yang
berbeda, antara lain  flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan
permeabilitas dinding bakteri,
mikrosom, dan lisosom sebagai hasil
interasksi antara flavonoid dengan
DNA bakteri, mekanisme lainnya yaitu
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gugus hidroksil yang terdapat pada
struktur senyawa flavonoid
menyebabkan perubahan  komponen
organik dan transpor nutrisi yang
akhirnya akan mengakibatkan
timbulnya efek toksik terhadap
bakteri.?> Senyawa flavonoid dapat
menghambat aktivitas DNA
topoisomerase di dalam nukleus.
Topoisomerase yang dihambat dapat

menyebabkan proses replikasi,
transkripsi, rekombinasi DNA
terhambat. Hal ini menyebabkan

proliferasi sel terhambat dan akan
menyebabkan kematian sel.?* 24

Dengan demikian dapat
disimpulkan bahwa ekstrak Gracilaria
dengan  konsentrasi  2,5% tidak

memiliki sifat toksik terhadap stem sel
mesenkimal dan bersifat toksik pada
konsentrasi 5%, 10%, 20%, 40%. Hal
ini menunjukan kecenderungan bahwa
semakin tinggi konsentrasi semakin
banyak kandungan alkaloid dan
flavonoid, sehingga mengakibatkan
semakin besar pula efek toksik
terhadap stem sel mesenkimal yang
menyebabkan rendahnya viabilitas sel.

SIMPULAN

Ekstrak  Gracilaria memiliki
bioviabilitas terhadap mesenchymal
stem cellspada konsentrasi 2,5%., dan
tidak memiliki bioviabilitas terhadap
mesenchymal  stem  cells pada
konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40%.
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ABSTRACT

Background: Alveolar osteitis was one complication after tooth extraction. This condition
remains a common post operative problem that results in severe pain and inhibit socket
healing. Nannochloropsis oculata’s extract contains alkaloids, carotenoids, flavonoids,
terpenoids and tocopherols that could accelerate the wound healing process. Purpose:
Examine the effectivity of Nannochloropsis oculata extract to the increased density of
collagen in alveolar osteitis healing process. Materials and Methods: This research design
was post-test only control group design, using 64 male Wistar rats then divided into two
major groups. Group 1 (irrigation) and group 2 (dressing). In each group contains a negative
control group (irrigation PBS or dressing PBS), positive control group (irrigation Saline
0,9% or dressing Alvogyl), and the treatment group (irrigation or dressing used
Nannochloropsis oculata extract 2,5% and 5%). After treatment on the 3rd and 7th day, rats
were euthanazied than collagen density was measured at histopathology slide used Masson’s
Trichom with magnification 100x under light microscope, than it what measured. Data was
analyzed with Kruskal-Wallis and Mann-Whitney test. Result: There were significant
differences of collagen density beetwen irrigation treatment groups (0,045), but there were
not significant differences beetwen dressing treatment groups (0,243). Dressing method was
more effective to increase collagen density than irrigation groups (0,026). Conclusion:
Dressing treatment used Nannochloropsis oculata extract concentration 5% was most
effective to increased the collagen density in alveolar osteitis healing process on 7th days.

Keywords: Nannochloropsis oculata, collagen, alveolar osteitis
Correspondence: Syamsulina Revianti, Department of Oral Biology, Faculty of Dentistry,
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ABSTRAK

Latar Belakang: Alveolar osteitis merupakan salah satu komplikasi pasca pencabutan gigi.
Kondisi ini biasanya menjadi masalah pasca pencabutan yang menyebabkan rasa nyeri dan
menghambat penyembuhan soket. Ekstrak Nannochloropsis oculata mengandung alkaloid,
carotenoid, flavonoid, terpenoid dan tocopherol yang dapat mempercepat proses
penyembuhan luka. Tujuan: Mengetahui efektivitas ekstrak Nannochloropsis oculata
terhadap peningkatan kepadatan kolagen pada proses penyembuhan alveolar osteitis. Bahan
dan Metode: Rancangan penelitian ini adalah post test only control group design, dengan
menggunakan 64 tikus Wistar jantan dibagi menjadi 2 kelompok besar, yaitu pemberian
irigasi dan dressing. Pada masing-masing kelompok terdapat kelompok kontrol negatif
(irigasi PBS atau dressing PBS), kelompok kontrol positif (irigasi Saline 0,9% atau dressing
Alvogyl) dan kelompok perlakuan (irigasi atau dressing ekstrak Nannochloropsis oculata
2,5% dan 5%). Kemudian kepadatan kolagen diukur pada hari ke 3 dan ke 7 setelah
perlakuan. Kepadatan kolagen yang diukur pada soket pasca pencabutan gigi. Setelah
dilakukan treatment pada hari ke 3 dan ke 7, semua tikus dikorbankan lalu kepadatan
kolagen diukur melalui preparat histopatologi anatomi dengan pengecatan Masson'’s
Trichom dan pembesaran 100x, kemudian dilakukan perhitungan kepadatan kolagen. Data
yang diperoleh dianalisis Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney. Hasil: Terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan antara kelompok perlakuan irigasi (0,045), tetapi tidak
terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan dressing (0,243). Metode
dressing lebih efektif dalam meningkatkan kepadatan kolagen jika dibandingkan dengan
kelompok irigasi (0,026). Simpulan: Pemberian dressing ekstrak Nannochloropsis oculata
konsentrasi 5% paling efektif dalam meningkatkan kepadatan kolagen pada proses
penyembuhan alveolar osteitis pada hari ke 7.

Keywords: Nannochloropsis oculata, kolagen, alveolar osteitis
Korespondensi: Syamsulina revianti, Bagian Biologi Mulut, Fakultas Kedokteran Gigi

Universitas Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 031-5912191, Email:
syamsulinareviantil6@gmail.com

PENDAHULUAN

Alveolar osteitis merupakan
salah satu komplikasi yang paling
banyak dipelajari pada bidang
kedokteran gigi dan menjadi suatu
penelitian untuk mencari metode
pengobatan dan pencegahan yang
tepat. Alveolar osteitis adalah bentuk
komplikasi yang terjadi setelah
pencabutan gigi dengan adanya
keradangan yang melibatkan seluruh
atau sebagian tulang yang membatasi
soket gigi disertai rasa nyeri hebat
sampai sedang. Rasa nyeri akan
berkembang pada hari ketiga atau
keempat setelah pencabutan gigi. Pada

alveolar osteitis yang kronis setelah
pencabutan, rasa nyeri akan terasa
dimulai dari 24-72 jam disertai dengan
halitosis. 1234

Alveolar osteitis dapat
disebabkan karena pemberian
vasokonstriktor pada anestesi lokal.
Epinefrin  sebagai  vasokonstriktor
dapat mengurangi perdarahan,
menurunkan  aliran  darah, dan
meningkatkan fibrinolisis serta
menganggu suplai tekanan oksigen di
dalam jaringan sehingga proses
penyembuhan  menjadi  terhambat.
Proses penyembuhan terhambat karena
terjadinya fibrinolisis yang berakibat
pada gagalnya pembentukan salah satu

10
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komponen matriks ekstraseluler yaitu
kolagen. Kolagen menjadi faktor
penting pada proses penyembuhan dan
memberikan integritas serta memberi
kekuatan pada jaringan terutama saat
fase proliferasi dan fase remodeling.
Apabila distribusi kolagen terganggu
maka berakibat pada terhambatnya
proses penyembuhan luka. >

Metode  perawatan alveolar
osteitis terbagi menjadi dua metode
yaitu metode terapi konservatif dan

metode bedah konservatif. Terapi
konservatif meliputi irigasi dengan
menggunakan saline hangat yang

bertujuan sebagai antimikroba dan
menghilangkan nyeri dan pasta intra-
alveolar sebagai bahan dressing salah
satunya  eugenol  dikombinasikan
dengan zinc oxide tidak dianjurkan
karena cenderung akan melekat kuat
pada tulang serta menghambat
penyembuhan soket sehingga dipilih
bahan lain yakni Alvogyl sebagai
bahan yang dirasa cukup aman.
Metode bedah konservatif meliputi
tindakan kuret soket. Saat ini metode
perawatan alveolar osteitis masih
menjadi  suatu  penelitian  untuk
menentukan bahan dan metode mana
yang lebih efektif dalam
menyembuhkan soket dalam waktu
yang tidak lama. Untuk itu perlu
dikembangkan suatu obat alternatif
yang dapat mempercepat proses
penyembuhan luka dengan efek
samping seminimal mungkin. 78910
Pemanfaatan sumber daya hayati
yakni sebagai obat alternatif masih
sangat sedikit. Salah satu jenis
mikroalga yang jarang dan sedikit
dimanfaatkan yaitu mikroalga jenis
Nannochloropsis oculata
(eustigmatophyceae). Penelitian
terdahulu, Goh et al (2010) kandungan
yang dimiliki oleh Nannochloropsis
oculata yang dapat dimanfaatkan

11

denta

Jumal Kedokteran Gigi

ISSN : 1907-5987

adalah kandungan antioksidan.
Mikroalga ini berwarna kehijauan,
tidak berflagel, sel berbentuk bola dan

chloroplas seperti cangkir. Ekstrak
Nannochloropsis oculata dapat
menghasilkan senyawa turunan

oksidasi lemak yaitu Oxylipin. Hasil
dari  senyawa ini  menghasilkan
senyawa sekunder antara lain alkaloid,

flavonoid dan terpenoid. Selain
senyawa tersebut ekstrak
Nanochloropsis oculata juga
menghasilkan carotenoid dan
tocopherol. 1213

Berdasarkan penelitian
terdahulu, Fadhilah (2013)

menunjukkan bahwa pada konsentrasi
80% ekstrak Nannochloropsis oculata
efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri pada saluran
akar. Pada Penelitian Revianti dan
Parisihni (2013) menunjukkan bahwa
secara in vitro diketahui bahwa ekstrak
Nannochloropsis oculata pada
konsentrasi 2,5% tidak memiliki efek
toksik dan aman terhadap kultur stem
sel fibroblas. Pada penelitian Kafaie
dkk (2012) menunjukkan
Nannochloropsis oculata tidak
memiliki efek toksisitas akut dan sub-
kronis terhadap sel plasma pada tikus
pada dosis rendah sampai tinggi yaitu
6 g/kg BB sampai 12 g/kg BB. Pada

penelitian Duncan et al (1999)
menunjukkan bahwa CTGF tidak
memiliki  efek  mitogenik  dan

kemotaksis pada fibroblas tetapi juga
merangsang sintesis kolagen tipe I dan
fibronektin yang merupakan bagian
dari matriks ekstraseluler. 1> 16.17.18
Pada penyembuhan luka, matriks
ekstraseluler menyebabkan migrasi
keratinosit yang langsung
berhubungan dengan terjadinya re-
epithelialization sehingga
penyembuhan luka dapat berlangsung
dengan cepat. Pada proses
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luka matriks
ekstraseluler oleh metaloproteinase
diperlukan  untuk  menghilangkan
jaringan yang rusak, matriks sementara
(fibronektin, fibrin dan vitronektin)
dan  migrasi sel. Selama re-
epithelialization, keratosit  basal
bermigrasi membentuk kolagen tipe I,
I, 1V, VI dan VII), yang pada tahap
awal penyembuhan luka kolagen tipe
I11 dan fibronektin disimpan kemudian
kolagen tipe Il diganti dengan tipe I.
Pada tahap perbaikan dan remodelling
jaringan agar berlangsung efektif,
selain kolagen tipe | dan Il sebagai
pengatur mekanisme penyembuhan
luka, adapun MMPs lain yang mampu
menurunkan fibronektin, kolagen tipe
IV, laminin dan glikosaminoglikan
yang diperlukan untuk perbaikan dan
remodelling jaringan. *

Berdasarkan penelitian terdahulu
maka  peneliti ingin  menguji
keefektivan Nannochloropsis oculata
terhadap kepadatan kolagen pada
proses penyembuhan alveolar osteitis.
Peneliti menggunakan konsentrasi
2,5% dan konsentrasi 5% pada ekstrak
Nannochloropsis  oculata  dengan
alasan pada penelitian terdahulu
konsentrasi 2,5% tidak memiliki efek
toksik terhadap kultur stem sel
fibroblas secara in vitro sedangkan
pada penelitian ini dilakukan secara in
vivo, selain itu kedua konsentrasi ini
dipilih oleh peneliti untuk mengetahui
pada konsentrasi mana yang lebih
efektif dalam meningkatkan kepadatan
kolagen pada proses penyembuhan
luka pencabutan. Jika mikroalga
Nanochloropsis oculata terbukti dapat
meningkatkan kepadatan kolagen pada
proses penyembuhan alveolar osteitis
maka bahan ini dapat dikembangkan
sebagai obat alternatif baru di bidang
kedokteran gigi.

penyembuhan
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BAHAN DAN METODE

Penelitian ini tergolong jenis
penelitian true experimental
laboratories!! dengan desain
penelitian Post Test Only Control
Group Design. Lokasi penelitian di: 1)
Laboratorium  Biokimia  Fakultas
Kedokteran Universitas Hang Tuah —
Surabaya; 2) Laboratorium Patologi
Anatomi  RSUD  Dr.Sutomo -
Surabaya. Hewan coba menggunakan
64 ekor Rattus Norvergicus strain
Wistar, dengan kriteria yaitu :kelamin
jantan, umur 3 bulan, berat badan 150-
200 gram, sehat fisik, gigi incisive 1
sebelah kiri rahang bawah utuh, tidak
karies dan tidak fraktur.

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain: kandang
hewan coba, tang modifikasi, spuit
insulin, kasa steril, pinset anatomi,
pinset chirugis, tabung tempat gel
Nannochloropsis oculata, paper pint,
handle and scalpel, handscone, spidol
warna (merah, hitam dan biru), tabung
erlenmeyer untuk tempat whole
ekstrak  Nannochloropsis  oculata,
micro pipet, mikromotor dan saliva
ejector, tabung untuk spesimen
mukosa soket tikus Wistar, dan
mikroskop cahaya.

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain: ekstrak
Nannochloropsi oculata (irigasi dan
dressing), aquadest, CMC-Na 400 mg,
Alvogyl, pakan tikus, alkohol 70%,
larutan antiseptik, ketamin
hydrochloride, Xylazine
hydrochloride, Buffer formalin 10%,
dan bahan-bahan untuk membuat

12
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sediaan histopatologis beserta bahan
pewarnaan Masson’s Trichrom.

Enam puluh empat ekor Rattus
novergicus strain wistar jantan (3
bulan) berat badan 200 gram dibagi
menjadi 2 kelompok besar, yaitu
pemberian irigasi dan dressing. Pada
masing-masing kelompok terdapat
kelompok kontrol negatif (irigasi PBS
atau dressing PBS), kelompok kontrol
positif (irigasi Saline sollution 0,9%
atau dressing alvogyl) dan kelompok
perlakuan (irigasi atau dressing ekstrak
Nannochloropsis oculata 2,5% dan
5%),dikandangkan tiap 4 ekor (ukuran
kandang 60x40x34 cm), diberi sekam
dan ditutup dengan anyaman kawat.
Marmut diberi makanan yang banyak
mengandung serat kasar, umbi-umbian
jagung, serta hijau-hijauan yang lain
secara adlibitium. Kandang
ditempatkan pada suhu kamar, tidak
langsung terkena sinar matahari, di
tempat yang tidak bising, penerangan
yang cukup. Diadaptasikan selama 24
jam sebelum diberikan perlakuan.

Setelah pembagian kelompok,
tikus ditimbang lalu diberi anestesi
menggunakan kombinasi Ketamine
dan Xylazine (4:1) sebanyak 0,1 ml
tiap tikus. Ditunggu selama 1-1,5 jam
dari penyuntikan/setengah dari
duration of action, lalu dilakukan
pencabutan gigi incisive Kiri rahang
bawah mennggunakan tang modifikasi
dan elevator. Untuk menghilangkan
kelebihan  darah,  soket  pasca
pencabutan diirigasi menggunakan
Aquadest steril sebanyak 1,5 ml dan
dikeringkan menggunakan kasa steril.
Lalu aplikasi obat antikoagunal

13

denta

Jumal Kedokteran Gigi

ISSN : 1907-5987

(Adrenalin 1:1000 0,1 ml)
menggunakan paper poin steril selama
1 menit pada soket pasca pencabutan
dan ditunggu selama 3 hari untuk
terjadinya Alveolar osteitis. Stelah
dipastikan terjadi komplikasi tersebut,
masing masing tikus diberi perlakuan
yang berbeda sesuai kelompoknya.
Pada hari ke 3 dan ke 7 pasca

perlakuan, tikus dieuthasia dan
dibiopsi untuk mrngambil rahang
bawah kanan, Kemudian organ

difiksasi dalam larutan buffer formalin
dan dilunakkan dengan EDTA. Hewan
coba yang telah dilakukan dekaputasi
lalu dikuburkan.

Mandibula yang telah difiksasi
dalam  larutan  buffer  formalin
diberikan ke Laboratorium Patologi
Anatomi RSUD Dr.Sutomo-Surabaya
dan ditunggu hingga mandibula tadi
melunak yang kemudian diproses dan
dibuat preparat dengan menggunakan
pewarnaan Masson’s Trichrom lalu
diamati  menggunakan  mikroskop
cahaya pembesaran 100x sebanyak 1
lapang pandang. Kepadatan serat
kolagen dihitung dengan metode
skoring dan dianalisis menggunakan
uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney.

HASIL

Data yang diperoleh dari hasil
penelitian ditabulasi dan dianalisis
secara deskriptif yang bertujuan untuk
memperoleh gambaran distribusi dan
peringkasan data guna memperjelas
penyajian hasil, kemudian dilakukan
uji  hipotesis menggunakan statistik
analitik dengan taraf signifikansi 95%
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(p=0,05) dengan menggunakan

program SPSS versi 17.

Gambar 1. erhitungan kepadatan kolagen
pada foto preparat Masson’s Trichom
dengan pembesaran 100x

Tabel 1. Hasil uji statistik deskriptif modus
kepadatan kolagen kelompok perlakuan

irigasi
Hari Kelompok Modus
3 hari Pla 1
3 hari P2a 2
3 hari P3a 2
3 hari P4a 3
7 hari P1b 2
7 hari P2b 2
7 hari P3b 3
7 hari P4b 3

Kepadatan Kolagen Pada Hari ke 3 dan ke
7 Kelompok Perlakuan Irigasi

4
3
'g 2 7 B 3 hari
= 1 B 7 hari
0 -

Pla P2a P3a P4a
P1b P2b P3b P4b

Gambar 2. Grafik kepadatan kolagen
kelompok perlakuan irigasi selama 3 dan 7
hari
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Tabel 2. Hasil uji statistik deskriptif modus
kepadatan kolagen kelompok perlakuan

dressing.
Hari Kelompok Modus
3 hari P5a 2
3 hari P6a 2
3 hari P7a 3
3 hari P8a 3
7 hari P5b 3
7 hari P6b 3
7 hari P7b 3
7 hari P8b 3
Kepadatan Kolagen Pada Hari ke 3 dan ke 7
Kelompok Perlakuan Dressing
3.5
3  — — —
25— ——1 1
RN B B B I
€15+ — — — ~ "3hai
1+ — — — = 7 hari
05 TP —T 10—
0
P5a P6a P7a P8a
P5b P6b P7b P8b

Gambar 3. Grafik kepadatan kolagen
kelompok perlakuan dressing 3 dan 7 hari

Kepadatan Kolagen PadaHarike 3 danke 7
kelomp ok Perlakuan Irigasi dan Dressing

Modus

Gambar 4. Grafik kepadatan kolagen
kelompok perlakuan irigasi dan dressing .

Selanjutnya
nonparametrik

dilakukan uji
pada kelompok
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perlakuan irigasi dengan menggunakan
uji Kruskal-Wallis untuk
membandingkan lebih  dari dua
kelompok data sampel dengan derajat
kemaknaan p<0,05.

Tabel 3. Hasil analisis Kruskal-Wallis
kelompok perlakuan irigasi
Variabel Asymp.
Sig.
Kepadatan kolagen 0,045*

Keterangan: p < 0.05 signifikan

Pada hasil analisis Kruskal-Wallis
tabel 3 kelompok perlakuan irigasi, diperoleh
nilai  p=0,045* (p<0,05) vyang artinya
terdapat perbedaan kepadatan kolagen yang
signifikan pada semua kelompok.

Tabel 4. Hasil analisis Kruskal-Wallis
kelompok perlakuan dressing
Variabel Asymp.
Sig.
Kepadatan kolagen 0,243
Keterangan: p < 0.05 signifikan
Pada hasil analisis Kruskal-

Wallis tabel 4 kelompok perlakuan
dressing, diperoleh nilai p=0,243 yang
artinya tidak terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan
pada semua kelompok.
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Selanjutnya dilakukan uji Mann-
Whitney mengetahui apakah ada
perbedaan yang signifikan antara dua
kelompok dengan derajat kemaknaan
p<0,05.

Tabel 6. Hasil uji beda dengan Mann-
Whitney U pada hari ke 3 kelompok
perlakuan irigasi

Mo

Kelomp - Kelomp Mod Asym
ok dus ok us  p.Sig
Pla 1 P2a 2 0,343
P3a 2 0,096
0,032

P4a 3 *
P2a 2 P3a 2 0,617
P4a 3 0,155
P3a 2 P4a 3 0,186

Berdasarkan hasil uji Mann-Whitney
U pada tabel 6 didapatkan bahwa terdapat
perbedaan  kepadatan  kolagen  yang
signifikan  (p<0,05) pada kelompok
perlakuan irigasi saline 0,9% dengan ekstrak
Nannochloropsis oculata 5% selama 3 hari.

Tabel 7. Hasil uji beda dengan Mann-
Whitney U pada hari ke 7 kelompok
perlakuan irigasi

Tabel 5. Hasil analisis Kruskal-Wallis
kelompok perlakuan dressing
Variabel Asymp.
Sig.
Kepadatan kolagen 0,026*
Keterangan: p < 0.05 signifikan
Pada hasil analisis Kruskal-

Wallis tabel 5 kelompok perlakuan
irigasi dan dressing, diperoleh nilai
p=0,026* (p<0,05), vyang artinya
terdapat perbedaan kepadatan kolagen
yang signifikan pada semua kelompok.

15

Kelom Mo- Kelom Mo- Asymp
-pok dus -pok dus . Sig
P1b 2 P2b 2 1

P3b 2 0,096

P4b 3 0,040*

P2b 2 P3b 2 0,096
P4b 3 0,040*

P3b 2 P4b 3 0,495
Berdasarkan hasil uji Mann-

Whitney U pada tabel 7 didapatkan
bahwa terdapat perbedaan kepadatan
kolagen yang signifikan (p<0,05) pada
kelompok perlakuan irigasi saline
0,9% dengan ekstrak Nannochloropsis
oculata 5% selama 7 hari; kelompok
perlakuan PBS dengan ekstrak
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Nannochloropsis oculata 5% selama 7
hari.

Tabel 8. Hasil uji beda dengan Mann-
Whitney U pada hari ke 3 dan ke 7
kelompok perlakuan irigasi

Kelom- Mo- Kelom- Mo- Asymp.
pok dus pok dus Sig

Pla 1 Plb 2 0,495
P2a 2 P2b 2 0,617
P3a 2 P3b 2 0,495
Pda 3 P4b 3 1
Berdasarkan hasil uji Mann-

Whitney U pada tabel 8 didapatkan
bahwa tidak terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan

antara kelompok perlakuan irigasi
selama 3 dan 7 hari.
Berdasarkan hasil uji Mann-

Whitney U pada tabel 9 didapatkan
bahwa tidak terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan
antara kelompok perlakuan dressing
selama 3 hari.

Berdasarkan hasil uji Mann-
Whitney U pada tabel 10 didapatkan
bahwa tidak terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan
antara kelompok perlakuan dressing
selama 7 hari.

Berdasarkan hasil uji Mann-
Whitney U pada tabel 11 didapatkan
bahwa tidak terdapat perbedaan
kepadatan kolagen yang signifikan
antara kelompok perlakuan dressing
selama 3 dan 7 hari.

Berdasarkan hasil uji Mann-
Whitney U pada tabel 12 didapatkan
bahwa terdapat perbedaan kepadatan
kolagen yang signifikan (p<0,05) pada
kelompok perlakuan irigasi saline
0,9% dengan dressing alvogyl selama
7 hari.
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PEMBAHASAN

Alveolar osteitis merupakan
komplikasi yang paling sering terjadi
setelah pencabutan gigi permanen dan
terjadi disintegrasi pada bekuan darah
intra alveolar yang dimulai antara hari
pertama dan ketiga dengan ditandai
nyeri sedang sampai berat, halitosis
dan rasa busuk. Sisa-sisa bekuan darah
dan respon inflamasi yang ditandai
olen neutrofil dan limfosit dapat
meluas ke sekitar alveolus. Alveolar
osteitis dapat disebabkan karena
pemberian  vasokonstriktor  pada
anestesi lokal. Epinefrin  sebagai
vasokonstriktor meningkatkan
fibrinolisis yang berakibat pada
gagalnya pembentukan salah satu
komponen  matriks  ekstraseluler
sehingga proses penyembuhan menjadi
terhambat.

Alveolar osteitis adalah soket
pada daerah bekas pencabutan gigi
insisive kiri rahang bawah yang diberi
epinefrin 0,1 ml dengan menggunakan
paper point selama 1 menit setelah 3
hari akan tampak adanya gumpalan
darah berwarna abu-abu kehitaman
dengan tulang terbuka disertai edema
dan nanah di sekitar gingiva.

Penelitian ini bertujuan untuk

mengetahui  efektivitas pemberian
ekstrak ~ Nannochloropsis  oculata
terhadap  peningkatan  kepadatan

kolagen pada proses penyembuhan
alveolar osteitis.  Nannochloropsis
oculata yang digunakan berasal dari
Balai Budidaya Air Payau Situbondo.
Nannochloropsis oculata merupakan
salah satu mikroalga yang termasuk
dalam  kelas  Eustigmatophyceae
dengan memiliki salah satu flagela
berambut tipis dan dinding sel yang
tersusun dari selulosa.
Nannochloropsis oculata mengandung
protein, klorofil, karbohidrat, lipid dan
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beta karoten serta kandungan yang
dapat membantu proses penyembuhan
luka. 120

Pada penelitian ini menggunakan
hewan coba yaitu tikus Wistar jantan
usia 3 bulan dengan berat badan 150-
200 gram. Pemilihan tikus Wistar
sebagai hewan coba karena memiliki
sistem metabolik yang hampir sama
dengan manusia. Jenis kelamin jantan
dipilih dengan pertimbangan lebih
mudah dikontrol dan tidak terpengaruh
oleh faktor hormonal seperti pada tikus
berjenis kelamin betina yang karena
faktor hormonal dapat mempengaruhi
hormon pertumbuhan, salah satunya
TGF yang berperan penting dalam
proses penyembuhan luka. %

Kelompok penelitian dibedakan
menjadi dua kelompok besar yaitu
kelompok perlakuan irigasi dan
dressing. Berdasarkan hasil penelitian
ini  menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan kepadatan kolagen yang
bermakna pada kelompok perlakuan
irigasi saline 0,9% dengan ekstrak
Nannochloropsis oculata 5% selama 3
hari; kelompok perlakuan irigasi saline
0,9% dengan ekstrak Nannochloropsis
oculata 5% selama 7 hari dan
kelompok perlakuan PBS dengan
ekstrak Nannochloropsis oculata 5%
selama 7 hari. Hal ini disebabkan
karena dalam pemberian saline 0,9%
pada hari ke 3 dirasa kurang karena
masih adanya sisa debris dan bakteri
yang menempel pada luka sehingga
berpengaruh terhadap proses
penyembuhan luka. Saline 0,9%
merupakan cairan fisiologis yang ada
di seluruh tubuh, tidak bersifat toksik,
tidak mempengaruhi sel darah merah
dan aman digunakan pada kondisi
apapun serta melindungi jaringan
granulasi agar tetap lembab sehingga
jaringan granulasi tidak kering dan

17
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dapat mempercepat
penyembuhan luka.

Pemberian saline 0,9% dapat
membantu proses pembentukan
kolagen namun pada hari ke 3 dinilai
kurang efektif dalam meningkatkan
kepadatan kolagen Kkarena proses
penyembuhan alveolar osteitis berjalan
setelah 4-5 hari, masih adanya sisa
bakteri yang menempel pada luka dan
belum dapat menghilangkan rasa nyeri
yang timbul akibat dari komplikasi ini.

Berbeda dengan  pemberian
ekstrak Nannochloropsis oculata 5%
pada hari ke 3 dan 7 menunjukkan
bahwa pada hari ke 3 ekstrak efektif
dalam meningkatkan kepadatan
kolagen sedangkan pada hari ke 7
ekstrak lebih efektif dalam
meningkatkan kepadatan kolagen. Hal
ini disebabkan karena pada konsentrasi
ini  kandungan yang dimiliki oleh
ekstrak mampu mempercepat
terjadinya sintesis kolagen selain itu
kolagen dapat terdeteksi pada hari ke 3
dan akan mencapai puncaknya pada
hari ke 7 sehingga skor kepadatan
kolagen tertinggi didapatkan pada hari
ke 7.

proses

Kelompok perlakuan irigasi pada
hari ke 3 dan ke 7 menunjukkan tidak
ada perbedaan yang bermakna antar
kelompok irigasi hal ini menunjukkan
bahwa pemberian irigasi saline 0,9%
memiliki efektivitas yang sama dengan
ekstrak Nannochloropsis oculata.

Pada  kelompok  perlakuan
dressing diketahui tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antar

kelompok dressing alvogyl dengan
ekstrak Nannochloropsis oculata pada
hari ke 3 dan ke 7, yang menunjukkan

bahwa alvogyl memiliki efektivitas
yang sama dengan ekstrak
Nannochloropsis  oculata.  Alvogyl

memiliki kandungan butamben yang
menghasilkan efek anestetik, eugenol
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sebagai analgesik dan iodoform
sebagai antimikroba yang dapat
bekerja langsung pada soket gigi, dari
efek yang ditimbulkan mampu
merangsang pembentukan kolagen
sehingga proses penyembuhan
alveolar osteitis dapat berlangsung
cepat. Sedangkan pada ekstrak
Nannochloropsis oculata juga
memiliki  kandungan yang dapat
mempercepat sintesis kolagen,
antiinflamasi, aman dan tidak toksik. 22

Berdasarkan hasil penelitian,
terdapat perbedaan kepadatan kolagen
yang bermakna pada kelompok
perlakuan irigasi saline 0,9% dengan
dressing alvogyl selama 7 hari. Hal ini
dapat disebabkan karena kandungan
alvogyl yang lebih kompleks jika
dibandingkan  dengan  kandungan
saline yang sebagian besar berupa
mineral dan sifat dari sediaan dressing
yang mudah melekat, terabsorbsi dan
memiliki daya sebar yang luas pada

daerah luka sehingga dapat

mempercepat penyembuhan luka.
Kandungan ekstrak

Nannochloropsis oculata yaitu

flavonoid berperan sebagai antioksidan
dan  antiinflamasi  yang  dapat
mempercepat sintesis dan deposit
kolagen sehingga TGF-p mengalami
peningkatan. TGF-p berperan pada re-

epithelization. Selama re-
epithelialization, membran dan basal
keratinosit ~ membentuk  kolagen.

Sintesis kolagen berlangsung pada fase
remodelling. Pada hari ke-3 setelah
luka kolagen baru terdeteksi dan akan
mencapai puncaknya pada hari ke 7
sehingga pada penelitian terdapat
perbedaan skor kepadatan kolagen
pada hari ke 3 dan ke 7. Pembentukan
kolagen akan terus meningkat pada
minggu ke 2-4. 23

Kandungan alkaloid juga
berperan penting dalam penyembuhan

denta

Jumal Kedokteran Gigi

ISSN : 1907-5987

luka, senyawa ini memiliki mekanisme
kerja menghambat dengan cara
menganggu komponen penyusun dari
peptidoglikan pada sel bakteri yang
mengakibatkan lapisan dinding sel

tidak terbentuk secara utuh dan
menyebabkan kematian sel bakteri
serta adanya kandungan terpenoid

yang memiliki aktivitas sebagai anti
inflamasi dan mampu menghambat
terbentuknya dinding sel bakteri
sehingga dinding sel bakteri tidak
mampu terbentuk secara sempurna.?*2

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa, ekstrak
Nannochloropsis oculata konsentrasi
5% memiliki efektivitas yang sama
dengan irigasi saline 0,9% dan
dressing alvogyl sehingga dapat
digunakan sebagai bahan irigasi dan
dressing sebagai bentuk perawatan
pada komplikasi Alveolar osteitis.
Nannochloropsis oculata pada
konsentrasi 5% menunjukkan hasil
yang hampir sama dengan kelompok
kontrol positif (saline 0,9% dan
alvogyl) bila dibandingkan dengan
konsentrasi 2,5%. Selain itu ekstrak
Nannochloropsis oculata konsentrasi
5% aman untuk digunakan dan dapat
secara optimal dalam meningkatkan
kepadatan  kolagen pada proses
penyembuhan alveolar osteitis.
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LAPORAN PENELITIAN

Efektivitas Kombinasi Pemberian Minyak Ikan
Lemuru (Sardinella longiceps) dan Aplikasi
Hidroksiapatit terhadap Ekspresi FGF-2
pada Proses Bone Healing

(Effectivity of Combination of Sardine Fish Oil (Sardinella
longiceps) and Hydroxyapatite Application on The Expression
of FGF-2in Bone Healing Process)
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*Sarjana Kedokteran Gigi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah
** Biologi Oral Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah Surabaya
*** Periodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah Surabaya

ABSTRACT

Background: Bone healing on defect requiring the cells to form new bone. Fibroblast growth
factor -2 belong to one of signaling control that play part in differentiation of fibroblast to
osteoblast cell. Hydroxyapatite application on bone healing will aid bone regeneration as
structure. Application of Sardinella longiceps oil that contain EPA and DHA as
immunodulator could accelerate and optimize inflammatory phase in bone healing. Purpose:
The aimed of this study to determine the effectivity of the combination of Sardinella longiceps
oil and application of hydroxyapatite on the expression of fibroblast growth factor -2 (FGF-
2) in bone healing process. Materials and Methods: The experimental units (male wistar rat,
n=20) were devided into two groups, control (K) and treathment (P) groups. Treathment
groups were given Sardinella longiceps oil per oral seven days before the surgery to make the
defect, and continued for seven days later. Control groups were not given Sardinella
longiceps at all. All of the wistar rat were have two defects in their right femur, which is use
hydroxyapatite (K+ and P2) and no use hydroxyapatite (K- and P1). Defect was made as big
as half diameter of round bur in femur. Rats were sacrificed seven days after surgery, and
femur were sliced transversally and performed immunohistochemistry staining with Anti-
bFGF Polyclonal antibody (Bioss®). Examination were done under light microscope. Data
were analyzed using one-way Anova for FGF-2 expression. Result: Sardinella longiceps oil
increased the mean of FGF-2 expression on P2 group : 15,29+5,251, compare to K- :
5,57£2,070 , K+ : 12,14+3,976 and P1 : 8,14+1,676 (P<0.05). Conclusion: The combination
of Sardinella longiceps oil and hydroxyapatite application effective the expression of
fibroblast growth factor-2 in the process of bone healing.

Keywords: Sardine fish oil, hidroxyapatite, fibroblast growth factor-2, bone healing

Correspondence: Rima Parwati Sari, Department of Oral Biology, Faculty of Dentistry,
Hang Tuah University, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Phone 031-5945864, Email:
rimaparwatisari@gmail.com
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ABSTRAK

Latar belakang: Penyembuhan pada kerusakan tulang membutuhkan sel-sel untuk
membentuk tulang baru. Fibroblast growth factor-2 termasuk sinyaling kontrol pada
diferensiasi fibroblas menjadi sel osteoblas. Aplikasi hidroksiapatit pada proses
penyembuhan tulang dapat membantu proses regenerasi tulang sebagai kerangka. Pemberian
minyak ikan lemuru yang mengandung EPA dan DHA sebagai immunodulator yang dapat
mempercepat dan mengoptimalkan fase inflamasi pada fase penyembuhan tulang. Tujuan:
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas kombinasi minyak ikan lemuru
(Sardinella longiceps) dan aplikasi hidroksiapatit terhadap ekspresi fibroblast growth factor-
2 (FGF-2) pada proses bone healing. Bahan dan Metode: Unit eksperimen (tikus wistar
jantan, n=20) dibagi menjadi 2 kelompok, kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Kelompok perlakuan diberikan minyak ikan lemuru secara per oral selama 7 hari sebelum
dilakukan defek, dan dilanjutkan 7 hari setelah dilakukan defek. Kelompok kontrol tidak
diberikan minyak ikan lemuru. Semua tikus wistar yang telah diberikan 2 defek difemur
kanan, ada yang diaplikasikan hidroksiapatit (K+ dan P2) dan tidak diaplikasikan
hidroksiapatit (K- dan P1). Defek dibuat sebesar setengah diameter round bur di femur. Tikus
dikorbankan 7 hari setelah pembedahan dan femur di potong secara transversal dan
dilakukan pengecatan IHC menggunakan Anti-bFGF Polyclonal antibody (Bioss®).
Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya. Data dianalisis menggunakan one-
way Anova. Hasil: Berdasarkan pada hasil uji ANOVA dan uji LSD, terjadi peningkatan
rata-rata ekspresi FGF-2 pada kelompok P2 : 15,2945,251, dibandingkan dengan K- :
5,572,070 , K+ : 12,14+3,976 dan P1 : 8,14+1,676 (P<0.05). Simpulan: Kombinasi minyak
ikan lemuru (Sardinella longiceps) dan aplikasi hidroksiapatit efektiv secara signifikan
terhadap ekspresi fibroblast growth factor-2 FGF-2 pada proses bone healing pada hari ke-
7.

Kata kunci: Minyak ikan lemuru, hidroksiapatit, fibroblast growth factor-2, penyembuhan
tulang

Korespondensi: Rima Parwati Sari, Bagian Biologi Oral, Fakultas Kedokteran Gigi,
Universitas Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 031-5945864, Fax 031-
5912191, Email: rimaparwatisari@gmail.com

PENDAHULUAN preprostetik dan kondisi patologis

lainnya.>* Kerusakan tulang akan

Tulang merupakan jaringan kuat
yang memberi bentuk pada tubuh.
Osteoblas, osteoklas, osteosit; mineral,
matriks dan air termasuk dalam sel
tulang yang menjadi unsur-unsur yang
membentuk tulang.? Dalam bidang
kedokteran gigi, kerusakan tulang
(Bone defect) dapat disebabkan oleh
penyakit periodontal, dan juga oleh
trauma mekanik yang sering dilakukan
dalam perawatan dalam kedokteran
gigi, antara lain pasca proses ekstraksi,
aplikasi dental implan, pembedahan

21

menyebabkan kerusakan pada sel,
matriks tulang, dan pembuluh darah.®

Terdapat 3 tahap dalam proses
penyembuhan tulang vyaitu fase
inflamasi, reparatif, dan remodeling.
Fase inflamasi yaitu adanya formasi
hematom, pengumpulan darah melalui
akumulasi  dari  PMNs, limfosit,
platelet, blood monosit, makrofag,
neutrofil, dan osteoklas. Makrofag
akan mengeluarkan sitokin, baik
sitokin pro inflamasi (TNF-a, IL-1, IL-
6,) maupun sitokin inflamasi (IL-10)
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dan  menstimulasi ~ angiogenesis.
Makrofag juga mengeluarkan growth
factor antara lain Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), Vascular
Endothelial Gwoth Factor (VEGF),
Fibroblast Growth Factor (FGF),
Tranforming Growth Factor (TGF),
dan Angiopoietin 1 (Ang-1) yang
selanjutnya menstimulasi
angiogenesis.>®

Fibroblast growt factor (FGF)
sangat penting pada pembentukan
tulang dan  osteogenesis  yang
merupakan sinyaling kontrol pada
pembentukan tulang untuk
berdiferensiasi menjadi osteoblas. FGF
dan VEGF dikeluarkan oleh growth
factor pada proses bone healing.®
Fibroblast Growth Fator (FGF), Bone
Morphogenic ~ Protein-2  (BMPs),
Platelet Derivat Growth Factor
(PDGs), dan TGF menstimulus
osteoprogenitor sel untuk
berproliferasi serta berdiferensiasi
menjadi osteoblas yang selanjutnya
akan memproduksi tulang yang baru.’8
Basic Fibroblast Growth Factor (FGF-
2) termasuk anggota dari FGF yang
penting dalam regenerasi jaringan pada
proses angiogenesis dan juga dapat
meningkatkan  ekspresi penanda
osteogenik dan mineralisasi serta
menunjukkan peran dalam regenerasi
tulang.®1°

Fase proliferasi yaitu pada fase
reparasi, fase ini dimulai saat fase
inflamasi melepas sitokin dan growth
factor sehingga terjadi proliferasi
fibroblas untuk membentuk matriks
ekstraseluler dan pembentukan garam
kalsium melalui suatu perlekatan,
sehingga terbentuk tulang baru (woven
bone). Fase remodelling termasuk fase
terakhir dari penyembuhan tulang yang
mana terjadi aposisi dan pembentukan
tulang oleh osteoblas dan osteoklas,
dan juga kalus eksterna akan perlahan-
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lahan menghilang.>!

Teknologi bone graft akhir-akhir
ini berkembang dan digunakan sebagai
alternatif untuk memperbaiki dan
mengganti kerusakan tulang yang
disebabkan oleh trauma, reseksi tumor,
degenerasi patologis, dan deformasi
kongenital. Ketika diberi bone graft,
tulang mengalami suatu perbaikan
tulang seperti hemostatis, inflamasi,
proliferasi dan revaskularisasi, soft
callus, hard callus, dilanjutkan dengan
remodeling.1>13

Alloplast  merupakan  graft
sintetik yaitu tulang yang terbuat dari
bahan keramik dan memiliki struktur
mirip tulang, salah satu contohnya

adalah  Hidroksiapatit (HA) yang
memiliki kemampuan untuk
osteokonduktif.!*1>1®  HA  juga
memberikan struktur (scaffold)
bonegraft yang sama  dengan
komposisi  tulang  yang  dapat
mempercepat ~ proses  regenerasi
tulang.t”  Pemberian HA  dapat

memberikan efek penyembuhan yang
baik dengan cara memperantarai
faktor-faktor angiogenesis,
merangsang makrofag dan FGF di
daerah luka. Hidroksiapatit
merangsang makrofag pada daerah
kerusakan, dan makrofag dengan sel-
sel radang membantu memperkuat

proses angiogenesis pada daerah
luka.'®  Penggunaan Hidroksiapatit
dalam bentuk bonegraft sebagai
pembentuk formasi tulang masih
belum mampu mempercepat
penyembuhan tulang secara
keseluruhan, sehingga  diperlukan
senyawa tambahan yang dapat
mempengaruhi  sistem imun tubuh

yang dapat membuat penyembuhan
tulang berjalan dengan baik.'® Omega-
3 termasuk bahan alami yang
membantu dalam memodulasi sistem
imun dan juga dapat mempengaruhi
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kerja dari efek sitokin.? Omega-3 dan
Omega-6 terdapat senyawa resolving
El dan lipoxin yang  dapat
mempengaruhi  sistem imun agar
penyembuhan tulang dapat berjalan
dengan baik, hal ini disebabkan oleh
karena  faktor inflamasi  pada
penyembuhan tulang menyebabkan
kerusakan tulang semakin parah jika
terjadi dalam waktu lama melalui
pelepasan sitokin. Pemberian omega-3
secara sistemik yang dilakukan pada
hewan coba berfungsi  sebagai
imunomodulator yang menghambat
mediator proinflamatori. Kandungan

omega-3 banyak ditemukan pada
minyak ikan.1%%!
Ikan lemuru (Sardinella

longiceps) termasuk salah satu ikan
yang memiliki kandungan asam lemak
relatif tinggi terutama kandungan
omega-3 berkisar 11,33%-40,26%.
Omega-3 mengandung docohexaenoic
acid (DHA) dan eicosapentaenoid acid
(EPA) sebesar 13% dan 18%.222%24
Limbah  minyak ikan  lemuru
didapatkan dari hasil sampingan proses
pengalengan dan penepungan di
daerah Muncar, Banyuwangi, Jawa
Timur. Namun limbah minyak ikan ini
masih belum optimal pemanfaatannya.
23,25

Berdasarkan pemaparan masalah
diatas penulis mengambil  judul
“Kombinasi Aplikasi Hidroksiapatit
dan Pemberian Minyak Ikan Lemuru
(Sardinella longiceps) terhadap
Ekspresi Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2) pada proses bone healing”.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini penelitian true
eksperimental dengan rancangan post
test only control group design.

Unit eksprerimen yang

23
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digunakan pada penelitian ini 20 ekor
tikus wistar jantan dengan berat badan
berkisar 250-300 gram. Alat yang
digunakan pada penelitian ini adalah
tabung penyimpanan os femur dextra,
gunting dan pisau bedah, pinset
anatomis dan resparatorium, mikrotom
untuk memotong, mikroskop cahaya,
spuit  3cc, round bur (straight
handpiece) merk MG ukuran 18,
mikromotor 1200 rpm, sonde makan,
dappen glass, separating disc. Bahan
yang digunakan adalah hidroksiapatit
(alloplast), minyak ikan lemuru,
benang jahit silk dan jarum, kapas,
aquades untuk minuman tikus diganti
setiap hari, makanan tikus, formalin
buffer 10%, ketamine hydrochloride,
xylazine  hydrochloride,  povidine
iodine 10%, alkohol, novalgin, dan
EDTA 10%.

Prosedur pada penelitian ini
dimulai dengan penyesuaian tikus
selama satu minggu. 20 ekor tikus
wistar dibagi menjadi 2 kelompok,
yaitu  kelompok  kontrol  yang
mengalami penyesuaian tanpa diberi
minyak ikan lemuru dan kelompok
perlakuan yang beri  minyak ikan
lemuru dengan dosis suplemen yaitu
9mg/200 grBB/hari selama 7 hari.
Masing-masing kelompok kontrol dan
perlakuan dibagi menjadi 2 kelompok,
yaitu kelompok dengan aplikasi HA
dan tanpa aplikasi HA.?®

Tikus yang sudah mengalami
penyesuaian  dibagi berdasarkan
kelompok. Pembuatan defek dilakukan
pada os femur dextra. Pertama
dilakukan anastesi dengan
memberikan ketamine 1 mL dan
xylazine 0,5 mL dicampur dan
disuntikkan dengan dosis 1,5 mL
dicampur dan disuntikkan dengan
dosis 1,5 mL/100 grBB pada femur
dextra (intramuscular).?” Pada daerah
yang akan dibut defek, bulu dicukur
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dan diberikan antiseptik povidine
iodine 10%.2 Dengan pisau bedah
dibuat insisi selebar 2 cm pada
jaringan lunak (kulit dan otot) diangkat
menggunakan  periosteal  elevator
tempat pembuatan defek. Pada os
femur dextra tikus dengan
menggunakan  straight  handpiece
dibuat defek berupa 2 lubang pada
kelompok 1 dan kelompok 2. Kedua
kelompok tersebut dibuat 2 lubang
pada masing-masing kelompok
setengah diameter round bur merk MG
dengan ukuran 18 (hasil trial). Lubang
1 dibuat 5mm dari third trochanter
femur tikus.?® Jarak antar lubang 1 dan
ke 2 adalah 5mm (hasil trial).
Kelompok kontrol, defek pada
bagian atas femur tidak diaplikasikan
apa-apa (K-), sedangkan pada bagian
bawah femur diaplikasikan
hidroksiapatit (K+). Pada kelompok
perlakuan, defek  pada atas femur
tidak  diaplikasikan  hidroksiapatit
karena sebagai kelompok yang diberi
minyak ikan lemuru (P1) dan defek

pada bagian bawah diaplikasikan
hidroksiapatit  (P2).  Setelah itu,
dilakukan  penjahitan dan untuk

mengontrol pembengkakan serat rasa
sakit diberikan analgesik novalgin
dengan dosis 18,75 mg/ 200grBB yang
dilarutkan dalam CMC 0,25 hingga
mencapai 0,2 mL.%03!

Pada  kelompok  perlakuan,
minyak ikan lemuru dengan dosis
antiinflamasi 0,56 gr/200grBB secara
sistemik selama 7 hari pasca
pembedahan. 3! Setelah 7 hari pasca
pembedahan, dilakukan pengambilan
sediaan dan euthanasia pada hewan
coba. terlebih dahulu tikus dianastesi
dengan ketamine 1 mL dan xylazine
0,5 mL dicampur dan disuntikkan
dengan dosis 1,5 mL 100 grBB pada
femur dextra (intramuscular). Femur
dextra diambil dan dipotong dengan
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separating disc, kemudian dimasukkan
kedalam buffer formalin 10%. Setelah
itu, dilakukan euthanasia dengan neck
(cervical) dislocation lalu dikubur
dalam keadaan tidak sadar.®?

Sediaan tulang femur tikus yang
sudah diambil dilakukan dekalsifikasi
yang selanjutnya akan dilakukan
pembuatan sediaan imunohistokimia.
Pengecatan imunohistokimia
menggunakan Anti-bFGF Polyclonal
antibody (Bioss®).

Pengamatan  imunohistokimia
dilakukan dengan mengamati jumlah
sel fibroblas pada daerah defek yang
mengekpresikan FGF-2 dengan
pembesaran 400X. %% Data dari hasil
hitung sel fibroblas pada masing-
masing kelompok ditabulasi.  Uji
statistik yang digunakan adalah uji
parametrik One-way Anova.

HASIL

Data yang diperoleh dari hasil
penelitian ditabulasi dan dianalisis
secara deskriptif yang bertujuan untuk
memperoleh gambaran distribusi dan
peringkasan data guna memperjelas
penyajian hasil, kemudian dilakukan
uji hipotesis menggunakan statistik
analitik dengan taraf signifikansi 95%
(p=0,05) dengan menggunakan
program SPSS versi 20.

Tabel 1. Rata-rata dan standar deviasi
ekspresi FGF-2 pada femur tikus
Rata-rata + Standar

Kelompok Deviasi
K - 557 + 2,070
K+ 12,14 + 3,976
P1 8,14 + 1,676
P2 15,29 + 5,251

24
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Gambar 1. Diagram batang rerata dan
standar deviasi ekspresi FGF-2 pada femur
tikus.
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Gambar 2. Ekspresi FGF-2 pada femur
tikus (Rattus novergicus) dengan
pengecatan IHC dan pembesaran 400x.
Tanda panah menunjukkan fibroblas yang
mengekspresikan FGF-2.

Data hasil penelitian dianalisis
secara statistik deskriptif didapatkan
data-data seperti yang terlihat pada
gambar 1, dimana ekspresi FGF-2
pada masing-masing kelompok
menunjukkan adanya perbedaan nilai
rata-rata. Gambar tersebut
menunjukkan bahwa dengan
kombinasi pemberian minyak ikan
lemuru dan hidroksiapatit terjadi
peningkatan jumlah osteoblas.

Sebelum dilakukan uji hipotesis,
maka  setiap kelompok  diuji
normalitasnya dengan menggunakan

25
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uji ~ Shapiro-Wilk, karena pada
penelitian ini jumlah sampel <50.
Hasil uji tersebut menunjukkan bahwa
data berdistribusi normal dan hasil uji
homogenitas didapatkan nilai
signifikansi 0,100, sehingga dapat
disimpulkan  bahwa data hasil
penelitian homogen (p>0,05).

Hasil data di atas diketahui
memiliki distribusi data yang normal
dan memiliki varians yang homogen.
Oleh karena itu, uji dilanjutkan dengan
menggunakan uji One-way ANOVA
karena  desain  atau  rancangan
penelitian ini menggunakan lebih dari
2 kelompok yang tidak berpasangan
dengan skala pengukuran numerik
(rasio). Uji  One-way ANOVA ini
digunakan untuk mengetahui adanya
perbedaan pada tiap kelompok baik
secara terpisah maupun bersama-sama.
Setelah itu, didapati nilai signifikansi
sebesar 0,000 (p<0,05). Maka dapat

disimpulkan  terdapat  perbedaan
ekspresi  FGF-2, minimal antar
sepasang kelompok. Perbedaan

pasangan antar kelompok dilakukan
analisis perbandingan ganda (multiple
comparison) dengan LSD.

Tabel 2. Tabel hasil uji LSD

Kelompok K+ P1 p2
K- .002* .188 .000*
K+ .046* 111
P1 .001*
Keterangan: p<0,05 ada perbedaan

bermakna p>0,05 tidak ada perbedaan
bermakna
*terdapat perbedaaan bermakna

Berdasarkan hasil uji LSD
didapatkan perbedaan ekspresi FGF-2
yang bermakna (p<0,05) yaitu pada
kelompok K- dengan kelompok K+,
kelompok K+ dengan kelompok P1,
kelompok K- dengan kelompok P2 dan
kelompok P1 dengan kelompok P2.
Sedangkan kelompok K- dengan P1



Vol. 10 No. 1 Februari 2016

dan kelompok K+ dengan P2 memiliki
perbedaan ekspresi FGF-2 yang tidak
bermakna (p>0,05).

PEMBAHASAN

Unit eksperimen yang digunakan
pada penelitian ini adalah hewan coba
tikus wistar jantan karena jenis
kelamin jantan tidak ada pengaruh

hormonal yang dikawatirkan dapat
mempengaruhi  respon imun yang
berakibat pada mekanisme
penyembuhan. Sedangkan
menggunakan  tikus  dikarenakan
metabolisme tikus hampir sama

dengan manusia dan memiliki tingkat
stress yang lebih rendah dibanding
hewan coba lainnya. Selain itu, pada
penelitian ini bahan  scaffold
diaplikasikan pada Os femur tikus
wistar dan secara klinis diamati dari
sudut pandang histologis. Os femur
tikus  wistar memiliki  bentukan
trabecular bone yang menonjol di
bawah tulang kortikal yang identik
dengan tulang alveolar pada manusia
sehingga dapat digunakan sebagai
aplikasi untuk mempelajari regenerasi
tulang rahang pada kedokteran gigi
regeneratif . 3%

Proses penyembuhan tulang
terdapat 3 fase yang dimulai dari fase
inflamasi yang terjadi selama 1-7 hari
ditandai dengan ketika terjadi cedera
pada daerah kortikal tulang,
periosteum terangsang dan pembuluh
darah pada sekitar daerah cedera
menjadi pecah .*3% Selain itu pada
fase ini terjadi migrasi sel makrofag,
monosit, limfosit, sel PMN dan
fibroblas ke daerah yang mengalami
kerusakan ~ melalui  prostaglandin
selaku mediator inflamasi. Pada fase
ini  akan menghasilkan  jaringan
granulasi, pembuluh darah muda dan
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migrasi sel-sel mesenkimal.®” Pada
saat  terjadi inflamasi,  terjadi
penurunan jumlah sel inflamasi pada

defect sehingga akan dilanjutkan
dengan fase proliferasi yang ditandai
dengan dengan adanya jaringan

graulasi yang terdiri dari fibroblas,
pembuluh  darah  baru, matriks
ekstraseluler dan kolagen.®

Fase proliferasi atau reparatif
dimulai saat fase inflamasi melepas
sitokin dan growth factor (PDGF,

VEGF, FGF, TGF dan Ang-1)
sehingga terjadi proliferasi fibroblas
untuk membentuk matriks

ekstraseluler dan pembentukan garam
kalsium melalui suatu perlekatan,
sehingga terbentuk tulang baru (woven
bone). Growth factor juga dilepaskan
oleh platelet dan fibroblas, termasuk
FGF-2 dihasilkan juga oleh monosit,
keratinosit maupun fibroblas. Fase ini
menghasilkan perkembangan jaringan
yang pada akhirnya akan digantikan
oleh tulang. Ketika jaringan diresorpsi,
sel seperti fibroblas, kondroblas, dan
osteoblas akan mulai terbentuk oleh
pluripotent mesenchymal cells.>%%%
Akhir fase inflamasi untuk transisi ke
fase proliferasi, makrofag merangsang
sitokin dan growth factor salah
satunya FGF-2. Fase proliferasi
dimulai 3 hari pasca pencabutan gigi.*°
Pada penelitian yang diakukan oleh
Takayama et al (2001) proses
perbaikan secara normal, FGF-2 dapat
dilihat 1 sampai 8 minggu pasca
kerusakan tulang pada hewan coba
tikus dan pada penelitian pasca
pencabutan gigi maarmut, ekspresi
FGF-2 dapat dilihat pada hari ke 3.
Ekspresi FGF-2 merupakan sinyaling
kontrol dari diferensiasi sel fibroblas,
fibroblas pertama kali muncul pada
hari ke 3 dan memuncak pada hari ke
7 di daerah luka.*® Proses bone healing
pada peneltian ini dapat diasumsikan
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ekspresi FGF-2 dihitung pada hari ke 7
paska pembuatan defek pada femur
tikus wistar.

Fase remodeling merupakan fase
paling lama dari penyembuhan tulang
yang ditandai dengan perubahan
lambat dari bentuk tulang untuk suatu
fungsi dan kekuatan yang normal atau
hampir normal. Pada fase ini terjadi
aposisi dan pembentukan tulang oleh
osteoblas dan resorpsi tulang yang
rusak oleh osteoklas.'*!

Hidroksiapatit (HA) merupakan
komponen mineral utama penyusun
mineral tulang dan jaringan keras pada
mamalia  yang  memiliki  sifat
osteokonduktif dan  biokompatibel
yang berintegrasi dengan tulang host
dan berperan sebagai pengganti tulang
dengan membentuk kerangka
(scaffold). FGF -2 merupakan
sinyaling kontrol dalam pembentukan
tulang yang  berfungsi  untuk
meregulasi replikasi sel
osteoprogenitor, diferensiasi fibroblas
pada periosteum menjadi osteoblas,
dan apoptosis sebagai pengisi dari
scaffold.  Sel-sel progenitor akan
menempel pada scaffold dan akan
berdiferensiasi menjadi osteoblas dan
memberikan tempat untuk deposisi
matriks tulang serta jalur pembuluh
darah sebagai suplai nutrisi, 618424344
Fibroblast growth factor (FGF)
terbukti  merangsang pertumbuhan
tulang, sintesis kolagen pada bone
healing baik secara in vitro maupun in
vivo.®® Dari teori tersebut dapat
menjadi alasan ekspresi FGF-2 pada
K(+) dengan aplikasi hidroksiapatit
lebih meningkat dibandingkan dengan
K(-) vyang tidak diaplikasikan
hidroksiapatit.

Pemberian minyak ikan lemuru
yang kaya akan Omega-3 memiliki
kandungan 13,7% EPA, 8,9 DHA dan
26,8 % total omega-3 yang berasal dari
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total minyak, memiliki peran sebagai
imunmodulator pada proses bone
healing.*® Omega-3 dapat
mempengaruhi proses inflamasi. Pada
proses inflamasi, makrofag akan
mengeluarkan sitokin, baik sitokin
proinflamasi maupun sitokin inflamasi

serta growth factor (GF).
Antiinflamasi akan meningkat
sehingga dapat menekan proinflamasi.
Minyak ikan lemuru juga akan
mempengaruhi growth factor,
sehingga meningkatkan fibroblast
growth factor (FGF) yang memiliki
fungsi dalam diferensiasi
osteoblas.*’ 8

Omega-3 juga mengandung

senyawa resolvingEl dan lipoxin yang
dapat mempengaruhi system imun agar
penyembuhan tulang dapat berjalan
dengan baik. Senyawa bioaktif RvVEL
yang menghambat PGE2 dalam
meresorpsi tulang. Selain itu, RVE1l
juga dapat mengurangi inflamasi,
migrasi sel dendritik, peritonitis dan
produksi IL-2). *%° Pada kelompok
K(-) ekspresi FGF-2 lebih sedikit
dibandingkan dengan P1 yang
diberikan perlakuan minyak ikan
lemuru. Secara statistik perbedaan
keduanya tidak terlihat perbedaan yang
signifikan, tetapi setidaknya terdapat
perbedaan ekspresi FGF-2 pada kedua
kelompok tersebut.

Kelompok K(+) yang
diaplikasikan  hidroksiapatit secara
topikal langsung pada defect memiliki
sifat osteokonduktif sehingga
membentuk  kerangka  (scaffold)
sehingga osteoblas dapat melekat pada
kerangka tersebut. Pemberian HA
secara kuratif membantu pada fase
remodeling. Hal tersebut yang
mungkin dapat menjadikan hasil
penelitian menjadi terdapat perbedaan
yang bermakna antara K(+) dengan P1,
pada K(+) vyang diaplikasikan
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hidroksiapatit menunjukkan ekspresi
FGF-2 lebih meningkat dibandingkan
dengan P1 yang diaplikasikan minyak
ikan lemuru. Karena pada P1,
pemberian minyak ikan lemuru
diberikan secara sistemik dan preventif
yaitu diberikan seminggu sebelum

pembedahan dan kuratif sebagai
immunmodulator agar dapat
mempercepat fase inflamasi. Pada

pemberian sistemik ini memungkinkan
untuk efek dari minyak ikan lemuru
tidak langsung mengenai defek dan
harus melalui aliran darah terlebih
dahulu.

Penelitian  ini,  kombinasi
pemberian minyak ikan lemuru dengan
aplikasi hidroksiapatit menunjukkan
peningkatan ekspresi FGF-2 paling
baik dibandingkan dengan kelompok
lainnya. Karena pada P2, HA yang
diaplikasikan secara topikal memiliki
sifat osteokonduktif sebagai scaffold
yang dapat merangsang osteoblas yang
berasal dari diferensiasi fibroblas oleh
FGF-2 pada periosteum. Pemberian
minyak ikan lemuru secara sitemik
sebagai immunmodulator  dapat
mempercepat fase inflamasi tanpa
membentuk scaffold, sehingga
didapatkan kombinasi dari
hidroksiapatit ~ dengan  pemberian
minyak ikan  lemuru  memiliki
pengaruh  paling besar terhadap
ekspresi FGF-2 pada proses bone
healing dibandingkan kelompok yang
lain. Proses penyembuhan tulang,
aplikasi hidroksiapatit dan pemberian
minyak ikan lemuru dapat dijadikan
obat alternatif.

SIMPULAN

Pada penelitian ini secara umum
dapat disimpulkan bahwa kombinasi
minyak ikan lemuru (Sardinella
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longiceps) dan aplikasi hidroksiapatit
paling efektif dibandingkan dengan
penyembuhan secara normal, aplikasi
hidroksiapatit saja, dan pemberian
minyak ikan lemuru saja.
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ABSTRACT

Background: The prevalence of diabetes mellitus (DM) is quite high in the world and
Indonesia. Diabetes mellitus with poor glycemic control periodontitis as a complication the
largest in the oral cavity which causes damage to the alveolar bone. Osteoblasts synthesize
osteoid collagen to form bone as raw material. Oxygenation high pressure is able to increase
the amount of alveolar bone osteoblasts in patients with DM. Sea cucumber contains growth
factors that play a role in the differentiation of osteoblasts to bone formation. Purpose: To
determine the effectiveness of combination hyperbaric oxygen therapy 2.4 ATA and sea
cucumber gel 3% in the increasing of osteoblasts in rats with DM induced P.gingivalis.
Materials and Methods: The study design was factorial design group. Rats are inducted with
STZ single dose 65 mg/kg BB to make DM and are inducted with P.gingivalis 1x10° sel/ml to
make them suffer periodontitis. Twenty male Wistar rats were divided into five groups. K-
(without treatment); K1 (Streptozotocin + P.gingivalis); K2 (Streptozotocin + P.gingivalis +
sea cucumber gel); K3 (Streptozotocin + P.gingivalis + HBO); K4 (Streptozotocin +
P.gingivalis + HBO + sea cucumber gel). Result: One-way ANOVA here were significant
differences (p<0.05) in K2 (24.97 + 4.99), K3 (22.80 + 6.45), K4 (28.47 + 3.20) that
compared with K1 (9.22 + 4.95). Conclusion: Each hyperbaric oxygen therapy doses of 2.4
ATA 100% 0O2 3x30 minutes with 5 minute intervals for 7 days and sea cucumber gel
(Stichopus hermanii) concentration of 3% and a combination of both therapies showed an
increase of osteoblasts significantly in rats with diabetes mellitus induced P.gingivalis.

Keywords: DM, periodontitis, osteoblasts, hyperbaric oxygen, sea cucumber
Korespondensi: Dian Mulawarmanti, Department of Oral Biology, Faculty of Dentistry,

Hang Tuah University, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Phone 031-5945864, 5912191,
Email: dian.mulawarmanti@hangtuah.ac.id
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ABSTRAK

Latar belakang: Prevalensi diabetes mellitus (DM) cukup tinggi di dunia maupun di
Indonesia. Diabetes mellitus dengan kontrol glikemik buruk meningkatkan periodontitis
sebagai komplikasi terbesar di rongga mulut yang menyebabkan kerusakan tulang alveolar.
Osteoblas mensintesis kolagen untuk membentuk osteoid sebagai bahan dasar tulang.
Oksigenasi tekanan tinggi mampu meningkatkan jumlah osteoblas tulang alveolar pada
penderita DM. Teripang emas mengandung growth factor yang berperan dalam diferensiasi
osteoblas untuk pembentukan tulang. Tujuan: Mengetahui efektifitas kombinasi terapi
oksigen hiperbarik 2.4 ATA dan gel teripang emas 3% terhadap peningkatan jumlah
osteoblas pada tikus DM yang diinduksi bakteri P.gingivalis. Bahan dan Metode: Rancangan
penelitian adalah factorial group design. Pembuatan tikus DM dengan cara induksi STZ
single dose 65 mg/kg BB dan periodontitis dengan cara induksi P.gingivalis 1x10° sel/ml. Dua
puluh tikus Wistar jantan dibagi menjadi lima kelompok. Kelompok K- (tanpa perlakuan); K1
(Streptozotocin + P.gingivalis); K2 (Streptozotocin + P.gingivalis + gel teripang emas); K3
(Streptozotocin + P.gingivalis + oksigen hiperbarik); K4 (Streptozotocin + P.gingivalis +
oksigen hiperbarik + gel teripang emas). Hasil: Hasil uji one-way ANOVA terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0.05) pada kelompok K2 (24.97+4.99), K3 (22.80+6.45), K4
(28.47+3.20) dibanding K1 (9.22+4.95). Simpulan: Masing-masing terapi oksigen hiperbarik
dosis 2.4 ATA 100% O 3x30 menit dengan interval 5 menit selama 7 hari dan gel teripang
emas (Stichopus hermanii) konsentrasi 3% serta kombinasi kedua terapi tersebut
menunjukkan peningkatan jumlah osteoblas secara signifikan pada tikus diabetes melitus
yang diinduksi bakteri P.gingivalis.

Kata kunci: DM, periodontitis, osteoblas, oksigen hiperbarik, teripang emas
Korespondensi: Dian Mulawarmanti, Bagian Biologi Mulut, Fakultas Kedokteran Gigi

Universitas Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 031-5912191, Email:
dian.mulawarmanti@hangtuah.ac.id

PENDAHULUAN retinopati, neuropati, dan penyakit
vaskuler periferal .

Diabetes melitus (DM) Pada diabetes melitus, dengan
merupakan kelompok penyakit  kontrol glikemik yang buruk terdapat
metabolik yang ditandai dengan  peningkatan advanced glycation end
hiperglikemia  karena  kerusakan  products (AGEs) dalam darah,

sekresi insulin atau kerja insulin.?
Jumlah penderita DM terus meningkat.
Dari  tahun ke tahun  WHO
memperkirakan 135 juta orang seluruh
dunia terkena DM dan diperkirakan
2025 sebanyak 300 juta orang akan
terkena DM.? Di Indonesia, prevalensi
DM pada orang dewasa usia 20-79
tahun sebesar 5,8% dengan jumlah 9
juta kasus pada tahun 2014.% Penyakit
DM memiliki 5 komplikasi utama
antara lain kardiovaskuler, nefropati,

termasuk periodonsium. Periodontitis
merupakan komplikasi nomor enam
terbesar dari DM dan merupakan yang
terbesar pada rongga mulut dengan

prevalensi mencapai angka 75%.°
Periodontitis adalah penyakit
keradangan kronis yang ditandai

dengan kerusakan jaringan pendukung
gigi. Periodontitis dapat memperparah
diabetes karena infeksi yang berasal
dari periodontitis selain meningkatkan
produksi  sitokin, diduga dapat
meningkatkan resistensi insulin yang
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pada akhirnya memperburuk kontrol
glikemik pada penderita diabetes yang
juga menderita periodontitis. Hal ini
menunjukkan bahwa hubungan
diabetes melitus dan periodontitis
berlangsung dalam dua arah.®

Kontrol glikemik memegang
peranan penting dalam mengobati
penyakit  periodontal.”  Penelitian
menunjukkan, bahwa terapi
periodontitis lokal seperti scaling dan
root planing saja, tidak menunjukkan
adanya perlekatan jaringan ikat baru
secara histologis.® Sehingga diperlukan
terapi adjunctive salah satunya adalah
terapi oksigen hiperbarik.

Penelitian terdahulu pada hewan
coba dengan diabetes  mellitus,
menggunakan terapi oksigen
hiperbarik dengan dosis 3x30 menit
dengan jeda 5 menit selama 7 hari
berturut-turut  efektif  menurunkan
kadar gula darah dibandingkan ke 1, 3,
dan 5 hari.® Oksigen hiperbarik
merupakan terapi dengan bernafas
menggunakan oksigen 100% murni di
dalam suatu ruangan bertekanan tinggi
lebih  dari 1 ATA  (Atmosfer
absolute).©

Peran terapi oksigen hiperbarik
dalam perawatan penderita DM adalah
menyediakan oksigen bagi jaringan
yang hipoksia, mengatur kadar gula
darah, meningkatkan pertumbuhan
pembuluh darah dan ujung saraf
sehingga dapat mempercepat proses
penyembuhan luka.!! Penelitian oleh
Wijaya,'>  membuktikan  bahwa
pemberian oksigenasi tekanan tinggi
dosis 2.4 ATA 100% Oz 3x30 menit
dengan interval 5 menit menghirup
udara biasa yang dilakukan selama 5
hari berturut-turut mampu
meningkatkan jumlah osteoblas pada
tulang alveolar tikus yang diinduksi
bakteri  Porphyromonas gingivalis
disertai diabetes mellitus. Beberapa
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penelitian menunjukkan bahwa
sebagian produk dari Porphyromonas
gingivalis  dapat  mempengaruhi
osteoblas  sehingga  menghambat
pembentukan tulang alveolar.®
Teripang emas  (Stichopus
hermanii) mengandung bahan organik
dan in-organik serta bersifat terapeutik
yang berperan sebagai anti inflamasi.**
Teripang diketahui memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri patogen.
Pada penelitian Muttagien,*® diketahui

ekstrak  etanol  teripang  emas
(Stichopus hermanii) dapat
menghambat  pertumbuhan  bakteri
Mixed periodontopathogen.

Teripang emas  (Stichopus
hermanii) mempunyai aktivitas

antioksidan seperti EPA dan DHA
yang cukup tinggi, ditandai adanya
aktivitas superoksida dismutase (SOD)
yang berperan untuk mencegah
terjadinya stress oksidatif pada kondisi
hiperglikemi sehingga teripang emas
(Stichopus hermanii) sangat baik untuk
dijadikan obat pilihan untuk anti
diabetes.!®  Teripang emas juga
mengandung cell growth factor (CGF),
salah satu komponennya adalah
vascular endothelial growth factor
(VEGF) vyang berperan dalam
menginduksi neovaskularisasi
(angiogenesis) dan diferensiasi
osteoblas untuk pembentukan tulang
secara in vivo.!’

Osteoblas merupakan fibroblas
yang mengalami diferensiasi dan sama
seperti fibroblas yang berasal dari sel
mesenkim.’®  Osteoblas  berperan
mensintesis kolagen untuk membentuk
osteoid sebagai bahan dasar tulang.®®
Osteoblas mensintesis dan memediasi
mineralisasi osteoid dengan
membentuk suatu lapisan sel diatas
permukaan tulang yang berfungsi
melindungi dari resorpsi tulang.*®
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Berdasarkan latar belakang di
atas maka perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai efektifitas
kombinasi terapi oksigen hiperbarik
(OHB) dosis 2.4 ATA 100% O, 3 x 30
menit dengan interval 5 menit selama
7 hari berturut-turut dan gel teripang
emas (Stichopus hermanii) konsentrasi
3% terhadap peningkatan jumlah
osteoblas pada tikus diabetes melitus
yang diinduksi bakteri Porphyromonas
gingivalis.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian true
eksperimental dengan  rancangan
penelitian factorial group design.
Parameter  penelitian ini  adalah
perbedaan jumlah osteoblas. Sejumlah
20 ekor tikus wistar (Rattus novergicus
strain Wistar) dibagi menjadi lima
kelompok, kriteria yang dipilih adalah
jenis kelamin jantan, usia 3-4 bulan
dengan berat badan 150-200 gram.

Tikus diaklimatisasi/diadaptasi
selama 7 hari. Dibagi menjadi lima
kelompok, yaitu K™ (tanpa perlakuan),
K1 (diinduksi streptozotocin + bakteri

P.gingivalis), K2 (diinduksi
streptozotocin + bakteri P.gingivalis +
terapi gel teripang emas), K3
(diinduksi streptozotocin + bakteri
P.gingivalis + terapi  oksigen
hiperbarik), dan K4  (diinduksi

streptozotocin + bakteri P.gingivalis +
terapi oksigen hiperbarik + terapi gel
teripang emas).

Pada hari ke 8 dilakukan
timbang berat badan dan cek kadar
gula darah awal pada masing-masing
kelompok tikus. Kemudian dilakukan
induksi streptozotocin setelah
pemberian nicotinamide 230 mg/kg
BB selama 15 menit. Dosis STZ
adalah 65 mg/kg BB. Kemudian diberi
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10%  untuk
hypoglycemic

minum  dekstrosa
menghindari  sudden
post injection.?°

Pada hari ke 11 tikus diberi
kanamycin (20 mg), ampisilin (20 mg)
setiap hari selama 4 hari dalam air
minum, dan rongga mulutnya diusap
0.12% chlorhexidine glukonat untuk
menekan mikrobiota mulut yang asli.?*
Kemudian pada hari ke 14 dilakukan
cek gula darah setelah induksi STZ.

Pada hari ke 15 dilakukan
induksi P.gingivalis sebanyak 0.2 ml
dari 1x10° sel/ml bakteri secara topikal
disepanjang tepi gingival labial, buko
palatal/lingual dari molar rahang atas
ke molar rahang bawah serta di
permukaan anal menggunakan cotton
bud. Frekuensi induksi P.gingivalis
sebanyak 3 kali dalam 4 hari dan
diinkubasi selama 3 minggu.??

Pada hari ke 39 setelah induksi
bakteri, kelompok K2 mendapatkan
terapi gel teripang emas 3% secara
topikal yang dioleskan sepanjang tepi
gingiva labial, bukopalatal/lingual dari
molar ke molar rahang atas dan bawah
sebanyak 0.1 ml/hari menggunakan
microbrush selama 7 hari.? Pada hari
ke 46 kelompok K3 mendapatkan
terapi  oksigen hiperbarik  yang
dimasukkan kedalam chamber dan
diberikan  100%  oksigen  murni
kemudian  dilakukan  peningkatan
tekanan dalam chamber sampai 2.4
ATA selama 3x30 menit dengan
interval 5 menit selama 7 hari.?* Pada
kelompok K4 terapi oksigen hiperbarik
diberikan terlebih dahulu kemudian
dilanjutkan pemberian gel teripang
emas 3%.

Pada hari ke 53 tikus
dieuthanasia dan dilakukan cervical
dislocation lalu didekaputasi untuk
diambil mandibulanya.?® Kemudian
dilakukan dekalsifikasi menggunakan
EDTA 10%.%° Selanjutnya dilakukan
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pengecatan Hematoxylin Eosin lalu
diamati menggunakan mikroskop dan
dihitung jumlah sel osteoblas yang
terlihat pada mikroskop cahaya dengan
pembesaran 400 kali dan dihitung
dengan per enam lapangan pandang
oleh 3 orang pengamat.?®

Data yang diperoleh dianalisis
menggunakan uji statistik parametrik.

HASIL

Data yang diperoleh dari hasil
penelitian dilakukan analisis data
dengan menggunakan uji statistik one
way ANOVA dengan taraf signifikan
95% (p = 0.05) dan diolah dengan
program IBM SPSS versi 20.

i”‘ iy

i ;
R B\

Gambar 1. Gambaran  Histopatologi
Anatomi Jumlah Osteoblas dengan Sediaan
HE pada Pembesaran 400x

Ket.: osteoblas ditunjuk tanda panah kuning

Tabel 1. Rata-rata dan simpangan baku
osteoblas pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Rata-rata + Std

Deviasi
K- 14.12 £7.54
K1 9.22 £4.95
K2 2497 £4.99
K3 22.80 +6.45
K4 28.47 +3.20
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Rata-rata Jumlah Osteoblas
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Gambar 2. Rata-rata jumlah osteoblas
tulang alveolar masing-masing kelompok

Kemudian dilakukan uji
normalitas menggunakan uji Shapiro-
Wilk (karena sampel < 50) dan
didapatkan semua kelompok
terdistribusi normal (p > 0,05).

Data kemudian di uji
homogenitasnya menggunakan  uji
Levene’s Test (p>0.05).

Data menunjukkan 0.630
(p>0.05) sehingga disimpulkan seluruh
kelompok mempunyai varian data
yang homogen. Kemudian dilakukan
uji parametrik One-way ANOVA
untuk mengetahui perbedaan masing-
masing kelompok perlakuan.

Tabel 2. Hasil uji one-way ANOVA

Variabel Sig.

Osteoblas 0.001

Berdasarkan Tabel 2, didapatkan
nilai  p<0.05 yang menunjukkan
terdapat perbedaan jumlah osteoblas
yang bermakna atau signifikan.

Tabel 3. Hasil uji Post-Hoc LSD

Kelompok K1 K2 K3 K4
K 0.237 0.016* 0.046* 0.003*
K1 0.001* 0.004* 0.000*
K2 0593  0.393
K3 0.174
Keterangan: *  (terdapat  perbedaan
signifikan)
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Berdasarkan Tabel 3, terdapat
perbedaan signifikan jumlah osteoblas
pada kelompok K" dengan K2, K3, K4
dan kelompok K1 dengan K2, K3, K4.

PEMBAHASAN
Dari hasil penelitian, terjadi
penurunan jumlah osteoblas pada

kelompok K1 (9.22 + 4.95) dibanding
dengan K™ (14.12 + 7.54), meskipun
tidak signifikan (tabel 5). Hal ini
disebabkan peningkatan kadar gula
darah pada kelompok tikus diabetes
mellitus (DM) dengan periodontitis
yang mengakibatkan  peningkatan
akumulasi Advanced Glycation End
products sehingga terjadi perubahan
sel dan komponen matriks
ekstraseluler, seperti perubahan fungsi
abnormal dari sel endotel,
pertumbuhan kapiler dan proliferasi
pembulun darah.?® Pada kondisi
hiperglikemia, peningkatan ekspresi
oleh advanced glycation end products
(AGEs) diikuti juga peningkatan
reseptor AGE (rAGE). Apabila AGE;
berikatan dengan rAGE maka akan
menyebabkan terjadinya stress
oksidatif. Peningkatan kondisi stress
oksidatif yang berlebih  memicu
pelepasan sitokin pro inflamasi (IL-1,
IL-6, dan TNF-a). Pelepasan produksi
sitokin proinflamasi dan mediator
Kimia seperti TNF-a akan
menstimulasi ~ penurunan  jumlah
osteoblas dan peningkatan aktivasi

osteoklas sehingga mengakibatkan
terjadinya resorpsi tulang alveolar
crest, 2930

Teripang emas  (Stichopus

hermanii), merupakan bahan alami
dari biota laut yang mempunyai
manfaat tinggi bagi kesehatan.®
Teripang emas mengandung asam
lemak ®-3 seperti EPA (asam
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eikosapentaeonat) dan DHA (asam
dekosaheksaeonat) yang dapat
menurunkan produksi sitokin
proinflamatori sehingga menurunkan
stimulasi  resorpsi  tulang  dan
meningkatkan  aktivitas  osteoblas
dalam pembentukan tulang.®? Teripang
emas (Stichopus hermanii) juga
mempunyai aktivitas antioksidan yang
cukup tinggi dan ditandai adanya
aktivitas superoksida dismutase (SOD)
yang berperan untuk mencegah
terjadinya stress oksidatif pada kondisi
hiperglikemia sehingga teripang emas
(Stichopus  hermanii) sangat baik
dijadikan obat pilihan untuk anti
diabetes.’® Selain bahan organik,
teripang emas (Stichopus hermanii)
juga memiliki bahan an-organik yang
berperan sebagai anti inflamasi.’* Pada
kondisi periodontitis, bahan an-organik
seperti kalsium sangat bermanfaat bagi
pembentukan  gigi dan tulang.*
Kalsium dalam tulang disimpan dalam
bentuk  hidroksiapatit ~ (CaHPOa).
Pembentukan hiroksiapatit pada proses
mineralisasi dimulai dari terbentuknya
osteosit dan osteoblas. Osteoblas
mempunyai  kemampuan mengikat
mineral tulang sehingga saat terjadi
mobilisasi dan proliferasi osteoblas
dapat meningkatkan sintesis matriks
tulang untuk pembentukan tulang
baru.3* Adanya peningkatan jumlah
osteoblas yang bermakna, (p=0.001)
tampak pada kelompok K2 (24.97 +
4.99) dibanding K1 (9.22+ 4.95) (tabel
5). Ini membuktikan teripang emas
yang mengandung cell growth factor
(CGF), salah satu komponennya
adalah vascular endothelial growth
factor (VEGF) berperan dalam
menginduksi neovaskularisasi
(angiogenesis) dan diferensiasi
osteoblas untuk pembentukan tulang
secara in vivo.!’
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Oksigen  hiperbarik  (OHB)
merupakan terapi bernafas
menggunakan oksigen 100% murni di
dalam suatu ruangan bertekanan tinggi
lebih  dari 1 ATA  (Atmosfer
absolute).®  Dasar dari terapi
hiperbarik sedikit banyak mengandung
prinsip  fisika.  Teori  Toricelli
mendasari terapi oksigen hiperbarik
digunakan untuk menentukan tekanan
udara 1 atm (atmosfer) sama dengan
760mmHg, vyang di dalamnya
mengandung nitrogen (N2) 79% dan
oksigen (02) 21%.* Prinsip yang
dianut  secara  fisiologis  dapat
dijelaskan melalui mekanisme oksigen
yang terlarut dalam plasma.

Oksigen dalam darah diangkut
dalam bentuk larut dengan cairan
plasma dan bentuk ikatan dengan
hemoglobin, bagian terbesar (+ 97 %)
terikat dengan  hemoglobin  dan
sebagian kecil (3%) dalam bentuk
larut. Oksigen dalam bentuk larut ini
sangat penting pada terapi OHB,
disebabkan sifatnya yang lebih mudah
diterima jaringan lewat difusi langsung
daripada oksigen yang terikat dengan
hemoglobin.®  Pada  tabel 5
menunjukkan peningkatan jumlah sel
osteoblas yang bermakna, (p=0.004)
pada kelompok tikus K3 (22.80 +
6.45) dibandingkan kelompok tikus K1
(9.22 + 4.95). Hal ini disebabkan
oksigen hiperbarik juga memiliki
peran penting dalam sintesis osteoblas.
Dengan terapi oksigen hiperbarik akan
terjadi peningkatan oksigen (O.) di
dalam sel yang memicu meningk
atnya produksi ROS dan RNS sebagai
molekul sinyaling. Namun, ROS
meningkat dalam kadar yang relevan
untuk menginduksi antioksidan yang
kemudian menyebabkan mobilisasi
oleh stem sel progenitor untuk
mensintesis pembentukan sel osteoblas
sehingga mempercepat proses
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penyembuhan dan resorpsi
alveolar menjadi terhambat.3"-3

Pada kelompok K3 (22.80 *
6.45) dibandingkan dengan K2 (24.97
* 4.99) juga menunjukkan peningkatan
jumlah osteoblas yang tidak bermakna,
(p=0.593) (tabel 5). Hal tersebut
disebabkan karena mekanisme kerja
yang mirip antara terapi oksigen
hiperbarik dengan gel teripang emas
dalam hal peningkatan osteoblas,
dimana keduanya sama-sama
mempengaruhi FGF yang merupakan
faktor mitogenik untuk sel progenitor
osteoblas sehingga jumlah osteoblas
dapat meningkat pada level yang
hampir sama. Kandungan heparin
sulfat (HS) pada teripang emas
(Stichopus hermanii) dapat
memodulasi  faktor  pertumbuhan
seperti  FGF sedangkan paparan
oksigen tekanan tinggi pada terapi
OHB  menyebabkan FGF juga
distimulus untuk merangsang
pembentukan osteoblas baru pada
jaringan iskemik. Salah satu dasar
terapi  oksigen hiperbarik adalah
merangsang pembentukan osteoblas
melalui  mekanisme  multifaktorial,
yaitu dengan meningkatkan tekanan
parsial  oksigen dalam plasma,
menurunkan HIF-1a, dan penurunan
jumlah neutrofil pada daerah luka.
Meningkatnya kadar oksigen pada
jaringan disekitar luka akan membantu
menaikkan kadar oksigen pada daerah
lain yang hipoksia, sehingga oksigen
tersebut dapat menjadi Kkatalisator
untuk memicu terjadinya diferensiasi
osteoblas, 393540

Pemberian kombinasi oksigen
hiperbarik (OHB) dengan terapi
teripang emas (Stichopus hermanii)
sangat berperan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri mixed
periodontopathogen karena
mengandung bahan organik dan in-

tulang
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organik serta bersifat terapeutik yang
berperan sebagai anti inflamasi.**
Peran oksigen juga penting dalam
menghambat pertumbuhan  bakteri.
Bakteri P.gingivalis tidak mampu
untuk bertahan hidup dengan paparan
oksigen lebih dari 6% oksigen. Pada
paparan OHB terjadi aktivitas NADH
oksidase = menghasilkan  peroksida
(H202) yang merupakan racun bagi
mikroorganisme anaerobik  karena
konsentrasinya dalam jumlah besar.
H-O> tidak dapat didetoksifikasi secara
memadai pada P. gingivalis sehingga
terjadi efek bakterisidal.** Teripang
juga memiliki kandungan bioaktif
seperti saponin, kondroitin sulfat, dan
glikosaminoglikan (GAG) lengkap.*?
Selama proses perbaikan jaringan,
GAG mengeluarkan Asam Hialuronat
(AH) yang merupakan bagian penting
dari matriks ekstraseluler dan berperan
mempengaruhi kecepatan migrasi sel
pada  proses  penutupan  luka,
reepitelisasi, inflamasi, adhesi, dan
proliferasi sel.** Asam hialuronat dapat
meningkatkan TGF-p yang merupakan
gowth factor yang mempengaruhi
peningkatan migrasi fibroblast dalam
proliferasi dan merupakan prekusor
diferensiasi osteoblas sehingga proses
proliferasi berlangsung cepat.** Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pada
kelompok K4 (2847 £ 3.20)
dibandingkan dengan K1 (9.22 + 4.95)
dan K (14.12 + 7.54) (tabel 5)
diperoleh adanya perbedaan
peningkatan jumlah osteoblas yang
bermakna, (p=0.000) dan (p=0.003).
Sedangkan hasil penelitian pada
kelompok tikus K4 (28.47 + 3.20)
dibandingkan dengan K3 (22.80 +
6.45) (tabel 5)  menunjukkan
peningkatan yang tidak bermakna,
(p=0.174) pada jumlah osteoblas. Hal
tersebut  kemungkinan  disebabkan
karena adanya pengaruh dari teripang
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emas (Stichopus hermanii) yang
mampu menurunkan kadar gula darah
dengan cara menghambat hidrolisis
karbohidrat, disakarida, menghambat
absorbsi glukosa serta menghambat
metabolisme  sukrosa, selain itu
senyawa antioksidan yang ada pada
teripang emas (Stichopus hermanii)
mampu menangkap radikal bebas
sehingga menghambat kerusakan yang
lebih  parah.®®  Terapi  oksigen
hiperbarik juga dapat menghambat
peningkatan kadar gula darah dengan
melemahkan atau menurunkan adiposit
hipertrofi sehingga resistensi insulin
menurun.* Dengan demikian,
pengaruh dari terapi teripang emas
(Stichopus hermanii) tidak berbeda
jauh dengan efek terapeutik yang
ditimbulkan pada terapi oksigen
hiperbarik (OHB).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian,
maka dapat disimpulkan bahwa
kombinasi terapi oksigen hiperbarik
dosis 2.4 ATA 100% O2 3x30 menit
dengan interval 5 menit selama 7 hari
dan gel teripang emas (Stichopus
hermanii) konsentrasi 3% memberikan
efek paling baik dalam meningkatkan
jumlah osteoblas secara signifikan
pada tikus diabetes melitus yang
diinduksi bakteri P.gingivalis.
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ABSTRACT

Background: Candida albicans acts as a trigger to denture stomatitis. Prevention of denture
stomatitis can be done by cleaning dentures with mechanic and chemical methods. Bromelin
enzymes from pineapple can be use as a chemical substance to purify dentures for its ability
to prevent the growth of Candida albicans with its proteolytic activity. Objectives: to
determine the influence of soap from pineapple peel extract as acrylic resin heat cured
denture cleanser in Candida albicans impure. Materials and Methods: The experiment is
post test only group design. The subject is divided into 6 groups. Control group (aquadest),
Positive control group (soap with lime extract brand X), and four treatment groups (soap
from pineapple peel extract with 0%, 3,5%, 7%, and 14% concentration). Each group is
brushed with an electric tooth brush for 5°. Then each sample is inserted into Saboraud
Dextrose Broth and 0,1 ml is taken and is vortexed for 30° then is incubated in Saboraud
Dextrose Agar for 24 hours. The colony is counted with the colony counter in CFU/mI. The
data will be tested with One Way ANOVA and continued with LSD test. Result: The mean of
Candida albicans colony in K-, P1, P2, P3, P4, K+ is 44.00; 32.25; 2.25; 6.00; 11.50; 19.00.
There is a difference between the control groups and all the treatment groups (p<0,05).
Conclusions: Soap from pineapple peel extract with the concentration 3,5% is the most
effective soap as an acrylic resin heat cured denture cleanser to influence the growth of
Candida albicans
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ABSTRAK

Latar belakang:. Salah satu faktor yang terlibat dalam Denture Stomatitis adalah Candida
albicans. Pencegahan Denture Stomatitis dapat dilakukan dengan pembersihan gigi dengan
cara mekanik dan kimia. Disini pembersihan gigi tiruan secara kimia yaitu menggunakan
enzim bromelin yang diisolasi dari tanaman nanas yang dapat menghambat pertumbuhan
Candida albicans karena aktivitas proteolitiknya. Tujuan: Untuk mengetahui pengaruh
efektivitas Sabun Cair Ekstrak Kulit Nanas sebagai pembersih basis gigi tiruan resin akrilik
heat-cured terhadap pertumbuhan Candida albicans. Bahan dan Metode: Jenis penelitian
adalah true experimental dengan rancangan penelitian post test only group design. Subyek
pada penelitian dibagi menjadi 6 kelompok. 1 kelompok kontrol negative yang ditetesi dengan
aquadest, 1 kelompok kontrol positif yang ditetesi dengan sabun ekstrak jeruk nipis merk X,
dan 4 kelompok perlakuan yang ditetesi dengan sabun ekstrak kulit nanas 0%,3,5%,7%, dan
14%. Masing-masing kelompok dilakukan penyikatan dengan sikat gigi elektrik selama 5.
Tiap sampel dimasukkan kedalam Sabouraud Dextrose Broth yang kemudian diambil 0,1 ml
setelah di Vortex 30’ dan dibiakkan pada Saboraud Dextrose Agar dengan inkubasi selama
24 jam. Setelah itu dihitung menggunakan Colony Counter dengan satuan CFU/ ml. Data
kemudian diolah dengan uji One way ANOVA dan dilanjutkan uji LSD. Hasil: Rata-rata
koloni Candida albicans pada K-, P1, P2, P3, P4, K+ adalah 44.00; 32.25; 2.25; 6.00;
11.50; 19.00. Terdapat perbedaan jumlah koloni Candida albicans yang bermakna antara
kelompok kontrol dan semua kelompok perlakuan (p<0,05). Simpulan: Sabun cair ekstrak
kulit nanas dengan konsentrasi 3,5% paling efektif sebagai pembersih basis gigi tiruan resin
akrilik heat cured memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan Candida albicans.

Kata kunci: Candida albicans, enzim bromelin, nanas
Korespondensi: Meinar Nur Ashrin, Bagian Prostodonsia, Fakultas Kedokteran Gigi,

Universitas Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 031-5945864, 5912191,
Email: meinar.ashrin@gmail.com

PENDAHULUAN menurunkan  Candida sp  bila

dibandingkan dengan pembersihan

Prevalensi denture stomatitis di
Indonesia cukup tinggi. 64% dari 50
pasien pemakai gigi tiruan terdeteksi
adanya Candida albicans.! Masalah
utama yang sering dialami oleh
pengguna gigi tiruan adalah Denture
Stomatitis. Genus Candida sering
terlibat sebagai faktor terjadinya
denture stomatitis.? Denture stomatitis
dapat dicegah dengan melakukan
pembersihan gigi tiruan secara rutin.
Kombinasi metode mekanik
penyikatan dan metode kimia lebih
efektif menurunkan jumlah Candida
albicans.®  Penggunaan  pembersih
enzim Polident yang dikombinasikan
dengan penyikatan paling efektif
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dengan enzim polident, penyikatan,
perendaman dengan chlorhexidine, UV
light, dan air.?

Salah satu pembersihan denture
secara kimia adalah menggunakan
enzim. Pemanfaatan bahan enzim
dapat diperoleh dari tanaman.* Enzim
yang dapat digunakan dan dapat
diisolasi dari tanaman adalah enzim
bromelin dari nanas. Penggunaan
nanas menghasilkan limbah berupa
kulit, batang, dan bonggol. Limbah-
limbah ini kaya akan enzim bromelin
yang dapat menghambat pertumbuhan
Candida albicans karena aktivitas
proteolitiknya.
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Hasil uji efek anti jamur sabun
cair yang dibuat dari ekstrak batang
nanas 7% memiliki daya hambat
terhadap pertumbuhan jamur Candida
albicans yang efektif dengan daya
hambat yang tidak jauh berbeda
dengan Lactacyd.® Ekstrak Bonggol
Nanas Cayenne dapat menghambat
pertumbuhan Candida albicans yang
efektif pada konsentrasi minimal
15%.° Enzim bromelin dapat diekstrak
dari kulit, batang dan bonggol nanas
dengan aktivitas enzim tertinggi ada
pada kulit, diikuti batang, dan yang
terendah pada bonggol.” Penelitian dan
pemanfaatan bonggol dan batang
Nanas sudah banyak dilakukan, namun
penelitian dan pemanfaatan kulit nanas
masih belum pernah dilaporkan.

Berdasarkan ~ uraian  diatas,
peneliti  ingin  menguji  efektifitas
pemakaian sabun cair ekstrak Kulit
nanas sebagai pembersih basis gigi
tiruan resin akrilik heat cured terhadap
pertumbuhan Candida albicans.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ~ yang  dilakukan
merupakan jenis penelitian  true
experimental dengan  rancangan

penelitian post test only control group
design. Parameter yang dilihat pada
penelitian ini adalah perbedaan jumlah
koloni Candida albicans. Sejumlah 24
sampel lempeng resin akrilik heat
cured dibagi menjadi enam kelompok,
dimana kriteria yang digunakan adalah
dengan  ukuran  10x10x1  mm,
permukaan sampel yang halus, tidak
porus, utuh, dan rata.

Prosedur penelitian ini dimulai
dengan lempeng resin akrilik steril
yang direndam dalam  suspensi
Candida albicans, dan diinkubasikan
selama 24 jam. Kemudian dilanjutkan
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dengan pembagian lempeng akrilik
menjadi 6 kelompok (K- vyaitu
kelompok kontrol(-), K+ sebagai
kelompok kontrol(+) dan P1, P2, P3,
P4 sebagai kelompok perlakuan)

Kelompok  (K+)  dilakukan
penyikatan dengan aquades 0,1 ml
selama 5 detik per sisi. Kelompok (P1)
dilakukan penyikatan dengan sabun
ekstrak 0% 0,1 ml selama 5 detik per
sisi.  Kelompok (P2) dilakukan
penyikatan dengan sabun ekstrak 3,5%
0,1 ml selama 5 detik per sisi.
Kelompok (P3) dilakukan penyikatan
dengan sabun ekstrak 7 % 0,1 ml
selama 5 detik per sisi. Kelompok (P4)
dilakukan penyikatan dengan sabun
ekstrak 14% 0,1 ml selama 5 detik per
sisi.  Kelompok (K-) dilakukan
penyikatan dengan sabun antibacterial
dengan ekstrak jeruk nipis 0,1 ml
selama 5 detik per sisi.

Setelah dilakukan penyikatan,
setiap sampel pada tiap kelompok
dibilas dengan PBS sebanyak dua kali,
dimasukkan dalam media Sabouraud
Dextrose Broth dan di vortex selama
30 s. Kemudian 0,1 ml diambil,
dilakukan spreading pada Sabouraud
Dextrose Agar dan diinkubasikan
selama 24 jam pada suhu 37°C.
Perhitungan jumlah koloni Candida
albicans  dilakukan  menggunakan
colony counter.

Data yang diperoleh dianalisis
secara  statistik dengan  tingkat
kesalahan 0=0,05. Data dianalisis
menggunakan uji statistik parametrik
One Way ANOVA dan dilanjutkan
dengan LSD test dan Post Hoc.

Pembuatan Sampel Resin Akrilik®
Membuat master model dari
malam berbentuk lempeng dengan

panjang 10 mm, lebar 10 mm dan tebal
1 mm. Aduk gips lunak diatas vibrator
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lalu dimasukkan ke dalam kuvet besar
hingga mencapai setengah tinggi
kuvet. Setelah setting, aduk gips keras
dan dimasukkan ke dalam kuvet besar
diatas  vibrator. Master  model
diletakkan diatas permukaan gips
keras, didiamkan sampai mengeras.
Setelah gips mengeras, permukaan
gips dan master model diolesi vaselin
dan bagian atas kuvet diisi dengan
adonan gips keras diatas vibrator.
Malam  dibuang dengan  cara
menuangkan air panas sampai tidak
ada malam yang tersisa setelah gips
mengeras.

Mould diisi dengan resin akrilik
dengan mengaduk bubuk dan cairan
resin akrilik (sesuai dengan aturan
pabrik) dimasukkan dan diaduk dalam
mangkuk porselen sampai mencapai
fase dough. Adonan akrilik
dimasukkan ke dalam mould dari gips
keras yang telah diolesi dengan cold
mould seal lalu kuvet ditutup dan
ditekan menggunakan press. Proses
polimerisasi dilakukan dengan
merebus kuvet pada suhu 75°C selama
90 menit, dilanjutkan sampai suhu
100°C selama 30 menit. Setelah
selesai, kuvet dibiarkan dingin lalu
lempeng resin akrilik dikeluarkan,
dibentuk sesuai ukuran (10x10x1) mm
dan dipulas.

Pembuatan Sabun Ekstrak Enzim
Bromelin dari Kulit Nanas®?

Kulit nanas yang digunakan
adalah kulit nanas yang berasal dari
buah nanas yang masih mengkal,
ditandai dengan warna kulitnya hijau
kekuningan. Kulit nanas dicuci dengan
aquades, dipotong kecil-kecil dan
dihomogenisasi dengan menggunakan
buffer Natrium Asetat (pH 6,5), dan
disaring. Ekstrak kasar disentrifugasi
selama 25 menit pada 3500 rpm, dan
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disimpan pada 4°C. Presipitasi ekstrak
kasar enzim Bromelin dilakukan
dengan penambahan Amonium Sulfat
sebanyak  60%  sambil  diaduk
menggunakan pengaduk magnet, dan
diinkubasi  semalam pada 4°C.
Selanjutnya disentrifugasi, dan
endapan yang dihasilkan dicuci dengan
buffer Natrium Asetat.

Formulasi sabun dibuat dengan
mencampur ekstrak kulit nanas yang
didapatkan dengan basis sabun Asam
Stearate 2,5 g, Adeps lanae 0,5 g,
Triethanolamin 0,15 g, Gliserin 0,7 g,
Parfum Rosae 0,05 ml, dan Aquades
hingga 100 ml.

Pembuatan Suspensi Candida
albicans!!

Candida albicans yang
digunakan adalah ATCC 10231

diambil sebanyak 1 ose, dimasukkan
dalam larutan BaCl, 0,048 M 0,5 ml
dan H;SO; 0,18 M 9,95 ml (1x 10°
CFU/ml) vyang setara dengan 0,5 Mc
Farland diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C. Disesuaikan  untuk
kontaminasi lempeng resin akrilik.

HASIL
Data dari hasil penelitian
dianaisis secara deskriptif untuk

mendapatkan gambaran dstribusi dan
peringkasan data guna memperjelas
penyajian hasil penelitian.

Tabel 1. Nilai rerata dan standar deviasi
jumlah koloni Candida albicans kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan

Kelompok Replikasi Mean Std. Deviation
K- 4 44,00 5.292

P1 4 32.25 5.377

P2 4 2.25 1.500

P3 4 6.00 .816

P4 4 11.50 2.646

K+ 4 19.00 1.826
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Gambar 1. Nilai rerata dan standar deviasi
jumlah koloni Candida albicans kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan

Masing-masing kelompok
dengan replikasi 4 diuji normalitasnya
dengan menggunakan uji statistik
Shapiro-Wilk (sampel yang digunakan
< 50) dan didapatkan hasil uji Shapiro-
Wilk memiliki nilai signifikan p > 0,05
sehingga dapat dikatakan bahwa
perbedaan jumlah koloni Candida
albicans  pada tiap  kelompok
terdistribusi normal.

Hasil uji homogenitas
menunjukkan signifikansi p > 0,05
sehingga didapatkan hasil data daya
anti Candida albicans antar kelompok
adalah homogen.

Data penelitian yang
terdistribusi normal dan variansnya
homogen kemudian dianalisis dengan
menggunakan uji parametrik One Way

ANOVA untuk mengetahui adanya
perbedaan jumlah koloni Candida
albicans yang bermakna antar
kelompok

Didapatkan hasil signifikansi
yaitu .000 atau diartikan p<0.05
sehingga ada perbedaan daya anti
Candida albicans yang bermakna
antara kelompok perlakuan dengan
kelompok  kontrol  positif  dan
kelompok negatif. Analisis Post Hoc
dengan uji LSD dilakukan untuk
melihat perbedaan daya anti Candida
albicans yang bermakna pada masing-
masing kelompok.

dentﬂ ISSN : 1907-5987

Berdasarkan hasil Uji LSD
dapat diketahui bahwa terdapat
perbedaan nilai jumlah koloni Candida
albicans yang bermakna pada
kelompok K- dengan kelompok P1,
kelompok P2, kelompok P3, kelompok
P4 dan kelompok K+. Kelompok P2
dengan kelompok P3, kelompok P4,
dan kelompok K+; Kelompok P3
dengan kelompok P4 dan kelompok
K+; Kelompok P4 dengan kelompok
K+ (p < 0,05)

Hasil Perbenihan

Keterangan : (1) Aquades (2) sabun 0% (3)
Sabun 3,5% (4) Sabun 7% (5) Sabun 14%,
(6) Sabun X

PEMBAHASAN

Hasil pengolahan data yang
dapat dilihat pada Tabel 1 didapatkan
signifikansi pada kelompok resin
akrilik yang ditetesi dengan aquades
kemudian disikat dengan sikat gigi
elektrik sebagai kontrol negatif (K-)
dan kelompok resin akrilik yang
ditetesi dengan sabun dengan ekstrak
jeruk nipis sebagai kontrol positif (K+)
didapatkan perbedaan bermakna (P <
0,05) dikarenakan aquades sebagai
kontrol negatif tidak memiliki daya
anti Candida albicans. Sedangkan
sabun dengan ekstrak jeruk nipis
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memiliki campuran ekstrak jeruk nipis
yang memiliki daya anti bakteri.!!

Berdasarkan Tabel 1, rerata
jumlah  koloni Candida albicans
terendah ada pada kelompok P2
dengan 2,25 x 10° CFU/ml dan
tertinggi pada kelompok P1 dengan
32,25 x 10° CFU/ml. Hal ini
dikarenakan pada kelompok P1 tidak
terkandung enzim Bromelin namun
hanya terdiri dari basis sabun saja.
Sedangkan pada kelompok P2,
terdapat enzim Bromelin dengan
konsentrasi 3,5%. Bila dibandingkan
rerata sabun cair ekstrak kulit nanas
dengan konsentrasi 3,5% (2,25 x 10°
CFU/ml) dengan rerata sabun cair
ekstrak kulit nanas dengan konsentrasi
7% (6,00 x 10° CFU/mlI) dan 14%
(11,50 x 10° CFU/mI) menunjukkan
bahwa pada sabun cair ekstrak kulit
nanas 3,5% paling efektif dalam
menurunkan jumlah koloni Candida
albicans.

Hal ini karena enzim bromelin
yang terkandung dalam  sabun
merupakan enzim protease Yyang
merupakan golongan enzim hidrolase.
Enzim hidrolase diketahui melibatkan
reaksi air pada ikatan spesifik enzim
dengan substrat.*? Pada penelitian ini
volume sabun untuk tiap konsentrasi
dibuat 10 ml. Hal ini menyebabkan
makin berkurangnya volume air yang
digunakan  dengan  bertambahnya
konsentrasi enzim yang digunakan
sehingga kurangnya air pada sabun
cair 7% dan 14% menyebabkan
penurunan aktivitas enzim bromelin.

Berdasarkan Tabel 1 didapatkan
hasil pengolahan data pada kelompok
resin akrilik yang ditetesi dengan
aguades kemudian disikat dengan sikat
gigi elektrik sebagai kontrol negatif
serta perlakuan yang menggunakan
sabun cair ekstrak kulit nanas pada
konsentrsi 0% (P1), 3,5% (P2), 7%
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(P3), 14% (P4). Pada kelompok P1
didapatkan signifikansi yang berbeda
(P<0,05) hal ini menyatakan bahwa
basis sabun cair yang digunakan pada
penelitian ini mempunyai daya anti
Candida albicans. Penurunan jumlah
koloni  Candida albicans pada
penyikatan resin akrilik dengan tetesan
sabun cair ekstrak kulit nanas 0%
disebabkan karena asam stearate yang
terkandung pada basis sabun berfungsi
sebagai surfaktan yang mengandung
sifat antikuman.'* Pada kelompok
resin akrilik yang disikat dengan sikat
gigi elektrik dengan tetesan sabun cair
ekstrak kulit nanas 3,5% (P2), 7% (P3)
dan 14% (P4) didapatkan pula
signfikansi yang berbeda (P<0,05), hal
ini menunjukkan bahwa sabun cair
ekstrak kulit nanas pada konsentrasi
tersebut mempunyai daya anti Candida
albicans. Penurunan jumlah koloni
Candida albicans pada penyikatan
resin akrilik dengan sabun cair ekstrak
kulit nanas pada konsentrasi tersebut
disebabkan pecahnya ikatan Glutamin-
Alanin dan Arginine-Alanin yang
merupakan Asam Amino penyusun
protein sehingga mengurangi
pembentukan plak pada gigi tiruan
resin akrilik yang merupakan tempat
koloni Candida albicans.#

Didapatkan pula pada Tabel 1
signifikansi yang bermakna (P<0,05)
antara kelompok yang disikat dengan
tetesan sabun X (K+) dengan
kelompok perlakuan yaitu kelompok
yang disikat dengan tetesan sabun cair
ekstrak kulit nanas (P1, P2, P3, P4).
Rerata jumlah  koloni  Candida
albicans pada kelompok K+ lebih
kecil daripada kelompok P1. Hal ini
karena pada kelompok K+ sabun X
yang digunakan mengandung ekstrak
jeruk nipis yang berguna sebagai anti
bakteri sedangkan pada kelompok P2
hanya menggunakan bahan basis sabun
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tanpa adanya enzim. Akan tetapi,
rerata jumlah koloni Candida albicans
pada kelompok K+ lebih banyak
dibandingkan dengan kelompok P2,
P3, P4. Hal ini menunjukkan bahwa
sabun cair ekstrak kulit nanas lebih
efektif dalam menurunkan jumlah
koloni Candida albicans dibanding
dengan sabun X yang mengandung
ekstrak jeruk nipis. Penurunan jumlah
koloni Candida albicans pada K+
lebih sedikit daripada P2, P3 dan P4
karena ekstrak jeruk nipis pada sabun
X hanya memiliki daya anti bakteri
namun tidak memiliki daya anti
Candida bila dibandingkan dengan
enzim bromelin dalam ekstrak kulit
nanas yang dapat memecah biofilm
tempat Candida albicans dapat
melekat sehingga memiliki daya anti
bakteri maupun anti Candida.'>*®

SIMPULAN

Penelitian ini secara umum dapat
disimpulkan bahwa terdapat pengaruh
efektivitas sabun dari ekstrak kulit
nanas terhadap pertumbuhan Candida
albicans pada bahan basis gigi tiruan
resin akrilik heat cured dengan
konsentrasi 3,5%, 7% dan 14%
memiliki efektivitas anti jamur dalam
menghambat pertumbuhan Candida
albicans. Konsentrasi 3,5% paling
efektif dalam menghambat
pertumbuhan Candida albicans.
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LAPORAN PENELITIAN

Hubungan Antara Ph Plak Terhadap Terjadinya
Early Childhood Caries (Ecc) pada Daerah
Endemik Gizi Buruk

(Relationship Between Ph Plaque To Early Childhood Caries
(Ecc) Occurance In Endemic Area Of Malnutrition Status)
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ABSTRACT

Background: One of the prevention for Early Childhood Caries (ECC) is maintain daily food
through limiting cariogenik food’s consumption, controlling eating frequency, improving oral
and dental health. Dental caries would be prevented by controlling eating frequency,
improving oral and dental health, so pH plaque can also be controlled. Purpose: Analyze the
relationship between the pH plaque to ECC occurrence in an endemic area of malnutrition
status. Materials and Methods: Cross section study on 287 children aged 6-48 months in an
endemic area of malnutrition in the district Neglasari, Tangerang city in 2013, interviewing
the mother, and intraoral examination in children, multistage cluster random sampling
method. Result: ECC highest proportion found in plaque pH from 6.0 to 6.4 as much as
79.2% with a value of p = 0.000 (p<0.05) and is one of the better predictors of the
occurrence of ECC. Conclusions: There isa significant relationship between pH plaque to
ECC occurrence, this variableis accordant with the prevention of ECC because itis included
inthe model predictors of ECC.

Keywords: ECC, pH plaque, cariogenic consumption.
Correspondence: Pindobilowo, Laboratory of Dental Public Health, Faculty of Dentistry,

Prof. Dr Moestopo (Beragama) University, Bintaro Permai Raya No.3, Jakarta, Telepon 021-
73885254, Email: pindobilowo@yahoo.co.id
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ABSTRAK

Latar Belakang: Salah satu tindakan pencegahan Early Childhood Caries (ECC) adalah
menjaga pola makan yaitu dengan membatasi makanan keriogenik, menjaga frekuensi
makan, dan selalu menjaga kesehatan gigi dan mulut, karena dengan mengontrol pola makan
dan menjaga kesehatan gigi dan mulut maka pH plak dapat terkontrol sehingga gigi akan
terhindar terhadap karies, serta di dukung oleh perbaikan status gizi anak dan peran ibu
dalam mencukupi gizi selama masa kehamilan. Tujuan: Untuk menganalisa hubungan pH
plak terhadap terjadinya ECC pada daerah endemik status gizi buruk. Bahan dan Metode:
Cross sectional pada 287 anak usia 6-48 bulan pada daerah endemik gizi buruk di
Kecamatan x tahun 2013, wawancara pada ibu dan pemeriksaan intraoral pada anak, metode
sampling multistage cluster random sampling. Hasil: Proporsi ECC terbanyak terdapat pada
pH plak 6,5-6,9 sebanyak 79,2% dengan nilai p=0,000 (p<0,005) dan merupakan salah satu
prediktor yang baik terhadap terjadinya ECC. Simpulan: Terdapat hubungan yang bermakna
pH plak terhadap terjadinya ECC, variabel ini sesuai dengan pencegahan terjadinya ECC
karena termasuk dalam model prediktor ECC, besar variasi model ini 56,9% dengan akurasi
prediksi 81,9%

Kata kunci: ECC, pH plak, frekuensi makan, konsumsi kariogenik
Korespondensi: Pindobilowo, Laboratorium Kesehatan Gigi Masyarakat, Fakultas

Kedokteran Gigi, Universitas Prof. Dr Moestopo (Beragama), Bintaro Permai Raya No.3,
Jakarta, Phone 021-73885254, Email: pindobilowo@yahoo.co.id

PENDAHULUAN pada usia 1-4 tahun antara sekitar 1,5%
dan 12,8%%°. Pada penelitian oleh

Karies merupakan penyakit  Margo (2005) Prevalensi ECC usia 6—
multifaktorial ~ yang  mempunyai 48 bulan Kecamatan Neglasari Kota

beberapa faktor yang berperan satu
sama lain sehingga menimbulkan suatu
gejala  klinis.  Terjadinya Early
Childhood Caries (ECC) disebabkan
karena Konsumsi anak usia balita yang
bersifat kariogenik. Makanan yang
bersifat kariogenik kebanyakan
mengandung karbohidrat atau glukosa.
Pada penelitian  Ismail (1998) dan
Sohn dkk (2006) mengungkapkan
bahwa konsumsi susu selama tidur
dengan menggunakan botol susu,
konsumsi ASI yang tidak terkontrol,
dan sering mengkonsumsi makanan
ringan manis berkontribusi terhadap
timbulnya ECC.!

Penelitian di RRC prevalensi
ECC pada usia 2 tahun adalah 26,6%,
sedangkan pada usia 3 tahun adalah
45%, dan di Tanzania prevalensi ECC
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Tangerang adalah 40%.%3

Melihat fenomena tersebut maka
pencegahan ECC harus dilakukan
sedini mungkin. Salah satu
pencegahan yang dapat dilakukan
yaitu dengan mengontrol terjadinya
plak gigi pada anak. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk melihat
hubungan pH plak gigi anak terhadap
terjadinya ECC.

TINJAUAN PUSTAKA

Early Childhood Caries (ECC)
di tandai dengan white spot dan terjadi
pada usia anak prasekolah yaitu pada
usia 0-71 bulan yang akan terus
berkembang sampai dapat
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mengakibatkan kerusakan
mahkota gigi.®

Awal gigi sulung erupsi adalah
pada umur + 6,5 bulan (Usri,2006) dan
gigi sulung lengkap di dalam rongga
mulut adalah pada usia + 3 tahun.
Salah satu faktor yang mempengaruhi
terjadinya ECC adalah adanya
metabolisme mikroorganisme
acidogenik yang dapat mempengaruhi
daya tahan email karena terurainya
ion-ion yang di sebabkan karena
refined  carbohydrat  (Kawashita,
2011).4

Proses karies gigi akan terjadi

pada

bila keempat faktor yaitu host
(pejamuy), agent (mikroflora)
environment (substrat) dan waktu.
Terjadinya karies gigi disebabkan

karena sinergi dari keempat faktor
tersebut. Apabila bila terdapat host
yang rentan yang terpapar oleh
mikroorganisme (misalnya:
Streptococcus mutans) dan di dukung
oleh substrat (misalnya:
karbohidrat) disertai oleh jangka waktu
yang sesuai, maka proses karies akan
terjadi.®

mikroorganisme

Gambar 1. Faktor terjadinya karies®

Dental pH plak

Pada keadaan pH menurun atau
pada kondisi asam maka kemampuan
untuk larut dapat meningkat sampai
penguraian karena produksi asam pada
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bakteri yang melekat dan berkolonisasi
pada permukaan gigi.

Menurut Bahar (2011) bahwa
derajat penurunan pH tergantung pada
ketebalan plak, jumlah dan gabungan
bakteri yang terdapat pada plak serta
efisiensi kemampuan buffer saliva
serta frekuensi konsumsi karbohidrat
dan semakin lama pemulihan pH
menuju kondisi normal, maka semakin
besar kemungkinan untuk terjadinya
karies.!

BAHAN DAN METODE

Variabel terikat adalah Early
Childhood Caries, sedangkan variabel
bebas adalah usia, gender, penghasilan
keluarga, berat badan bayi lahir,
Indeks BB/TB, pH plak anak,
frekuensi konsumsi kariogenik anak,
jenis konsumsi kariogenik anak, dan
waktu konsumsi kariogenik anak.

Lokasi penelitian di Kecamatan
Neglasari Kota Tangerang. Jumlah
sampel 287 anak. Populasi pada
penelitian ini adalah ibu dan anak
balita usia 6-48 bulan. Desain
penelitian nya adalah cross sectional.
Metode sampling yang digunakan
adalah multistage cluster random
sampling.

Pengumpulan data dilakukan
dengan cara wawancara dan pengisian
kuesioner kepada ibu Pemeriksaan
Klinis gigi anak yaitu karies dan pH
plak. Alat pemeriksaan intra oral,
diantaranya: kaca mulut dan sonde
untuk  mengetahui gigi  yang
mengalami  karies, serta pH plak
indikator untuk melihat risiko karies
gigi anak.

Pengolahan  data  dilakukan
setelah  data  dikumpulkan  dari
lapangan kemudian dilakukan tahap
pengolahan data dilakukan tahapan
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sebagai berikut: Menyunting data,
mengkode data, dan entry data
(komputerisasi). Data yang telah
dikumpulkan dan diolah dengan
menggunakan  program  komputer
SPSS 17, kemudian di uji hipotesis
dengan menggunakan uji Chi-square
dan analisis logistic regression.

HASIL

Variabel bivariat antara variabel
pH terhadap terjadinya ECC
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Pada variabel bivariat, variabel
pH plak gigi anak mempunyai nilai p =
0,000 (p<0,05), sehingga mempunyai
hubungan yang bermakna. Varabel
bebas yang bermakna lainnya adalah
usia anak, variabel penghasilan
keluarga, berat badan bayi lahir, indeks
BB/TB, frekuensi konsumsik
kariogenik anak, jenis konsumsi
kariogenik anak, waktu konsumsi
kariogenik anak. Sedangkan variabel
gender tidak memiliki hubungan yang
bermakna.

Tabel 1. Hubungan antara pH plak gigi anak terhadap ECC

ECC + ECC -
TOTAL
Anak N (%) N (%) N (%)
pH plak anak P 0,000
pH > 7 2 (11,8%) 15 (88,2%) 17 (5,9%)
pH 6,5-6,9 22 (28,9%) 54 (71,1%) 76 (26,5%)
pH 6,0-6,4 57 (79,2%) 15 (20,8%) 72 (25,1%)
pH 5,5-5,9 46 (68,7%) 21 (31,3%) 67 (23,3%)
pH 5,0-5,4 39 (70,9%) 16 (29,1%) 55 (19,2%)
TOTAL 166 (57,8%) 122 (42,2%) 287 (100%)
Analisis multivariat antara

prediktor terhadap terjadinya ECC

Pada analisis double logistic
regression, variabel yang disertakan
pada analisis multivariat adalah
variabel bivariat yang mempunyai nilai
kemaknaan p<0,25, Pada model akhir
double regression ganda didapatkan
lima variabel terhadap terjadinya ECC,
yaitu: variabel umur anak, penghasilan
keluarga, pH plak, frekuensi konsumsi
kariogenik anak, dan indeks BB/TB
anak. Pada penelitian ini variabel yang
paling dominan adalah umur anak
kemudian diikuti pH plak gigi anak,
frekuensi konsumsi kariogenik anak,
indeks BB/TB dan penghasilan
keluarga.
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PEMBAHASAN

Prevelensi ECC keseluruhan
adalah 57,8% dengan def-t 2,4. Pada
hasil analisis dengan menggunakan
analisis chi-square terlihat adanya
hubungan bermakna antara pH plak
gigi anak terhadap terjadinya ECC dan
pH plak termasuk variabel yang paling
dominan. Hal ini terjadi karena
sebagian besar pada anak balita usia 6-
48 bulan di Kecamatan Neglasari Kota

Tangerang. Kebiasaan anak yang
ditemui di wilayah tersebut
diantaranya: minum susu

menggunakan dot sampai tertidur dan
melumatkan makanan dalam jangka
waktu lama. Berdasarkan data yang di
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dapat, proporsi terbanyak terhadap
ECC adalah pada minum susu sambil
tertidur vyaitu 54,2% dan kebiasaan
melumatkan makanan di mulut yaitu
59%.

Hal ini sesuai dengan penelitian
Kawasita dkk (2011) bahwa pemberian
air susu menggunakan dot pada malam
hari sambil tertidur terbukti dapat
menyebabkan ECC, ini di sebabkan
karena penurunan produksi saliva pada
malam hari. Sementara kebiasaan
melumatkan makanan akan
menyebabkan penurunan pH yang
berlangsung lama sehingga pemulihan
pH menuju kondisi normal juga
semakin lama, hal ini menyebabkan
terurainya hidroksiapatit karena hasil
fermentasi oleh bakteri yang melekat
pada permukaan gigi.*®

SIMPULAN

Kesimpulan umum pada
penelitian  ini  adalah  terdapat
hubungan pH plak gigi terhadap

terjadinya Early Childhood Caries
(ECC) pada daerah endemik status gizi
rendah. Jumlah sampel sebanyak 287
anak, prevalensi ECC keseluruhan
adalah 57,8% dengan def-t 2,4.
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Variabel pH plak  gigi
mempunyai hubungan yang bermakna
terhadap terjadinya ECC dengan
menggunakan analisis Chi-squer. Pada
penelitian ini didapatkan pula model
prediktor ECC dengan lima variabel
yang berperan terhadap terjadinya
ECC berdasarkan urutan yang paling
dominan, yaitu: usia anak, pH plak
gigi anak, frekuensi  konsumsi
kariogenik anak, indeks BB/TB dan
penghasilan keluarga
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LAPORAN PENELITIAN

Pengaruh Pemberian Ibuprofen Preoperatif
Terhadap Sebaran Sel Radang Kronis Pada Proses
Penyembuhan Luka Pasca Pencabutan Gigi

(The Effectivity of Preoperative Ibuprofen Against The Spread
of Chronic Inflammatory Cells in the Process of Wound
Healing After Tooth Extraction)

Fanny Marisca Alviony *, Eddy Hermanto **, Widaningsih ***
*Sarjana Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah Surabaya
**Bedah Mulut Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah
***Prostodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah

ABSTRACT

Background: Wound is destruction of part of the body's tissues caused by agent like germs,
parasites, fungi, sharp force trauma, temperature changes, chemicals, electric shock.
Inflammatory phase in the process of wound healing has very important role. In the chronic
inflammation there are chronic inflammatory cell infiltration, namely macrophages,
lymphocytes, plasma cells, eosinophils, mast cells, basophils accompanied by the
proliferation of blood vessels and fibrosis. Ibuprofen is anti-inflammatory and analgesic
drugs that usually given after tooth extraction. Purpose: This study was aimed to examine the
effect of preoperative ibuprofen against the spread of chronic inflammatory cells in the
process of wound healing after tooth extraction. Materials and Methods: The experimental
unit used were 20 male Wistar rats divided into two groups, groupl (NaCMC 0.2%), group2
(Ibuprofen 7,2mg / 200grBB). NaCMC 0.2% for the group K and lbuprofen for group X given
1 hour before incisor tooth extraction and then the bottom left tooth of mice were be lifted.
The Socket were then sutured and left up to 7 days. Data were analyzed by Chi-Square test.
Results: Chi-Square test showed significant difference between group K and X p = 0.003 (p
<0.05). Conclusion: Preoperative administration of ibuprofen were lower the spread of
chronic inflammatory cells in the process of wound healing after tooth extraction.

Keywords: Tooth extraction, wound healing, Ibuprofen, distribution of chronic inflammatory
cells

Correspondence: Eddy Hermanto, Department of Oral Surgery, Faculty of Dentistry, Hang
Tuah University, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Phone 081221779919, Email:
eddyhermanto_tarka@yahoo.com
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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka adalah rusaknya sebagian jaringan tubuh yang disebabkan oleh agen
kuman, parasit, jamur, trauma benda tajam, perubahan suhu, zat kimia, sengatan listrik. Fase
inflamasi pada proses penyembuhan luka sangat berperan penting. Pada inflamasi kronis
terdapat infiltrasi sebaran sel radang kronis yaitu makrofag, limfosit, sel plasma, eosinofil,
sel mast, basofil yang disertai dengan proliferasi pembuluh darah serta fibrosis. Ibuprofen
merupakan obat antiinflamasi dan analgesik yang umum diberikan setelah tindakan
pencabutan gigi. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh pemberian
ibuprofen preoperatif terhadap sebaran sel radang kronis pada proses penyembuhan luka
pasca pencabutan gigi. Bahan dan Metode: Unit eksperimental yang digunakan adalah 20
ekor tikus Wistar jantan dan dibagi menjadi 2 kelompok, Kelompok 1 (NaCMC 0,2%),
Kelompok 2 (Ibuprofen 7,2mg/200grBB). NaCMC 0,2% untuk kelompok K dan Ibuprofen
untuk kelompok X diberikan 1 jam sebelum pencabutan gigi kemudian gigi insisivus Kiri
bawabh tikus dilakukan pencabutan. Soket kemudian dijahit dan dibiarkan sampai 7 hari. Data
yang diperoleh dianalisis dengan uji Chi-Square. Hasil: Uji Chi-Square menunjukkan ada
perbedaan yang signifikan antar kelompok K dan X p=0,003 (p<0,05). Simpulan: Pemberian
ibuprofen preoperatif menurunkan sebaran sel radang kronis pada proses penyembuhan luka
pasca pencabutan gigi.

Kata Kunci: Pencabutan gigi, Penyembuhan luka, Ibuprofen, Sebaran sel radang kronis
Korespondensi: Eddy Hermanto, Bagian Bedah Mulut, Fakultas Kedokteran Gigi,

Universitas Hang Tuah, Arif Rahman Hakim 150, Surabaya, Telepon 081221779919, Email:
eddyhermanto_tarka@yahoo.com

PENDAHULUAN

Pencabutan gigi  merupakan
suatu proses pengeluaran gigi dari
tulang alveolar. Tindakan ini juga
merupakan operasi bedah yang
melibatkan jaringan bergerak dan
jaringan lunak dari rongga mulut yang
dibatasi oleh bibir dan pipi serta
adanya gerakan lidah dan rahang.!

Tindakan pencabutan gigi dapat
meninggalkan  bekas luka, dan
menyebabkan inflamasi yang
menimbulkan rasa kurang nyaman.
Inflamasi merupakan respons terhadap
jejas pada jaringan hidup yang
memiliki vaskularisasi.?> Rangsangan
inilah yang menyebabkan pelepasan
mediator inflamasi seperti histamin,
serotonin, bradikinin, dan
prostaglandin ~ yang  menimbulkan

reaksi radang berupa panas, nyeri,
merah, bengkak dan gangguan fungsi.?

Pada proses inflamasi kronis
terdapat infiltrasi sel radang kronis
yaitu makrofag, limfosit dan sel
plasma, eosinofil, sel mast, dan basofil
yang disertai dengan pembuluh darah
serta fibrosis.*®> Adanya sel makrofag,
sel mast, dan sel yang lain berperan
dalam mensekresi sitokin dan mediator
yang memicu terjadinya respon
inflamasi. Beberapa dari mediator
berperan dalam penarikan sel radang
ke area luka. Sel radang yang
teraktivasi segera melakukan perannya
masing-masing seperti fagositosis dan
menstimulasi antibody.®

Inflamasi  menyebabkan rasa
sakit, hal ini merupakan alasan utama
seseorang datang untuk
menghilangkan rasa sakitnya dengan
pemberian  obat analgesik  dan
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antiinflamasi.® Antiinflamasi terbagi
atas 2 golongan vyaitu antiinflamasi
steroid dan antiinflamasi non steroid.
Jenis  obat antiinflamasi  untuk
mengatasi rasa nyeri yang paling
sering digunakan yaitu Non Streoidal
Anti-inflammatory Drugs (NSAID).®
NSAID efektif mengurangi nyeri
dengan intensitas ringan sampai
sedang. Pemberian NSAID preoperatif
bertujuan untuk mengurangi rasa sakit
hebat dan memberikan kenyamanan
pasca pencabutan gigi.”®*°

NSAID  berfungsi  sebagai
antiinflamasi sekaligus juga memiliki

efek  antipiretik dan  analgesik
sedangkan kortikosteroid juga
berfungsi  sebagai  antiinflamasi.

NSAID umumnya cocok diberikan
untuk nyeri ringan dan nyeri sedang
ataupun nyeri kronik saat pasca bedah
tetapi tidak untuk nyeri hebat seperti
akibat terpotongnya saraf aferen.®
Sedangkan kortikosteroid jarang sekali
dijadikan obat first-line. Pemberian
kortikosteroid selalu dihindari
dikarenakan efek sampingnya yang
banyak dan dapat terjadi pada setiap
cara pemberian, oleh karena itu
kortikosteroid hanya diberikan apabila
manfaat terapi melebihi risiko efek
samping yang akan terjadi (risk-benefit
ratio).!

NSAID memiliki beberapa efek
samping. Efek samping yang paling
umum dari penggunaan NSAID adalah
induksi ulser lambung atau usus yang
kadang-kadang ~ mungkin  disertai
dengan anemia akibat kehilangan
darah. Salah satu jenis NSAID adalah
ibuprofen.t213

Ibuprofen merupakan turunan
sederhana asam fenil propionate. Pada
dosis sekitar 2400 mg per hari, efek
antiinflamasi ibuprofen setara dengan
4000 mg aspirin. lbuprofen oral sering
diresepkan dalam dosis yang lebih
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kecil (<2400mg/hari); pada dosis ini

ibuprofen efektif sebagai analgesik
tapi tidak sebagai anti-inflamasi.
Sediaan ibuprofen 400 mg dalam

bentuk gel cair cepat meredakan dan
cukup efektif dalam nyeri gigi pasca
operasi.t*

NSAID ibuprofen bekerja
dengan menghambat aktivitas enzim
siklooksigenase COX-1 dan COX2
non-selektif, dimana penghambatan
terhadap enzim siklooksigenase 2
(COX 2) akan menyebabkan konversi

asam arakhidonat menjadi
prostaglandin  terganggu.’®  Adanya
hambatan  terhadap  prostaglandin

inilah yang menyebabkan gangguan
pada proses migrasi dari neutrofil dan

makrofag, sehingga menyebabkan
gangguan pula pada sekresi sitokin dan
terjadinya penurunan sebaran sel

radang kronis.*®

Nyeri saat tindakan pencabutan
gigi merupakan faktor utama yang
menyebabkan ketidaknyamanan pada
pasien, sehingga penelitian ini
dilakukan bertujuan untuk mengurangi

rasa nyeri, dan memberikan rasa
nyaman  pada  pasien  dengan
penggunaan NSAID ibuprofen
preoperatif.8?
BAHAN DAN METODE

Penelitian ~ yang  dilakukan
merupakan penelitian true

experimental laboratorium dengan
rancangan penelitian post test only
control group design dan teknik
pengambilan sampel simple random
sampling.l” Unit eksperimental yang
digunakan adalah Rattus Novergicus
Strain Wistar dewasa, jenis kelamin
jantan, umur 3-4 bulan, dengan berat
badan antara 200-250 gram.*8
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Sejumlah 20 ekor tikus Wistar
jantan dibagi menjadi 2 kelompok,
Kelompok 1 (NaCMC 0,2%) dan
Kelompok 2 (Ibuprofen
7,2mg/200grBB).Y° Tikus Wistar di
aklimatisasi 1 minggu dan ditimbang.
Setelah 1 minggu tikus dianastesi
dengan ketamine dan xylazine.?
NaCMC 0,2% untuk kelompok K dan
Ibuprofen  untuk  kelompok X
diberikan 1 jam sebelum pencabutan
gigi secara peroral kemudian gigi
insisivus kiri bawah tikus dilakukan
pencabutan. Soket kemudian dijahit
dan dibiarkan sampai 7 hari. Tikus

dikorbankan  untuk  pengambilan
spesimen  rahang.?®  Pembuatan
preparat dengan pengecatan
Haematoxylin Eosin (HE).

Pengambilan gambar dengan 3 lapang
pandang kemudian dilakukan
perhitungan sebaran sel radang kronis
dengan sistem skoring.?>?

Untuk memperoleh data, data
yang diperoleh dianalisis dengan uji
Chi-Square (p=0.05).%

HASIL

Dari hasil penelitian didapatkan hasil
uji statistik, sebagai berikut:

Tabel 1. Hasil median/modus
sebaran sel radang kronis pada hari ke 7

Median/Modus
Kelompok X(2)

K(4) 003*

Tabel 2. Hasil Uji Chi-Square

Kelompok Median/Modus

K 4
X 2

Berdasarkan hasil uji Chi-
Square didapatkan nilai p=0,003*
(p<0,05) hal ini menunjukkan terdapat
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perbedaan yang bermakna pada
sebaran sel radang kronis antara
kelompok kontrol (K) dan kelompok
perlakuan (X).

Selisih Median/ Modus
Sebaran Sel Radang
Kronis

93]

Median/Modus ~

o

K X
Kelompok

Gambar 1. Grafik perbandingan selisih
median/modus sebaran sel radang kronis
pada masing-masing kelompok perlakuan

Berdasarkan data diatas nilai
median tertinggi adalah kelompok K
yaitu 4, dan nilai median terendah
pada kelompok X vyaitu 2. Hal ini
menunjukkan sebaran sel radang
kronis pada kelompok kontrol lebih
banyak ditemukan dibandingkan pada
kelompok perlakuan.

PEMBAHASAN

Non-Steroidal ~ Antiinflamatory
Drugs (NSAID) merupakan obat-obat
antiinflamasi, analgesik, dan
antipiretik yang memiliki berbagai
macam jenis obat dan merupakan
suatu  kelompok senyawa yang
heterogen, namun mempunyai Kkerja
terapeutik dan efek samping tertentu
yang sama.'?

Pada penelitian ini kelompok
kontrol didapatkan sebaran sel radang
kronis yang banyak pada hari ke-7.
Hal ini membuktikan bahwa fase

58



Vol. 10 No. 1 Februari 2016

inflamasi pada kelompok kontrol
berjalan normal dari terjadinya luka
sampai hari ke-7. Pada proses
penyembuhan luka yang normal

terdapat infiltrasi sel radang kronis
yaitu makrofag, limfosit, dan sel
plasma, eosinofil, sel mast, dan basofil
yang disertai dengan proliferasi
pembuluh darah serta fibrosis. Sel-sel
radang ini akan menuju ke daerah luka
untuk melakukan perannya masing-
masing seperti fagositosis dan sintesis
antibodi.*>?° Berdasarkan penelitian
Kharismawati (2016) pada hari ke-7
kelompok kontrol yang diberi NaCMC
0,2% ditemukan sel fibroblas lebih
banyak  dibandingkan  kelompok
perlakuan yang diberi ibuprofen
preoperatif, hal ini membuktikan
bahwa pada kelompok kontrol fase
inflamasi dan fase proliferasi berjalan
normal sampai hari ke-7.%

Kelompok pemberian ibuprofen
merupakan kelompok penelitian yang

dilakukan untuk melihat  proses
penyembuhan luka dengan
memberikan NSAID ibuprofen
preoperatif. Pemilihan NSAID

ibuprofen didasarkan karena NSAID
memiliki  efek  analgesik  dan
antiinflamasi yang besar. selain itu
juga memiliki efek samping yang lebih
rendah dibandingkan obat NSAID
lainnya.?"?

Ibuprofen akan mengganggu
proses penyembuhan luka pada fase
inflamasi yaitu dapat dilihat dengan
cara mengamati sebaran sel radang
kronis. Penggunaan ibuprofen
memiliki  efek  samping  pada
penyembuhan luka yang dilihat dengan
adanya bleeding time yang panjang
akibat dari penghambatan enzim
siklooksigenase 1 (COX-1) dan
pemblokiran tromboxan A: (TXA2),
sehingga  menurunkan  agregrasi
trombosit pada daerah luka. Adanya
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gangguan pada fase hemostasis inilah

yang akan mempengaruhi  fase
inflamasi, proliferasi dan remodeling
pada penyembuhan luka pasca

pencabutan gigi.?®
Ibuprofen merupakan inhibitor

enzim COX-1 dan COX-2 non-
selektif, dimana penghambatan
terhadap COX-2 menyebabkan

konversi asam arakhidonat menjadi
PGE2 terganggu, gangguan terhadap
produksi prostaglandin inilah yang
dapat mencegah timbulnya rasa sakit
dan akan menghambat sel radang
untuk bermigrasi ke daerah luka
sehingga menyebabkan fase inflamasi
juga  terhambat.*?®  Pemberian
ibuprofen yang berperan sebagai
antiinflamasi  ini akan meredakan
terjadinya keradangan dengan
menekan migrasi dari neutrofil dan
makrofag serta mengurangi produksi
prostaglandin. Gangguan pada proses
migrasi dari neutrofil dan makrofag ini
menyebabkan gangguan pula pada
sekresi  sitokin  sehingga terjadi
penurunan sebaran sel radang kronis.
51627 penyembuhan luka tidak akan
berjalan tanpa adanya fase inflamasi.
Apabila fase inflamasi dihambat maka
fase proliferasi dan fase remodeling
juga akan terhambat. Pada pengamatan
hari ke-7 pada kelompok perlakuan
didapatkan sebaran sel radang kronis

lebih  sedikit ditemukan daripada
kelompok kontrol pada daerah soket
yang telah  dilakukan  tindakan

pencabutan gigi. Penurunan sebaran
sel radang kronis pada hari ke-7 ini
menunjukkan adanya penghambatan

proses penyembuhan luka.
Berdasarkan penelitian Kharismawati
(2016) penggunaan ibuprofen

preoperatif menurunkan jumlah sel
fibroblas pada hari ke-7, dimana pada
hari ke-7 merupakan puncak dari sel
fibroblas untuk melakukan perannya
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dalam proses  perbaikan  dan
pembentukan  jaringan, hal ini
dikarenakan adanya penurunan dari
sebaran sel radang kronis termasuk
makrofag yang memproduksi sitokin
dan growth factor sehingga
mengakibatkan produksi fibroblas juga
ikut menurun. Adanya penurunan
jumlah sel fibroblas ini membuktikan
bahwa penurunan dari sebaran sel
radang kronis akan menunda fase
inflamasi untuk mencapai puncak
inflamasi, sehingga berakibat fase
proliferasi juga tertunda.?®

Pada penelitian ini sebaran sel
radang kronis yang menurun dilihat
juga dengan indikator osteoblas pada
penelitian yang sama. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Amaliya

(2016) pada pemberian ibuprofen
preoperatif ~ menunjukkan  adanya
penurunan  jumlah sel osteoblas

dibandingkan pada kelompok kontrol.
Hal ini akan memberikan pengaruh
terhadap proses pematangan atau
perbaikan pada jaringan keras yaitu
pada fase proliferasi dan fase
remodeling yang akan mengalami
keterlambatan. Pada penelitian ini
menunjukkan ~ bahwa  penurunan
sebaran sel radang kronis akan
menunda fase inflamasi pada proses
penyembuhan luka.*

SIMPULAN

Pemberian ibuprofen preoperatif
memiliki pengaruh terhadap
penurunan sebaran sel radang kronis
dalam proses penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi.
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LAPORAN PENELITIAN

Pengaruh Kafein Terhadap Ekspresi RANKL dan
Jumlah Osteoklas Pada Pergerakan Gigi Ortodonti

(The effect of Caffeine in RANKL Expression and the Number
of Osteoclast in Orthodontic Tooth Movement )

Herniyati
Ortodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

ABSTRACT

Background: Orthodontic tooth movement depends on bone remodeling involving osteoclasts
and osteoblasts. RANKL has an important role in osteoclastogenesis and increased during
orthodontic tooth movement. Caffeine contained in coffee, tea, and carbonated drinks can
increase osteoclastogenesis. Purpose: To analyze the effect of caffeine on the expression of
RANKL and the number of osteoclasts in orthodontic tooth movement. Materials and
Methods: The experimental laboratories research used 16 rats were divided into 2 groups:
the control group (K): rats given orthodontic mechanical force (OMF) and the treatment
group (P): rats given OMF and caffeine at 1,37mg / 100 g twice a day. OMF was conducted
by ligature wires were applied on permanent maxillary right first molar and both permanent
maxillary incisivus .Subsequently, the permanent maxillary right first molar moved to mesial
with Ni-Ti orthodontic closed coil spring. Observations were made by histological
examination to calculate the number of osteoclasts and immunohistochemical examination to
determine the expression of RANKL. Result: the administration of caffeine increased the
number of osteoclast in both compression and tension areas (p<0.05). The number of
osteoclast in compression area larger than those which in tension area (p<0.05), The
administration of caffeine improved the expresion of RANKL in both compression and
tension areas (p<0.05). The expression of RANKL in compression area larger than those
which in tension area (p<0.05), Conclusion: The administration of caffeine increased the
expression of RANKL and osteoclast numbers on orthodontic tooth movement, therefore it
may be an alternative to accelerate orthodontic treatment.

Keywords: RANKL, osteoklastogenesis, orthodontic tooth movement, caffeine

Correspondence: Herniyati, Department of Orthodontist, Faculty of Dentistry, Jember
University, Kalimantan 37, Jember, Phone 0331-333536, Email: herniyati@unej.co.id
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ABSTRAK

Latar belakang: Pergerakan gigi ortodonti tergantung pada remodeling tulang yang
melibatkan osteoklas dan osteoblas. RANKL memiliki peran penting pada osteoklastogenesis
dan meningkat selama pergerakan gigi ortodonti. Kafein yang terkandung dalam minuman
kopi teh, dan minuman berkarbonasi dapat meningkatkan osteoklastogenesis. Tujuan: untuk
menganalisis efek pemberian kafein terhadap ekspresi RANKL dan jumlah osteoklas pada
pergerakan gigi ortodonti. Bahan dan Metode: Metode penelitian yang digunakan adalah
eksperimental laboratoris, 16 tikus wistar dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok K:
tikus diberikan gaya mekanis ortodonti (GMO) dan kelompok P: tikus diberikan GMO dan
kafein sebesar 1,37mg / 100g BB dua kali sehari pagi dan sore. GMO pada tikus dilakukan
dengan cara pada gigi molar-1( M-1) rahang atas (RA) kanan dan pada kedua gigi insivus
RA diberi kawat ligatur dengan diameter 0,20 mm. Kemudian M-1 RA kanan digerakkan ke
mesial dengan Niti closed coil spring. Pengamatan dilakukan pada hari ke 15 dengan
pemeriksaan histologi untuk menghitung jumlah osteoklas dan pemeriksaan imunohistokimia
untuk menentukan ekspresi RANKL. Hasil: Pemberian kafein meningkatkan jumlah osteoklas
pada daerah tekanan dan daerah tarikan (p <0,05). Jumlah osteoklas pada daerah tekanan
lebih besar daripada daerah tarikan (p <0,05). Pemberian kafein meningkatkan ekspresi
RANKL pada daerah tekanan dan daerah tarikan (p <0,05). Ekspresi RANKL pada daerah
tekanan lebih besar daripada daerah tarikan (p <0,05). Simpulan: Pemberian kafein
meningkatkan ekspresi RANKL dan jumlah osteoklas pada pergerakan gigi ortodonti,
sehingga dapat menjadi alternatif mempercepat perawatan ortodonti.

Kata kunci: RANKL, Osteoclastogenesis, Pergerakan gigi ortodonti, kafein.

Korespondensi: Herniyati, Bagian Ortodonsia, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Jember, Kalimantan 37, Jember, Telepon 0331-333536, Email: herniyati@unej.co.id

PENDAHULUAN

Pergerakan gigi karena kekuatan
ortodonti tergantung pada remodeling
ligamen periodontal dan tulang
alveolar. Gerakan ortodonti merupakan
proses berkelanjutan dan seimbang
yang ditandai dengan resorpsi tulang
pada daerah tekanan dan deposisi
tulang pada daerah tarikan. Kekuatan
ortodonti akan mengubah aliran darah
dan lingkungan elektrokimia lokal
pada ruang periodontal. Perubahan
mendadak ini menyebabkan
remodeling jaringan yang
menggambarkan reaksi biokimia dan
seluler yang terjadi pada bagian yang
mengalami mineralisasi (tulang
alveolar) dan yang tidak mengalami
mineralisasi (periodonsium) jaringan
pariodontal.  Beberapa  biomarker
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mewakili aktivitas ini, yaitu, proses
inflamasi, resorpsi dan pembentukan
tulang, perubahan ligamen periodontal,
pembuluh darah dan respon saraf. !
Pada daerah terkompresi atau
tertekan, gaya  mekanis  akan
merangsang osteoklas untuk
melakukan resorpsi tulang alveolar.
Setelah proses resorpsi selesai maka
osteoklas akan mengalami apoptosis
sehingga proses resorpsi berhenti. Di
lain pihak, pada daerah tarikan atau
teregang, osteoblas teraktivasi untuk
melakukan aktivitas pembentukan
tulang baru (aposisi). Jika gaya
mekanis ortodonti memadai maka
proses resorpsi dan aposisi tulang
alveolar ini dalam keadaan seimbang.?
Osteoklas adalah sel yang
mendegradasi  tulang.®  Diferensiasi
osteoklas diatur oleh dua sitokin
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penting yaitu Macrophage colony-

stimulating factor (M-CSF) dan
RANKL M-CSF adalah faktor penting
yang  bertanggung jawab  atas

kelangsungan hidup dan proliferasi sel

prekursor osteoklas. Hal ini juga
menyebabkan ekspresi RANK dalam
sel  prekursor  osteoklas  untuk
membangkitkan respon efisien
terhadap jalur sinyal RANKL-
RANK 34

RANKL adalah anggota dari
keluarga TNF yang diekspresikan oleh
sel mesenchymal dari sel keturunan
osteoblas dan sel T vyang aktif
(RANKL yang larut) dalam keadaan
inflamasi skeletal.> Ekspresi RANKL
dirangsang dalam sel-sel osteoblas
oleh banyak faktor yang merangsang
dan mengatur pembentukan dan
aktifitas osteoklas.® Hasil penelitian
menunjukkan  bahwa  konsentrasi
protein RANKL meningkat pada sel
ligamen periodontal manusia di daerah
tekanan tergantung dari besarnya
kekuatan (RANKL meningkat pada
sisi tekanan dengan kekuatan 702z).
Temuan ini juga  dilaporkan
sebelumnya pada sel ligamen
periodontal manusia in vitro’ dan pada
sel ligamen periodontal manusia in
vivo,® serta pada sel yang tertekan
dalam cairan sulkus  manusia,®
sehingga temuan ini mendukung peran
RANKL dalam osteoklastogenesis
yang dimediasi oleh sel PDL yang
menerima kekuatan tekan.

Perawatan ortodonti
membutuhkan waktu yang relatif lama.
Pengembangan metode baru untuk
mempercepat pergerakan gigi
ortodonti telah dilakukan antara lain
dengan obat-obatan, namun sekarang
belum ada obat yang aman dapat
mempercepat pergerakan gigi
ortodonti.?
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Kafein  (1,3,7-methylxanthine),
anggota  keluarga  methylxanthine,
merupakan zat psikoaktif yang paling
umum dikonsumsi dengan
kehadirannya dalam kopi, teh, dan
minuman berkarbonasi seperti cola.!!
Hasil penelitian pada tikus yang
diberikan gaya mekanis ortodonti
menunjukkan bahwa pemberian kafein
dosis rendah, 2,5 mg/100 g BB
meningkatkan jumlah osteoklas dan
resorpsi tulang pada sisi tekanan pada
hari ke 14.12

Tujuan penelitian adalah untuk
menganalisis efek kafein terhadap
ekspresi RANKL dan jumlah osteoklas
pada pergerakan gigi ortodonti, dengan
menggunakan dosis kafein setara
dengan yang terkandung dalam satu
cangkir kopi robusta.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian yang dilakukan
adalah  penelitian  eksperimental
laboratories. 16 ekor tikus (Spraque
Dauwley) jantan usia 3-4 bulan berat
badan 250-300 gram dan dinyatakan
sehat. Tikus dipilih yang memiliki
susunan gigi lengkap, kondisi rongga
mulut dan jaringan periodontal baik.
Tikus dibagi secara random ke dalam 2
kelompok: kelompok kontrol (K):
tikus diberikan gaya mekanis ortodonti
(GMO) dan 2ml aquades dan
kelompok perlakuan (P): diberikan
GMO dan kafein sebesar 1,37mg/100
g BB ( setara dengan yang terkandung
dalam 1 cangkir kopi orang dewasa)
dilarutkan  dalam 2ml aquades
diberikan dua kali sehari , pagi dan

sore. GMO pada tikus dilakukan
dengan cara tikus di  anestesi
menggunakan ketamin, Pada gigi

molar-1 ( M-1) rahang atas (RA)
kanan dan pada kedua gigi insivus RA
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diberi kawat ligatur dengan diameter
0,20 mm. Kemudian M-1 RA kanan
digerakkan ke mesial menggunakan
Tension Gauce untuk menghasilkan
kekuatan 10 g/cm? dengan Nickel
Titanium Orthodontic closed coil
spring panjang 6 mm 2. Pengamatan
dilakukan dengan cara  tikus
dikorbankan pada hari ke 15 dan
diambil kedua gigi M1-1 dan M-2 RA
kanan beserta jaringan periodontalnya.
Selanjutnya dilakukan pemeriksaan
histologi untuk menghitung jumlah
osteoklas dan pemeriksaan
iminohistokimia untuk menentukan
ekspresi  RANKL. Data dianalisis
dengan menggunakan Student 't-test,
paired  t-test, dengan  tingkat
kepercayaan 95% (a = 0,05).
Pemasangan closed coil spring pada
tikus ditunjukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Pemasangan closed coil spring
pada tikus

HASIL

Hasil
RANKL
Hasil penelitian efek kafein pada
ekspresi RANKL ditunjukkan pada
Tabel 1. Gambar histologi hasil
pemeriksaan imunohistokimia ekspresi
RANKL pada sel osteoblas pada
daerah tekanan dan tarikan
ditunjukkan pada Gambar 2.

Penghitungan ekspresi

Tabel 1. Rerata + Simpang baku ekspresi RANKL dan hasil uji beda antar kelompok
penelitian pada daerah tekanan dan daerah tarikan

Kelompok n RANKL (Rerata + Simpang baku ) p
Daerah Tekanan Daerah Tarikan
Kontrol (K) 8 3,88+0,83 2,88+0,84 0,007*
Perlakuan (P) 8 11,75 #1,17 3,13+0,54 0,000*
p 0,000* 0,559**

* p < 0.05 = signifikan
**p > 0,05 = tidak signifikan

Tabel 1 menunjukkan rerata dan
simpang baku ekspresi RANKL pada
daerah tekanan dan tarikan . Jumlah
ekspresi RANKL pada daerah tekanan
pada kelompok K dan kelompok P
berturut-turut adalah 3,88 +0,83 dan
11,75 £ 0,17, sedangkan pada daerah
tarikan berturut-turut adalah 2,88 *
0,84 dan 3,13 £ 0,54.

Pengujian  berdasarkan  t-test
pada daerah tekanan menunjukkan
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ekspresi RANKL pada kelompok P
lebih besar daripada kelompok kontrol
(p<0.05), sedangkan pada daerah
tarikan pada kelompok P lebih besar
daripada kelompok kontrol namun
tidak signifikan (p>0.05). Ekspresi
RANKL pada kelompok K dan
kelompok P menunjukkan pada daerah
tekanan lebih besar  besar secara
signifikan daripada daerah tarikan (p
<0.05).
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Gambar 2. Ekspresi RANKL pada osteoblas daerah tekanan dan tarikan kelompok Kontrol
(K) dan Perlakuan (P) (Imunohistokimia, pembesaran 400x).

Kelompok kontrol Kelompok Perlakuan

Kelompok kontrol Kelompok Perlakuan

Gambar 3. Osteoklas pada Kelompok Kontrol dan Kelompok Perlakuan daerah tarikan
tulang alveolar tikus. Osteoklas ditandai dengan tanda panah warna biru (Pengecatan HE,
pembesaran 400x).
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Tabel 2. Rerata dan Simpang Baku Jumlah Osteoklas dan Hasil Uji Beda Jumlah Osteoklas
Antar Kelompok Penelitian dan Antara Daerah Tekanan Dengan Daerah Tarikan

Kelompok n Osteoklas (Rerata + Simpang baku ) p
Daerah Tekanan Daerah Tarikan
Kontrol (K) 8 3,00 £1,20 3,38 +0,92 0,442*
*
Perlakuan (P) 8 11,75 £ 1,67 4,88 + 1,36 0,000*
*
p 0,000* 0,021*
* p <0.05 = signifikan
** p > 0,05 = tidak signifikan
Tabel 2 menggambarkan  dengan perubahan perbaikan dalam

deskripsi data dalam bentuk rerata dan
simpang baku jumlah osteoklas pada
daerah tekanan dan tarikan. Jumlah
osteoklas pada daerah tekanan pada
kelompok K dan kelompok P berturut-
turut adalah 3,00 +1,20 dan 11,75
+1,67 , sedangkan pada daerah tarikan
berturut-turut adalah 3,38 + 0,92 dan
4,88 +1,36.

Pengujian berdasarkan paired t-
test menunjukkan bahwa jumlah
osteoklas pada kelompok K pada
daerah tarikan lebih besar daripada
daerah tekanan tetapi tidak signifikan
(p>0,05), sedangkan pada kelompok P
jumlah osteoklas pada daerah tekanan
lebih besar secara signifikan daripada
daerah tarikan (p<0,05) . Hasil uji beda
berdasarkan t-test jumlah osteoklas
antar kelompok penelitian pada daerah
tekanan dan daerah tarikan
menunjukkan terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian kafein
meningkatkan jumlah osteoklas pada
daerah tekanan dan daerah tarikan
dibandingkan yang tidak diberikan
kafein. Kafein meningkatkan jumlah
osteoklas pada daerah tekanan lebih
banyak daripada daerah tarikan

PEMBAHASAN

Pergerakan gigi yang disebabkan
oleh aplikasi gaya ortodonti ditandai
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jaringan gigi dan periodontal.*
Aplikasi kekuatan ortodonti
menghasilkan daerah tekanan dan
daerah  tarikan pada ligamen
periodontal yang  mengakibatkan
remodeling ligamen, tulang alveolar
dan gingiva .° Kekuatan ortodonti
menghasilkan  respon seluler dan
molekuler mengakibatkan pergerakan
gigi. Perbedaan pola ekspresi penanda
pemodelan tulang dan perubahan
histologis terjadi pada pada daerah
tekanan dan daerah tarikan ligamen
periodontal yang tergantung pada
besar dan durasi kekuatan ortodonti.
Respon biologis dalam PDL dan
tulang merupakan proses keradangan

aseptik  yang  dimediasi oleh
prostaglandin dan cytokines.®®
Kafein meningkatkan ekspresi

RANKL pada daerah tekanan maupun
daerah tarikan lebih besar
dibandingkan dengan yang tidak
diberikan kafein. Hal ini disebabkan
karena kafein mengikat reseptor
adenosin, dan memodulasi beberapa
reseptor lain  termasuk  reseptor
glukokortikoid, insulin,  estrogen,
androgen, vitamin D, cannabinoid,
glutamat dan reseptor adrenergik, yang
semuanya diekspresikan pada
osteoblas atau sel osteoprogenitor dan
memiliki ~ fungsi  penting selama
diferensiasi  osteoblas.® Menurut
Lacey reseptor vitamin D merangsang
ekspresi RANKL pada sel seperti
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osteoblas dan sel stroma sumsum
tulang, sedangkan Leibbrandt dan
Penninger, 2008 menyatakan bahwa
RANKL diekspresikan dalam
osteoblas dan sel stroma dalam
merespon PTH dan stimulasi oleh
dihidroksi aktif vitamin D3 (1,25 Vit
D3). 17 RANKL selanjutnya akan
berikatan dengan RANK pada
prekursor osteoklas, yang memicu
diferensiasi dan proliferasi osteoklas

sehingga osteoklas menjadi aktif.
Osteoklas yang aktif akan
mengakibatkan resorpsi tulang.® Hasil
penelitian sebelumnya juga
menunjukkan bahwa kafein
meningkatkan osteoklastogenesis
melalui  peningkatan ~ RANKL.%

Selanjutnya studi in vivo pada hewan
juga menunjukkan bahwa kafein
mampu mengurangi bone mineral
density (BMD) pada tikus dengan
peningkatan osteoklastogenesis.8
Peningkatan jumlah osteoklas
juga terbukti pada penelitian ini dan
peningkatan jumlah osteoklas terjadi
pada daerah tekanan maupun daerah
tarikan, dan pada daerah tekanan lebih
banyak daripada daerah tarikan
sebagaimana jumlah ekspresi RANKL
pada daerah tekanan yang juga lebih
besar dibandingkan daerah tarikan.

Studi in vivo telah menunjukkan
adanya RANKL dan RANK pada
jaringan periodontal selama
pergerakan gigi molar tikus, dan
bahwa sel-sel PDL bawah stres
mekanik dapat menginduksi
osteoklastogenesis melalui

peningkatan regulasi ekspresi RANKL
selama pergerakan gigi ortodonti.*
Disamping itu  Hasil  penelitian
terdahulu juga menunjukkan bahwa

aplikasi  kekuatan ortodonti pada
daerah tekanan menyebabkan
osteoblas  meningkatkan  ekspresi
RANKL yang selanjutnya
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meningkatkan osteoklastogenesis,
sehingga  resorpsi  tulang  juga
meningkat.?

Osteoklas merupakan sel berinti
yang dibentuk melalui fusi prekursor
mononuklear dari garis keturunan
hematopoetik. Diferensiasi osteoklas
awalnya tergantung pada sinyal
melalui  c-fms,  reseptor  untuk
makrofag Coloni stimulating factor
(MCSP), di sel prekursor
mononuklear, yang mengatur ekspresi
RANK.?? RANKL adalah pengatur
pembentukan dan aktivasi osteoklas, di
mana banyak hormon dan sitokin
menghasilkan efek RANKL
diekspresikan pada sel osteoblas dan
yang mengikat reseptor RANK pada
sel osteoklas. Ikatan ini menyebabkan
differensiasi yang cepat dari prekursor
osteoklas menjadi osteoklas dewasa
osteoresorptive.? Pembentukan dan
aktivasi osteoklas melibatkan peran
faktor transkripsi NFATC1. NFATC1
merupakan regulator utama RANKL
yang menginduksi diferensiasi
osteoklas ~ dan memainkan peran
penting dalam fusi dan aktivasi
osteoklas melalui peningkatan regulasi
berbagai gen yang bertanggung jawab
untuk perlekatan osteoklas, migrasi,
pengasaman, degradasi anorganik dan
organik matriks tulang.?

Osteoklas aktif akan
mengakibatkan peningkatan resorpsi
tulang.’®* Resorpsi tulang selanjutnya
akan menyebabkan pergerakan gigi
ortodonti, yang kemudian diikuti oleh
remodeling tulang alveolar dan
ligamen periodontal.** Hasil penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa pada
ligamen periodontal normal tikus tidak
terdapat prekursor osteoklas
mononuklear. Osteoklas aktif yang
terdapat pada ligamen periodontal
disebabkan karena tekanan alat
ortodonti.  Prekursor  mononuklear
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dalam sumsum tulang berdiferensiasi
menjadi prekursor osteoklas
mononuklear, kemudian bermigrasi ke
ligamen periodontal di daerah tekanan
di mana mereka berdiferensiasi
menjadi osteoklas multinuklear yang
aktif. Osteoklas multinuklear
kemudian melakukan resorpsi tulang.

SIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini
adalah bahwa pemberian kafein
meningkatkan ekspresi RANKL dan
jumlah osteoklas pada pergerakan gigi
ortodonti, sehingga dapat dijadikan

alternatif untuk mempercepat
perawatan ortodonti.
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ABSTRACT

Background: Dental and oral diseases which are often found in children is dental caries.
Streptococcus mutans is the main cause of caries. Caries can be prevented by using a topical
application of fluoride. The Anchovy (Stolephorus insularis) contains protein, vitamins (A, B,
C), and minerals (Fe, Ca, K, F). Calcium fluoride (CaF;) within the anchovy can inhibit the
occurrence of dental caries. Purpose: The aim of this study was to determine the
antimicrobial ability of anchovy extract (Stolephorus insularis) to Streptococcus mutans.
Materials and Methods: This study was a laboratory experimental research with post test
only control group design. Diffusion method were applied with 2 controls: negative control
used DMSO 1%, positive control used NaF solution, and 3 concentrations of anchovy extract
(Stolephorus insularis) 3%, 6%, and 12%, each group were composed of 6 samples.
Antimicrobial was assessed by measuring the diameter of the clear zone around the discs
contained the anchovy extract (Stolephorus insularis). Data were analyzed by Kruskal-Wallis
test followed by Mann-Whitney test. Result: The results from this study showed clear zone
around the discs of the anchovy extract (Stolephorus insularis). The more concentration of the
extract showed the more antimirobial zone diameter. The average zone of antimicrobial at
the concentration of 3% were 7,11 mm, 6% 9,5 mm, 12% 10,78 mm, for the negative control
DMSO 1% 6 mm and the positive control NaF solution 8,16 mm. The largest diameter of the
clear zone was at concentration of 12% (P < 0,05). Conclusion: The anchovy extract
(Stolephorus insularis) had an antimicrobial effect to the growth of Streptococcus mutans.

Key words: Anchovy extract (Stolephorus insularis), Streptococcus mutans, caries prevention,
antimicrobial effect.
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BACKGROUND

Dental and oral diseases which
are often found in societies is dental
caries. This disease not only affects
adults, but also often suffered by
children.! Based on the basic health
research (Riskesdas) in 2007 the
prevalence of active caries in
Indonesia amounted to  46.5%.?
Meanwhile, according to the data from
Health Ministry of Republic Indonesia
(Kemenkes) in 2009, as many as 89%
of Indonesian children under the age of
12 years suffer from dental caries.*

The main problem in the oral
health of children is dental caries.
Dental caries is an infectious disease
that is closely related to the
consumption of foods and beverages
that contain cariogenic ingredients.? In
children the necessary precautions
through plaque control, dietary habits
(consumption of foods and drinks
containing sugar), oral hygiene,
fluoride usage, sealant, and
mouthwash.?

Dental caries is an infectious
disease that came from the
demineralization in hard tissue of the
crown and root surface of the tooth
that can be prevented.®> Caries is
progressive because of the
accumulation of activity that can be
detected by tissue damage from the
tooth surface (pit, fissure, and the
interproximal zone) to extend into the
pulp tissue. The main factor that
caused caries is the host (teeth), the
microorganisms (bacteria), the
substrate, and the time.!

Demineralization of dental caries
caused by susceptible (host), the
bacteria that caused caries, and the
substrate for bacteria. Caries bacteria
include Streptococcus, Lactobacilli,
and Actinomyces.* The
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microorganisms produce organic acids
especially lactic acid by fermenting
carbohydrates on the surface of the
teeth resulting in decreased salivary
pH (below 5,5) which resulted
demineralised totth surface and then
forming small holes called dental
caries.* Streptococcus mutans is very
meaningful recognized as the cause of
dental caries.’

Emphasizing  prevention  of
caries in the oral environment returns
imbalance as a protective mechanism
of remineralization.® One of caries
prevention is by using fluorine as a
topical application, mouthwash, and
toothpaste.’

The use of fluoride
recommended by doctor and dentist so
that the teeth become harder and more
resistant to caries.®> The purpose of the
use of fluorine is an attempt to protect
the teeth from caries. Fluor works by
inhibiting the metabolism of plaque
bacteria that can ferment
carbohydrates through changes
hydroxyapatite (Cai0o(PO4)s(OH)2) the
enamel becomes fluorapatite
(Ca10(PO4)sF2).2 Fluorapatite
formation can decrease solubility in
acidic  email, speed up the
remineralization process, and inhibit
the action of bacterial enzymes
(antimicrobial activity). Fluor residing
in biofilms will inhibit bacteria work
in synthesizing enzyme enolase so that
bacteria can not produce acid.® The
mechanism of caries inhibition by
fluoride can be achieved at lower
concentrations (< 100 pg/ml). If the
fluoride is used too much, can lead to
accumulation of fluoride in the matrix,
forming a “mottled enamel”.® The
recommended fluoride adequacy rate
was 1.5-4 mg/day.’
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One of the natural ingredients
that contain high concentrations of
fluoride is anchovy (Stolephorus
insularis) as many as 15,7-38,3 ppm
mainly in the form of CaF
compound.’®  Besides  containing
fluorine, Stolephorus insularis also
contains  energy, protein, fat,
carbohydrates, calcium, iron,
phosphorus, vitamin A, vitamin B, and
vitamin C.1

CaF, compound can give most
fluoride results because of its ability
gradually removing fluorine and also
acts as a fluorine backup. However,
these compounds are not widely used
in dentistry because it is difficult to
obtain in dosage forms and expensive.
8 So that the fluorine content of
Stolephorus insularis studied by
students of Dentistry University of
Indonesia in dosage forms the
substrate as a topical application in
ViVo.

Stolephorus insularis very easily
obtained in Indonesia and most people
eat.’® This is because Stolephorus
insularis is one of the most abundant
resources in Indonesia especially
nearshore area.!? Sedati coastal
subdistrict, Sidoarjo regency is an area
of inshore waters, so Stolephorus
insularis is one of the local resources.

Antimicrobials are compounds
of biological or chemical that is
capable of disrupting the activity of
microbial growth.™® Fluor in bacteria
works bacteriostatic, inhibits cell
proliferation by inhibiting the
synthesis of nucleic acid which is a
very vital part for cell development.
The mechanism works by binding to
the enzyme-RNA polymerase (the
subunits) that inhibit the synthesis of
RNA DNA.1

Based on the reasons above, the
researcher wanted to know the
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effective concentration of Stolephorus
insularis extract as antimicrobials
against the growth of Streptococcus
mutans bacteria.

MATERIALS AND METHODS

This research is kind of true
experimental, with the study design
post test only control group design.
The samapling technique using simple
random sampling, is to divide the
subjects into five groups, each group
was given a different treatment. On the
negative control group K(-) using a
DMSO 1% solution, on the positive
control group K(+) using NaF solution,
on the treatment group P1 were given
Stolephrous insularis 3% extract, P2
were given Stolephrous insularis 6%
extract, P3 were given Stolephrous
insularis 12% extract.

The tools used are mask, rubber
gloves, test tube rack, test tubes,

petridish, micropipet, bacti zepper
(sterilizer osse), osse, autoclave,
incubator, anaerobic jar, gaskit,

anaerobic indicator, blender, scales,
porcelain bowl, spatula glass, oven,
waterbath, rotary evaporator, caliper
with precision 0,05 mm, circular disc
@ 6 mm, cotton swab, syringe,
densicheck (bacterial turbidity
measuring device), cryotube, cryotube
rack, tweezer, biological safety cabinet
(place to conduct experiments on
bacteria). = Materials  used are
Streptococcus mutans bacteria in the
MH blood agar, Stolephorus insularis
extracts with various concentrations
(3%, 6%, 12%), NaF solution, ethanol
96%, DMSO 1% solution, NaCl sterile
liquid, TYC agar.

The process of  making
Stolephorus insularis extracts
performed at the Laboratory of
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Phytochemistry Faculty of Pharmacy,
University of Widya Mandala
Surabaya. Purchase Streptococcus
mutans bacteria and experimental
research conducted at the Laboratory
of Microbiology of the Center for
Health Surabaya.

The initial step of this study
begins by creating a culture of
Streptococcus mutans in NaCl liquid
sterile which is comparable to 0,5
McFarland standart. Then prepare for
sterile TYC media into five research
groups, each sample consisting of two
control groups and three treatment
groups. Streptococcus mutans bacteria
taken from NaCl liquid that has been
synchronized with the turbidity of Mc
Farland 0,5 solution and then rubbed
on the entire surface of the plate in
TYC agar by using a sterile swab.
After that, the disc is dipped in each
solution was treated for 10 seconds.
Then the disc affixed to the TYC agar
which have inhaled the Streptococcus
mutans bacteria in accordance with the
zone that has been provided. Incubated
for 2x24 hours at 37°C in anaerobic jar
in the incubator. After that, measured
the diameter of the antimicrobial zone
is formed in the form of clear zone
around the disc three times using
callipers (mm).

RESEARCH RESULT

Data obtained from the research
results were tabulates and analyzed
descriptively that aims to obtain an
illustration of the distribution and
summarizing data to clarify the
presentation of the results, then test
hypotheses using analytic statistical
significant level of 95% (p<0,05) using
SPSS version 20.
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Table 1. Results of average and standart
deviation of the antimicrobial potency in
each treatment group

Groups Average +
Deviation Std.
K1 6+ 0,00
K2 8,16 £ 0,93
P1 7,11 +£0,74
P2 9,50 +0,50
P3 10,78 £1,24

ISSN : 1907-5987

Average and Deviation Std. of The
Antimicrobial Stolephorus insularis
Extracts
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Picture 1. Diagram of average results and
the deviation standart of antimicrobial
potency in each treatment groups

Before performing hypothesis
testing research results, then normality
test first, because the normality test is
one of the requirements parametric test.
Normality test used is Shapiro-Wilk
test, because the number of research
subjects are less than 50 subjects. This
test aims to determine whether the data
obtained normal distribution or not
with a significance level of 0.05
(p=0,05). If the data were normally
distributed (p > 0,05) can proceed with
parametric test, and if the data are not
normally distributed (p < 0,05), then
followed by a non parametric test.

The test results for normality
using the Shapiro-Wilk test in table 2
shows all groups, those are group K2,
P1, P2, and P3 normal distributed (p >
0,05).

Homogenity test is also one of
the prior conditions to the parametric
test. The homogeneity test using
Levene test. Data can be said to satisfy
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the homogenous variance when p>0,05.

If p<0,05 then the data does not have a
homogenous variances thus qualified

to perform parametric tests are not met.

Significancy Test homogenity of
variance showed score 0,000 (p <
0,05), It can be concluded that there is
a difference of variance between
groups of data are compared.

From the results of homogenity
test data, It can be concluded that the
data have variances those are not
homogenous. Thus, the parametric test
requirements are not met.

Therefore the terms of parametric
test are not met, the data are normal
distributed and the data are not
homogenous, then tested the non-
parametric Kruskal-Wallis. Kruskal-
Wallis test was used to determine the
potency antimicrobial differences in
Streptococcus mutans each treatment
groups.

Based on the Kruskal-Wallis test
results in table 4 of significance value
of 0,000 (p < 0,05), then there is a
difference in the antimicrobial potency
of each groups.

Mann-Whitney  test is  the
continuous non-parametric test from
Kruskal-Wallis test which is useful to
know that the group has significant
difference potency antimicrobial by
comparing between the two groups
with a significance level of p<0,05.

Table 5 The results of Mann-Whitney test

Grou | K1 K2 P1 P2 P3
ps

K1 0,000*| 0,000* | 0,000* | 0,000*
K2 6,000 | 3,000 |0,000%*
P1 0,000* | 0,000*
P2 6,500
P3

* There are significant differences
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The results of Mann-Whitney test
in table 5 showed there are significant
difference of antimicrobial potency (p
< 0,05) in group K1 with the entire
treatment group, group K2 with group
P3, and group P1 with group P2 and
group P3. While the K2 group with P1
and P2 group showed no significant
difference potency antimicrobial (p >
0,05). So also in the P2 group with P3
group showed no significant difference
potency antimicrobial (p > 0,05).

DISCUSSION

This study used Stolephorus
insularis extract with concentration of
3%, 6%, and 12%. Selection is based
on the concentration in vivo studies
using substrate Stolephorus insularis
with 5% concentration which can be
used as a topical application of
fluoride® MIC fluoride against
Streptococcus mutans (0,75%)% with
the highest fluoride content of 38.3
ppm Stolephorus insularis,’® so the
researcher tried concentration of 3% as
the initial  concentration.  Then
researcher increased the concentration
be doubled to 6% and 12%.

Making Stolephorus insularis
extract using ethanol at 96%
concentration because this solvent is
universal (can dissolve polar and
nonpolar compound) so expected by
using ethanol 96%, active substance
required may be fully extracted.!’
Then Stolephorus insularis powder
which already dissolved in 96%
ethanol, evaporated by using a rotary
evaporator until It becomes thick.
Rotary evaporator is used as a solvent
vaporizer because It can vaporize until
below its boiling point with the aid of
a pressure drop so that the chemical
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compound contained in the solvent is
not damaged or decomposed.

The method used in this research
is the diffusion method because the
method can be used to test aerobic and
facultative  anaerobic  bacteria.®
Streptococcus mutans bacteria s
facultative anaerobic bacteria.®

The wused of Streptococcus
mutans bacteria due to these bacteria
are the most dominant agent of human
dental caries.?’ Caries can be triggered
by consumption of foods and
beverages that contain cariogenic
ingredients 2 which is often favored by
children.

Streptococcus mutans
incubation using anaerobic jar and
gaskit because It can create an
anaerobic  atmosphere  perfectly,8
allowed to stand at a temperature of
37° for 48 hours.?

TYC media used as a medium to
determine their inhibition in this study.
TYC media contains sucrose which is
as high as 50 gr/L, so that
Streptococcus mutans can ferment to
multiply .2

The negative control used was
DMSO 1% because It doesn’t have
antibacterial properties that will affect
inhibition of bacteria and the extracts
tested are natural materials.? In
addition, the solution serves as a
solvent DMSO is rapidly absorbed into
the epithelial extract without damaging
the cells and is often used in medicine
and health.?* On the positive control
using NaF solution because this
solution is the topical application
material most often used to prevent
caries, that is inhibit the growth and
development the oral flora that play a
role in the caries process.?® The use of
fluoride as a topical application has
been done a long time and has been
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shown to inhibit acid formation and
growth of microorganisms.?®

The results of this study showed
that Stolephorus insularis extract had
antimicrobial power against the
Streptococcus mutans bacteria in all
treatment groups with a concentration
of 3%, 6%, and 12%. At a
concentration 3% and 6%
antimicrobial power of Stolephorus
insularis extract not much different
than antimicrobial power of NaF
solution as a positive control. At a
concentration of 12%, the
antimicrobial power of Stolephorus
insularis extract is greater than NaF
solution. It’s because Stolephorus
insularis  contains  antimicrobial
substances such as fluoride. Fluoride
can inhibit the growth and
development of microorganisms,?
inhibits many Streptococcus oral
bacterial enzyme system,'® thus
inhibiting the activity of cariogenic
bacteria in the metabolism of
carbohydrates to form acids and
polysaccharides adhesive.?®

Based on the results obtained
Kruskal-Wallis test, p = 0,000
(p<0,05) which showed a significant
difference in all groups, then followed
by Mann-Whitney test to see the
significance of the two data groups.
Based on the research, It seemed that
the greater concentration of
Stolephorus insularis extract also has a
greater diameter of antimicrobial zone.
It’s because the higher concentration
of Stolephorus insularis extract, the
concentration of active ingredient
contained therein are also getting
bigger, so the antimicrobial zone is
also greater. The averages of
antimicrobial at a concentration 3%
(7,11 mm), 6% (9,5 mm), 12% (10,78
mm), negative control DMSO 1% (6
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mm), and positive control NaF (8,16
mm).

This study was a qualitative
difference that shows the power of
antimicrobial Stolephorus insularis
extract against the growth of
Streptococcus mutans bacteria at a
concentration of 3%, 6%, dan 12%,
and an initial study. The results
showed that the highest concentration
of the antimicrobial power which is
12% greater than antimicrobial power
of NaF as a positive control.
Henceforth, quantitative  research
needs to be done to determine the
decrease in the number of bacterial
colonies.

CONCLUSION

Based on the results of the study,
the anchovy extract (Stolephorus
insularis) has effective antimicrobial
power against the Streptococcus
mutans bacteria at a concentration of
12%.
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The Effect Of Sea Cucumber Powder And
Hyperbaric Oxygen Therapy On The Expression Of
Tumor Necrosis Factor Alfa In Rats With Diabetes
Mellitus Induced By Porphyromonas gingivalis
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ABSTRACT

Background: Periodontitis have a bidirectional relationship with diabetes mellitus, both can
increase oxidative stress that trigger an increase of pro-inflammatory cytokines, such as
TNF-a. Sea cucumbers have anti-inflammatory component that act to inhibit the release of
inflammatory mediators. Hyperbaric oxygen therapy reduce oxidative stress. Purpose: The
aim of this study is to investigate the effect of the sea cucumber powder and hyperbaric
oxygen therapy on the expression of TNF-a in rats with diabetes mellitus induced by
P.gingivalis bacteria. Materials and Methods: The study was an experimental laboratories
research with factorial design. Twenty wistar rats were divided into 5 groups. KO negative
control, K1 positive control. K1-K4 groups were induced with streptozotocin for diabetes
condition and P.gingivalis bacteria for periodontitis condition. K2 group was treated with sea
cucumber 3% for 7 days, K3 with OHB 2.4 ATA 3 x 30’ interval 5’ for 7 days, and K4 group
was treated with combination of sea cucumber and OHB. At the 51% day all rats were
sacrified, then the expression of TNF-a on periodontal macrophages were examined by
immunohistochemistry stain. Data were analized by Kruskal Wallis followed by Mann-
whitney. Result: Expression of TNF-a were increased in K1 (11.50+1.291) compare KO0
(p<0.05). Sea cucumber treatment, OHB, and combination treatment decreased expression of
TNF-a significantly in amount of 2.50+0.577 (K2), 8.25+2.217 (K3), 3.00£0.816 (K4).
Conclusion: Sea cucumber powder and OHB therapy affected the expression of TNF-o in rats
with diabetes mellitus induced by P. gingivalis bacteria.

Keyword: Sea cucumber powder, TNF-a, periodontitis, diabetes mellitus, OHB therapy
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BACKGROUND

The relationship between
periodontitis and diabetes mellitus has
long been discussed, both diseases have
a relatively high incidence. Diabetes is a
risk factor which increasing the severity
of periodontitis. Instead, periodontitis
may be a risk factor for glycemic
control in people with diabetes.!?
Approximately 177 million people
worldwide have diabetes mellitus and
diabetes has been confirmed as a major
risk factor for periodontitis. The risk of
periodontitis increased approximately
three-fold in individuals with diabetes
compared with non-diabetic
individuals.*

Individuals with diabetes have
high glucose levels in the gingival fluid
and blood more than individuals without
diabetes. Increased glucose levels in the
gingival fluid and blood in individuals
with diabetes can change microflora
environment, induce qualitative changes
of bacteria that contribute to the
severity, periodontal disease in patients
with  uncontrolled  diabetes.  Poor
glycemic control led to increasing of
oxidative stress, advanced glycation end
products (AGEs), hyperresponsive
innate immune system that contribute to
damage factor diabetic periodontitis. In
addition, the function of the normal
immune cells, such as chemotaxis, cell
adherence,  phagocytosis,  cytokine
production and secretion, are all affected
by hyperglycemia.>®

Diabetics have more severe
periodontal disease because of the
presence of glucose which induce
accumulation of advanced glycation end
products (AGEs) and affect the activity
of migration and phagocytic activity of
mononuclear and polymorphonuclear,
so the formation of a more pathogenic
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subgingival flora.” Many bacteria
associated with periodontal disease
including Porphyromonas gingivalis one
of the most important periodontal
pathogens. At the time of periodontal
infection, the balance of bacterial flora
in the oral cavity become changed, so
the species of pathogenic bacteria is
grow and survive, even when confronted

with  the  immune  response.®
Lipopolysaccharide (LPS) is one of
most important microbial virulence

factors in generating a host-mediated
periodontal tissue destruction than that,
lipopolysaccharide is a potent stimulator
of wvarious inflammatory mediators,
including IL-1pB and TNF-a.®

Tumor necrosis factor (TNF a) is
reported have a role as a key to the
pathogenesis of diabetes mellitus type 2.
Research in animals and in vitro human,
TNF-a inhibits the action of insulin. In
animal and human cell models in vitro,
TNF-a inhibits insulin. In one study, an
increase in circulating levels of TNF-a
is associated with insulin resistance and
type 2 diabetes. Individuals with
periodontitis disease have high TNF-a
response, monocytes from individuals
with diabetes and periodontitis release
massive amounts of TNF-.%8

Treatment of periodontitis with
diabetes mellitus did not only include
local factors, but also systemic factors
such as handling blood sugar.’
Researchers showed that the local
periodontitis treatment such as scaling
and root planing histologically not
indicate  new  connective  tissue
attachment.® Periodontitis treatment of
diabetes that has been done is the tissue
surrounding dental treatments,
antibiotics, and blood sugar control.
While the primary pathological
condition in people with diabetes
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mellitus is a disorder of the healing
process.10t!

Sea cucumbers have long been
used as a traditional medicine. One
species of sea cucumbers which used as
medicine is Stichopus hermanii that
contains nutrients in wound healing, as
an anticoagulant and antithrombotic,
decrease cholesterol level and blood fat,
anti-cancer, anti-tumor,
immunostimulant, antirheumatic,
antimalarials, antiviral, antifungal and
antibacterial .} The content of omega-3
(EPA and DHA) in Stichopus hermanii
can decrease cholesterol levels because
infection of mix periodontopatogen
bacteria and served to accelerate the
healing of wounds and also as an anti-
inflammatory  that  inhibits  the
production of TNF-o. and IL-1p.t3
According to research of Rizal (2012)%,
Stichopus hermanii is contained by
flavonoids. The content of flavonoids as
antioxidants that indirectly supporting
anti-inflammatory effects by inhibiting
the release of inflammatory
mediators. 16

Sea cucumbers are one of the
marine life that used in the health field.
Sea cucumbers have shown a beneficial
effect on periodontal therapy as well as
patients with diabetes mellitus. In
addition to cucumbers, one therapy that
IS emerging today is hyperbaric oxygen
therapy (OHB).

Hyperbaric  Oxygen  Therapy
(OHB) is a treatment in patients with
giving 100% pure oxygen by inhalation
method in hyperbaric hyperoxia at the
air pressure of more than 1 atmosphere
Absolute (ATA) and has been used as
adjuvant therapy in various diseases.*°

Hyperbaric  Oxygen  Therapy
(OHB) shown a beneficial effect on
periodontal tissues by increasing oxygen
pressure in the pocket. In periodontitis
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patients with diabetes mellitus who use
OHB therapy there is decreased levels
of malondialdehyde (MDA), which is
one biomarker of oxidative stress.2”8 In
addition, OHB therapeutic effects on
monocytes and macrophages are causing
disruptions to production of
proinflammatory cytokines, resulting in
a reduction in  pro-inflammatory
cytokines in conditions of oxidative
stress.®

The research results of Fitria et al
(2013),% cucumbers therapy for 7 days
effectively decrease blood sugar levels
as well as the golden sea cucumber is
used as an antibacterial and antifungal in
inhibiting the growth of bacteria. The
research results of Prabowo et al
(2014),%* OHB therapy 100% 2.4 ATA 3
x 30 minutes a day with a pause of 5
minutes for 7 days decreased blood
sugar levels in diabetes mellitus type 2.
It is necessary to investigate the
combination of sea cucumber powder
gold and OHB therapy against TNF-a
expression in diabetes mellitus induced
P. Gingivalis bacteria.

MATERIALS AND METHODS

The research is true experimental
research with factorial design study.
Parameters were examined in this study
was the expression of TNF a in diabetes
mellitus and periodontitis. The samples
were 20 Wistar rats (Rattus novergicus
Wistar strain) were divided into five
groups, where the selected criteria is the
type males, aged 3-4 months with a
body weight of 150-200 grams.

The tools used in this research is
the syringe 5 cc and syringes 3cc,
syringes insulin 1 mL, blood glucose
test strips, gauges blood sugar, animal
cages, food and drink rat, scales,
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measuring cups and a stirrer, test tubes,
test tube rack, micropipette, micro
brush, glass, glass slide, surgical
scissors, microscope, chamber of
animals, immunohistochemistry Kkit.

Materials used nicotinamide 230
mg/kg, 200 mg canamycin, 200 mg
ampicillin, 0.6% chlorhexidine
gluconate, streptozotocin (to make the
rats diabetes mellitus), 10% dextrose,
citric acid buffer 0.05M pH 4.5,
aluminum foil, bacteria Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277, powder golden
sea cucumber (Stichopus hermanii),
phosphate buffered saline (PBS), 4.13%
EDTA, xylol, TNF-a antibody (sc-52
746-Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA ), H202,
aquadest, Wistar rats, Wistar rats
standard food, beverages Wistar rats
(ordinary tap water), 100% pure oxygen
in a hyperbaric chamber.

The division of research subjects.
Those wistar rats were divided into five
group: first, negative control group
(K0); second, groups of diabetic
periodontitis rats (K1); third, group of
diabetic periodontitis rats with treatment
golden sea cucumber (K2); fourth,
groups of diabetic periodontitis rats with
treatment of hyperbaric oxygen (K3);
and five, groups of diabetic periodontitis
rats with treatment combination golden
sea cucumber and hyperbaric oxygen
(K4).

Making the golden sea cucumber
powder. Dissected sea cucumber to
remove all viscceral organs, then blow-
dry sea cucumber using freeze dryer at a
temperature of 2-8 ° C with a pressure
of 5 mTorr. The dried sea cucumbers are
weighed and then blended into a
powder. Making the golden sea
cucumber powder gel using a mixture of
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sodium
(CMCNa) 2%.2?

carboxymethylcellulose

Diabetes Induction procedures for
Wistar rats. Day 7 after adaptation,
induction of streptozotocin (STZ). DM
induction is done by giving
nicotinamide (NAD) of approximately
230 mg / kg, dissolved in the liquid PBS
10 minutes and then given STZ intra-
peritoneal for 15 minutes injected a
single dose of 65 mg / kg in rat that had
fasted overnight between 8-12 hours.
Then rats were incubated for 7 days.
Otherwise DM rats when blood glucose
levels over 220 mg / dI.3

Procedure  Premedication  before
induction of bacteria. All the rats were
given canamycin (20 mg) and ampicillin
(20 mq) daily for 4 days in drinking
water, and oral cavity swabbed with
0.12% chlorhexidine gluconate as
antiseptic.?

Procedure Preparation and Induction
Bacteria. Induction of bacteria using
ATCC P.gingivalis imposing 33277
with 2 ml of 1 x 109 cells / ml of live
bacteria in  PBS, and peroral
administration. Most bacteria applied
using cotton bud along the gingival
sulcus and inserted of anal to the
colorectal region with syringe canula.
Then incubation for 3 weeks since
giving bacteria counted first.?

After the rats in the induction of
STZ and P.gingivalis bacteria, rats were
given a therapeutic treatment. For K2
and K4 given group therapy treatment
gel golden sea cucumber powder 3%
applied topical as much as 0.1 mg / day
for 7 days using microbrush on inflamed
sulcus gingival. K3 and K4 group
treated OHB therapy, administration of
100% oxygen 2.4 ATA 3 x 30 minutes a
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day with a pause of 5 minutes for 7
dayS.ZG'Zl

On day 8 after therapy gel golden
sea cucumber and OHB, all groups were
sacrificed then performed euthanasia by
the neck (cervical) dislocation, the
dosage is taken on the part of the
mandible.  After that, do the
decalcification phase part of the
mandible for 4 weeks using 4.13%

EDTA.  Furthermore, the  tissue
processing and staining by
immunohistochemistry ~ (IHC)  was

performed using the streptavidin-biotin-
peroxidase labeled streptavidin-biotin
(Dako, Carpinteria, USA), and then
observed using a microscope with
1000x magnification and calculated as
much as 20x field view.

Data were analyzed using
parametric statistical test one way
ANOVA, with a test for normality using
the Shapiro-Wilk test, then continued
homogeneity statistic test using Levene
test. Then the calculation results

denta

Jumal Kedokteran Gigi

compared (comparing the expression of
TNF-a in each treatment group).

RESULT

Before doing hypothesis test
between groups, first of all each group
tested the normality by using statistical
test of Shapiro-Wilk, because in this
study sample size <50 and the results
obtained is Shapiro-Wilk test has a
significant value of p> 0.05, so that the
distribution of data on this research is
abnormal.

Table 1. The average and expression
deviation standard of TNF-a. in each group

Average + Deviation

Group Std.
KO 5.00 +0.816
K1 11.50 £1.291
K2 2.50 +£0.577
K3 8.25 +2.217
K4 3.00 £0.816

Average dan Deviation Standard of
TNF-a expression

| H Tnf alfa
l expression

s
ﬁ 15
[]
g i
s 10
R
©
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Group
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Figure 1. Average and Deviation Standard of TNF-a expression in each group
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Figure 2. TNF-a expression in macrophages in the periodontal ligament rat (Rattus norvegicus)
with 400x magnification. A. KO (normal); B. K1 (diabetes + bacteria); B. K2 (diabetes + bacteria
+ sea cucumbers); D. K3 (diabetes + bacteria + OHB); E. K4 (diabetes + bacteria + OHB + sea
cucumber). Expression of TNF-o are marked with brown color in macrophages (arrows).

It was found that the expression of
TNF-o have variances were not
homogenous because p = 0.041
(p<0.05). Therefore, it can be concluded
that there is a difference of variance
between sets of data are compared.

The research data were not
normally distributed, and found that the
data are not homogeneous, then doing
non  parametric  Kruskal  Wallis
hypothesis test to determine the
expression of TNF-a.

Table 2. Kruskal Wallis test Result

Tabel 3. Mann-Whitney test Result

ISSN : 1907-5987

KO K1 K2 K3 K4

KO 0.020* 0.019* 0.028* 0.027*
K1 0.019* 0.059 0.020*
K2 0.019* 0.343

K3 0.020*

Sig.
TNF-a expression 0.002
In the table 2. obtained

significance value of 0.002 (p <0.05). It
shows a significant difference in each
group under these conditions, followed
by Mann-Whitney test to find out where
is the difference in each group with a
significance level P <0.05.

*there is significant difference

DISCUSION

Nicotinamide (NAD) is an
antioxidant which exerts protective
effect on the cytotoxic action of STZ by
scavenging free radicals and causes only
minor damage to pancreatic beta cell
mass producing type 2 diabetes.??

Streptozotocin is a drug that has a
specific toxicity in pancreatic [ cells.
Streptozotcin cause DNA alkylation and
B cell death because STZ enter cells
through the glucose transporter GLUT2,
toxic mechanism is not specific for B

84



Vol. 10 No. 1 Februari 2016

cells and can cause damage to other
tissues including the liver and
kidneys.??® Damage to the pancreatic
beta cells causes the body can not
produce insulin, causing blood glucose
levels to rise (a state of hyperglycemia).
Conditions of hyperglycemia can result
in the formation of reactive oxygen
species (ROS) which would then trigger
an active nuclear factor kappa B (NFKp)
that play a role in the increased
production of pro-inflammatory
cytokines. 22° According to research
from Swaroop et al (2012) 3*° showed
that TNF-a can play a potentially
important pathophysiological role in the
development of insulin resistance.
Results of research on groups of
bacterial-induced diabetic rats found
increased  expression of TNF-a
compared with normal rats, it was
shown that the group of bacterial-
induced diabetic rats occurred diabetes.

Porphyromonas gingivalis is an
anaerobic gram-negative rod bacteria
and include black-pigmented bacteria,
these bacteria cause inflammation and
tissue damage in diseases
periodontal 33 P gingivalis get into
crevices using fimbriae and attached
gingival epithelial cells digingiva,
proteases have the ability to destroy
periodontal tissue directly or indirectly,
and LPS can cause inflammatory
responses and resulting in the
production of cytokines in periodontal
tissue, cause the activation of genes and
cause bone damage alveolar.3® Based
on the results of the research showed
that there were significant differences
(p=0.020) on TNF-a expression
between groups of normal rats and a
group of bacterial-induced diabetic rats
(see Table 5). The test results showed
that the expression of TNF-o in the
group of bacterial-induced diabetic rats
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(11:50 £ 1.291) increased compared
with normal rats (5.00 + 0816), this is
due to streptozotocin-induced rats to
make samples of rats became diabetic
and bacteria capable P.gingivalis
inducing the sample into periodontitis.

Some research it is known that the
golden sea cucumber (Stichopus
hermanii) as a potential therapy in the
field of dentistry, besides the golden sea
cucumber (Stichopus hermanii) itself
has long been used as a traditional
medicine. Golden sea cucumber powder
used on research using the golden sea
cucumber (Stichopus hermanii) which
are found in waters of Indonesia.

Based on the results of the
research showed that there were
significant differences on the expression
of TNF-a between groups of normal
rats, groups of bacterial-induced
diabetic rats and rats treated groups of
sea cucumbers (see table 5). The test
results showed that the expression of
TNF-o in groups of rats treated
cucumbers decreased compared to the
group of normal rats and a group of
diabetic rats induced bacteria, because
the content of the golden sea cucumber
that is therapeutic as it helps wound
healing, antibacterial, antifungal,
antitumor,  antianaphylactic,  anti-
inflammatory,  antinociceptive  and
antioxidant.3*

Teripang gold (Stichopus
hermanii) examined contains the active
ingredient  antibacterial,  antifungal
(antifungal), antitumor and
anticoagulant (anti-clotting) and it also
contains compounds that can reduce
cholesterol and lipid, anticancer and
antitumor compounds, as well as
antibacterial compounds.®*® Golden sea
cucumber has a various kinds of
content, one of the active ingredients of
the golden sea cucumber is Triterpenoid
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strong role as an immunostimulatory. In
general Triterpenoid group capable of
damaging the cell membrane, deactivate
enzymes and proteins denature so that
the cell wall is damaged due to a

decrease in permeability. Changes
permeability of the cytoplasmic
membrane allows ions important

organic entry into the cell resulting in
poor growth and even to kill cells.®*% In
addition, the gold content of sea
cucumbers that PUFAs (DHA and EPA)
may  block the formation of
prostaglandins and proinflammatory
cytokines (IL-6, IL-1p and TNF-a).3"38

Hyperbaric oxygen increases the
formation of oxygen free radicals, then
oxidize proteins and lipid membranes of
bacteria, destroys DNA and inhibits
bacterial metabolic functions. The
enzyme superoxide dismutase, catalase,
glutathione and glutathione reductase
inhibiting free radical formation, until
the oxygen concentration exceeded
enzyme concentration.®® Based on the
results of the research showed that there
were significant differences between
groups of normal rats and rats treated
group OHB, but there is no significant
difference between groups of bacterial-
induced diabetic rats and rats treated
group OHB. The test results obtained by
the expression of TNF-o in groups of
rats treated group OHB increased
compared to normal rats, but decreased
the expression of TNF-o in groups of
rats treated OHB compared with
bacterial-induced diabetic rats.

Based on the results of the study
showed that there were significant
differences between groups of bacterial-
induced diabetic rats and mice
combination treatment group due to the
content of one of the golden sea
cucumber are flavonoids that act as
antioxidants and indirectly support the
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anti-inflammatory effects by inhibiting
the release of mediators
inflamasi.16Penurunan expression TNF-
a at 2.4 ATA hyperbaric oxygen 100%
oxygen 3x30 minutes with 5 minute
intervals for 7 days clinically
recommended, because it can lower
blood sugar levels, mMRNA expression
and activity of antioxidant enzymes
significantly.?140-26

CONCLUSSION

According to the research, it can
be concluded that there is the influence
of the golden sea cucumber powder 3%
and hyperbaric oxygen therapy 3 x 30
minute interval of 5 minutes for 7 days
on the expression of TNF-a in rats with
diabetes mellitus induced by the
bacterium Porphyromonas gingivalis.
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ABSTRACT

Background: A cause of endodontic treatment failure was sterilization process error so that
bacterias still left in the root canal. Enterococcus faecalis were resistant to sterilization
medicines, it was necessary to develop natural sterilization medicines such as the Queen
pineapple stems that had the antibacterial content. Purpose: The aim of this research was to
determine the effectivity of the Queen pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) stems extract in
decreasing the Enterococcus faecalis’s colonies Materials and Methods: This research was
true experimental with the post test only control group design. The Queen pineapple stems
extract tested its secondary metabolites contents. Enterococcus faecalis ATCC 29212 cultured
in Brain Heart Infusion Broth synchronized with Mc Farland 0,5 solution and divided into
seven groups (n=7). It used dilution series method, each BHIB tube given by the 100% extract
(P1); 50% (P2); 25% (P3); 12,5% (P4) ; 6,25% (P5) ; 3,125% (P6) and without the extract(
K(-)), incubated for 24 hours and streaked on Mueller Hinton Agar and incubated for 24
hours, then calculate the colonies’ amount of each group. Datas analyzed by Mann-Whitney
U-Test because only 50% and 25% concentration can be calculated. Result: The result
showed that the Queen pineapple stems contained flavonoids, tannins, alkaloids, saponins,
also there were significant differences among the 50% and 25% concentration groups
p<0.05. Conclusion: The Queen pineapple stems extract’s 50% concentration was effective
to decrease the number of Enterococcus faecalis’s colonies.

Keywords: Endodontic failure, Enterococcus faecalis, Ananas comosus (L.) Merr.,
antibacterial, sterilization.
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BACKGROUNDS

Endodontic is the part of
dentistry involving the diagnosis and
the treatment of disease or injury in
pulp tissue and periapical tissue.
Conventional endodontic divided into
three main stages, there are (1) the
biomechanical preparation of the root
canal (cleaning and shaping), (2)
disinfection of the root canal, and (3)
the root canal obturation. The
endodontic treatment goal is to reduce
or eliminate microorganisms and their
productsrom root canal so that teeth
can be maintained as long as possible
in the mouth and restore the aching
teeth to be accepted biologically by the
surrounding tissue.'?

The existence of endodontic
treatment failure can be caused by (1)
irritation apical tissue fluids that
infected in root canal filled not
hermetic [63,46%], (2) error while
maintenance [14,42%], and (3) erro
while diagnosis [22,12%]. * Root canal
treatment failure is also often caused
by errors on the sterilization
procedure. One of the sterilization
procedure is eliminating the gram-
positive organisms.*

Biomechanical preparation and
root canal irrigation are very important
to reduce the number of bacterias
during endodontic treatment. They
also need to be supported by the
administration sterilization because it
will help to eliminate bacterias remain
after the preparation or at least inhibit
the recurrent infection in root canal
treatment between visit®, neutralize the
remnants of debris in root canal,
control and prevent pain.®
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The bacterias that are commonly
found in root canal are anaerobic,
microaerophile, facultative and
obligate anaerobic bacterias’, one of
them is Enterococcus faecalis that is
the most commonly found (77%).2
Based on research of Gomes et al,
from the 53 species of bacteria in 60
kind of root canal, bacteria that is most
commonly found in root canals with
endodontic failure is Enterococcus
faecalis (27%).°

One of plants that have the
potential as a natural root canal
sterilization medicine is pineapple
(Ananas cmosus (L.) Merr) that is
widely  cultivated in  Indonesia
subtropical, especially from Queen
varieties.’®  Pineapples have very
complex content, rich in mineral both
macro and micro, organic substances,
water and vitamin. It also contains
fiber, chlorine, iodine, phenols,
magnesium,  sodium,  potassium,
bromelain enzymes, flavonoids, and
saponins, 1121314 Antibacterial
contents of pineapples are bromelain
enzymes, flavonoids and saponins.

Bromelain enzymes are the only
nutrient can only be found in pineapple
plant, which is in the stem, bark,
leaves, fruit or stems in different
quantities.®®* Bromelain bromelain
enzymes in the form of condensed
extract are most numerous on the
stems, which is about 0,1% to 0,6%.
Therefore, in this study, part of the
pineapple plant that will be used are
the stems. Based on explanation
above, it’s necessary to know the
effects of Queen pineapple stems
extract as an alternative medicine root
canal sterilization in inhibiting the
growth of Enterococcus faecalis
bacterias.
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MATERIAL AND METHODS

The research ~ was  true
experimental with the post test only
control group design.

The parameters were seen in this
study are a secondary metabolite
content of qualitative and quantitative
Queen pineapple stem extract, also the
number of Enterococcus faecalis
bacterial colonies that growing on
Mueller Hinton Agar (MHA) media
after being treated. The treatment
group in this study were divided by the
concentration of the extract stem
Ananas comosus (L.) Merr. Queen, the
group P1 is 100% concentration; P2 is

50% concentration; P3 is 25%
concentration; P4 is 12.5%
concentration; P5 is 6.25%
concentration; P6 is  13.125%

concentration; and K (-) is without
giving Queen pineapple stem extract.

The procedure begins with the
preparation of the stems Ananas
comosus (L.) Merr obtained from
Pineapple Plantation, Kediri. A
kilogram of dried stem was extracted
using 95% ethanol by maceration for 3
days (flushed every day). Then the
extract is filtered using filter paper (1%
filtrate) and the rest was re-extract
using 95% ethanol and then filtered
(2" filtrate). Furthermore, the 1% and
2" filtrate were collected, evaporated
by the evaporator at 70°C until the
volume becomes ¥ of the initial
volume and followed by drying in a
water bath until it becomes a
condensed extract.

Condensed extract was divided
into three to test the qualitative and
guantitative  secondary metabolites
content, and also the sensitivity test of
bacteria. Secondary metabolite content
test was done at the Laboratory of
Phytochemistry, Widya Mandala
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Catholic University Surabaya, which

includes examination tannins,
alkaloids,  saponins and total
flavonoids.  Qualitative  secondary

metabolite content test is done by
inserting the sample extract stem
Ananas comosus (L.) Merr tubes with
the addition of different reagents for
each compound test.!'® Quantitative
secondary metabolites content of total
flavonoids was done using
spectrophotometry.*®

The next step is the extract
dissolved in DMSO 1% to obtain the
desired concentration. Furthermore,
Queen pineapple stem extract stir until
mixed with the solvent using a vortex
for 10 seconds. After that, it sterilized
and filtered with a 0.45 um diameter of
syringe microporus membrane to
maintain the purity and contamination
of other microorganisms in the Queen
pineapple stem extract.

The  Enterococcus  faecalis
bacteria ATCC 29212 was obtained
from the Center for Clinical
Microbiology Laboratory of Health,
Surabaya that cultured in Brain Heart
Infusion (BHI) media liquid that has
been incubated for 24 hours at 37°C in
an anaerobic atmosphere. Turbidity of
Enterococcus faecalis bacteria
suspension equated with Mc Farland
0.5 standard to obtain a bacterial
suspension containing 1,5x108
CFU/mL with the naked eyes by
holding the test tube side by side and
looked at the black-white striped
background. If the turbidity of the
bacterial suspension is still not the
same, the bacteria suspension was
diluted or given additional bacteria,
then homogenized with sentrifuge.?

The next stage is Enterococcus
faecalis inoculation from BHI liquid
media that has been synchronized with
a Mc Farland 0.5 solution turbidity (a



Vol. 10 No. 1 Februari 2016

bacterial suspension containing
1,5x108 CFU/mL), and then wipe the
bacterial culture on the entire surface
of the MHA media by using a sterile
swab.

The determination of the
concentration from the ingredient
pineapple stem extract (Ananas

comosus (L.) Merr) Queen of the
decrease in  the number  of
Enterococcus faecalis bacterial
colonies and bacterial sensitivity test
was using dilution series/dilution.?°
First, prepare the sterile tube and
labeled P1, P2, P3, P4, P5, P6 and K-.
Each tube is filled with liquid BHI
media (0.5 mL). Queen pineapple stem
extract with 100% concentration on
the tube inserted into the P1 tube until
1 mL. A half mL of P1 tube is inserted
into the P2 tube up to 1 mL. The
dilution from the second tube is %10 =
Y% = 50%. Furthermore, from P2 tube
was taken 0.5 mL then inserted into
the P3 tube so that the dilution is ¥ =
25%. In the same way, done until P6
tube, and the 0.5 mL of P6 tube
removed. K- tube is the negative
control containing liquid BHI media.
After the serial dilution finished, put
0.01 mL Enterococcus faecalis
inoculum on P1 tube until the K- tube.
Then, each tube was incubated for 24
hours at 37°C. The reading of the
results of serial dilution of material on
the growth of Enterococcus faecalis
bacteria, by visual observation by an
expert observer who observes the
presence or absence of growth
characterized that signed with turbidity
or sediment. The dark colored and
turbidity of extract material occurs in
all the tubes, then streak in each tube
by taken 1 osse and implanted in MHA
media. Incubating at 37°C for 24
hours, and then observing the growth
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of bacteria from streak results and
count the number of colonies grow
was done manually by creating a line
of boxes in petridish and expressed as
CFU.

RESULT

The results of the qualitative and
guantitative secondary metabolites test
and a sensitivity test Enterococcus
faecalis bacteria to the Queen
pineapple (Ananas comosus (L.) Merr)
stem extract with 100%; 50%; 25%;
12.5%; 6.25 and 3.125% concentration
and 1% DMSO solution as a control.
They were analyzed descriptively that
aims to obtain a picture of the
distribution and summarizing data to
clarify the presentation of the results,
then the hypothesis test using Mann-
Whitney U test with 95% significance
level (p=0,05) by using SPSS 16.0
version.

Table 1. The results of the secondary

metabolites Queen pineapple (Ananas
comosus (L.) Merr) stem extract.
Presentage
Compound Note (%)
Flavonoids Positive 0,00033525
Alkaloids Positive *
Saponins Positive *
Tannins Positive *
Note: *not tested
Based on table 1, Queen

pineapple (Ananas comosus (L.) Merr)
stem extract has the antibacterial
content that can decrease the number
of Enterococcus faecalis bacterial
colonies.
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Table 2. Mean and deviation standard of Queen pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) stem
extract concentration in decrease the number of Enterococcus faecalis bacterial colonies
Mean (CFU/mL) + Deviation

Concentration of Extract Replication

Standard
100% (P1) 7 *
50% (P2) 7 2076.29 + 1512
25% (P3) 7 1.95E4 + 1.329
12,5% (P4) 7 ©
6,25% (P5) 7 )
3,125% (P6) 7 )
DMSO 1% (K(-)) 7 S

Note: *there is not a bacterial colonies growth
o :Can’t be calculated

Figure 1. The number of Enterococcus faecalis bacterial colonies in MHA media of P1 group
(100%) is not found the growth of bacterial colonies, in P2 group (50%) were found the
growth of bacterial colonies that far fewer than in P3 group (25%), and in P4 group
(12,5%0%), P5 group (6,25%%), P6 group (3,125%), K(-) group (DMSO 1% can not be
calculated manually or with Quebec Colony Counter (QCC) because the number of bacterial
colonies are too many.

25000

20000

—

15000

10000

5000

[

O T 1
50% (P2) 25% (P3)

Figure 2. The concentration mean bar chart of Queen pineapple (Ananas comosus (L.) Merr)
stem extract concentration that were the most effective in decreasing the number of
Enterococcus faecalis bacterial colonies.
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Based on figure 1 and figure 2, it
appears the decline in the number of
Enterococcus faecalis bacterial
colonies that is quite dramatically in
the 50% compared to 25% Queen
pineapple (Ananas comosus (L.) Merr)
stem extract.

Test of normality is using the
Shapiro-Wilk because the samples
used are < 50 with significant value
0,05.%

Shapiro-Wilk test results show
that the data distribution is not normal
(p<0,05). Therefore, it followed by
non-parametric tests using the Mann-
Whitney U Test, as this study has two
groups, unpaired and have a numerical
measurement scale.

The results of Mann-Whitney U
test show a significant value different
that is 0,002 (p<0,05). This shows a
significant difference between the
treatment groups. It can be concluded
“there is a significant difference in the
mean reduction in the number of the
Enterococcus faecalis bacterial
colonies between the 50% and 25%
concentration group”.

DISCUSSION

The main cause of endodontic
failure is the ability of microorganisms
to survive in the apical root canals that
have been treated the endodontic
treatment.?> Root canal sterilization
medicine  administration is  an
important step in killing the bacteria in
the root canals.?®> Enterococcus
faecalis is a bacteria that can survive
in the root canals after endodontic
treatment because of the factors
virulent.* The samples used in this
study is the Enterococcus faecalis
ATCC 29212 bacteria, because it is
based on the research of Subbiya et.al.
that have smilar virulence to the
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Enterococcus faecalis that isolated
from the root canal.?® Because of the
virulence of Enterococcus faecalis
ability in root canals, it is necessary to
develop the materials sterilization from
the natural ingredients such as Queen
pineapple.

The test materials used in this
study is Queen pineapple (Ananas
comosus (L.) Merr) stem obtained in
Pineapple Plantation Kediri that were
ripe and fresh because it contains the
bromelain enzyme which is more than
the pineapple fruit that still green or
unripe. Election on the pineapple
stems as the test material because in
the form of condensed extract, the
content of bromelain enzymes are
most commonly found in pineapple
stems those are as much as 0,1-
0,6%.° Queen Ananas comosus (L.)
Merr stems extracted by maceration
method using ethanol 95%. It aims to
release antibacterial compounds both
polar or non-polar.?® After obtained the
100% Queen Ananas comosus (L.)
Merr stems extract with thick and
dense consistency, extract divided to
secondary metabolite content of
qualitative and quantitative test, and
then the rest will be split into several
concentration by using DMSO 1%
solvent.

The  secondary  metabolite
content test which done are a
qualitative  tests contain tannins,

alkaloids and saponins, and also the
guantitative  test  contain  total
flavonoids. The qualitative test of
tannins, alkaloids and saponins
showed the positive results, as well as
the quantitative test of total flavonoids
obtained 0,00033525 %.

The initial concentration of
Queen Ananas comosus (L.) Merr
stems extract studied were 100%;
50%; 25%; 12,5%; 6,25% and 3,125%
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refers to research of Anwari and
Azizah using the dilution
series/dilution method.?"?®2° Dilution
method can determine the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) and

the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC).?°
In this study can not be

determined the limit of MIC and MBC
for the Queen Ananas comosus (L.)
Merr stems extract were too thick and
turbid. So that in BHI broth media can
not be seen the turbidity in front of the
black line visually, which is to
determine the limits of MIC. From the
results of streak from BHI broth media
to MHA media, the concentration of
Queen Ananas comosus (L.) Merr
stems extract that was not found the
growth of Enterococcus faecalis
bacterial colonies was at 100%
concentration group. However, 100%
can not be determined as the limit
concentratin of MBC because the
concentration distance is too far from
50% to 100%. To be more precise in
determining the limits of MBC, 100%
concentration thinned back into some
concentration to reach 50%
concentratin.

Although it can not be
determined the MIC and MBC limits
of Queen Ananas comosus (L.) Merr
stems extract, from the results of
streak at BHI broth media to MHA
media n be found a decrease in the
number of Enterococcus faecalis
bacterial colonies quite dramatically at
50% to 25% concentration. At 12,5%;
6,25%; 3,125% concentration and
negative controls can not be calculated
manually or with QCC because the
amount is too many.

The results show that the greater
the concentration of Queen Ananas
comosus (L.) Merr stems extract, the
greater the decrease in the number of
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Enterococcus faecalis bacterial
colonies. This is expected because of
the greater the concentration used, the
content of antibacterial in the extract
even greater.

Infected root canal is a condition
where the nutrition is inadequate, there
are toxins from other bacteria and
invasion of endodontic sterilization
medicine. In this condition,
Enterococcus faecalis lost the ability
to grow and develop but remain alive,
and pathogenic or often called Viable
but Nonculturable (VBNC) phase.
Enterococcus faecalis form the
protein-collagen (Ace) bonding which
act as an adhesion in root canals.®%3!
The bromelain enzymes as a
proteolytic  enzyme, capable of
breaking the salivary proteins bond in
the collagen that used by bacteria as an
attachment media becomes binding
peptides and amino acids,*>*23% which
can lower the surface tension of the
bacteria cell wall that cause the cell
wall are not selective in passing
solutes and other substance that may
change physical and chemical
properties of the cell membrane and
preventing their normal functioning so
as to inhibit and kill the bacteria.*?

The flavonoid compound has the
ability to inhibit bacterial growth by
causing damage to the bacterial wall
permeability, microsomes and
lysosomes as a results of the
interactions of  flavonoids  with
bacterial DNA.3* Inhibit ability of

these flavonoid compounds can
prevent Enterococcus faecalis
resistance. These resistance genes

obtained from DNA mutations or
acquisition of new genes through the
transfer of plasmids and transposons,
and stored in the plasmid that can be
transferred at any time.®
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Although saponins do not attack
Enterococcus  faecalis  virulence
directly, they can inhibit the growth of
bacteria by destroying the cell wall
surface. Saponins can cause the
leakage of proteins and enzymes from
within cell, lowering the surface
tension of bacterial cell wall and
membrane permeability damage with
insert the aglycon into the lipid bilayer
so that creating pores with diameter of
40 to 50 A. Saponin also bind the
cytoplasmic membrane that disturb
and reduce the stability of the cell
membrane that eventually led to the
cytoplasm to leak, so that substances
inside the cell were out and lead to cell
death, %63

Tannins work by interfering with
synthesis of peptidolycan so that the
forming of cell walls become less
perfect. This condition will cause
damage to the cell wall or cell
membrane permeability loss, so that
the entry and exit of substances such
as water, nutrients, enzymes were
unselected. If the enzymes out of the
cells, there will be inhibition of the cell
metabolism and the formation of ATP
needed for the growth and
proliferation of cells. Disruption of
permeability causes the cell can not
perform life activities that are inhibited
or even die.®3 Tannins can also bind
with lipoteichoic acid (LTA) in the
peptidoglycan of gram-positive
bacteria that is a virulent factor that
cause bacteria can adhere to the
surface of the root canal, tissue
inflammation and tissue damage.
Tannins which bind with LTA cause
bacterial growth will be more easily
nhibited by antibacterial
component.#0:24

Action mechanism of alkaloids
which  disturb  the  constituent
component of peptidoglycan in the
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bacterial  cell.®*®  Gram-positives
bacteria have a cell wall composed of
peptidoglycan thick layer (20-40 layers
with thickness from 0,02-0,06 pum) and
teichoic acid containing alcohol
(gliserol atau ribitol).** Teichoic acid
consist of two kinds, these are teichoic
acid bonded to the peptidoglycan
covalently, and membrane teichoic
acid (lipoteichoic acid/LTA) bonded to
the membrane glycolipids covalently.*?
cell wall synthesis disturbion caused
LTA release which normally regulates
the activity of hydrolytic enzymes that
play a role in the dynamic changing of
the cell wall in the growth and division
of cell. When the LTA as a regulator is
lost, these enzymes hydrolyze cell wall
and causing cell death.*>3¢

CONCLUSION

In this study, it can be concluded
that the Queen Ananas comosus (L.)
Merr stems extract have the effectivity
to decrease the number of Entercoccus
faecalis’s colonies at 50%
concentration. The qualitative
secondary metabolite content of Queen
Ananas comosus (L.) Merr stems
extract contain flavonoids, tannins,
alkaloids and saponins. The
guantitative  secondary  metabolite
content of Queen Ananas comosus (L.)
Merr stems extract contain
0,00033525 % flavoid total.
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CASE REPORT

Immediate Removable Partial Denture For Aesthetic
Anterior Maxillary Tooth Rehabilitation

Benita Aryani Hendrata*, Paulus Budi Teguh**
*Clinical Student Faculty of Dentistry Hang Tuah University
**Prosthodontic Faculty of Dentistry Hang Tuah University

ABSTRACT

Background: An anterior tooth extraction can cause aesthetic and psychological problems.
An Immediate Removable Partial Denture could be the choice of aesthetic rehabilitation
because is inserted immediately following the natural tooh extraction. Purpose: This paper
reported the case of Immediate Removable Partial Denture for aesthetic anterior maxillary
tooth rehabilitation in a 41-years old woman teacher. Case Report: A 41-years-old woman
teacher wasn’t confident with her #22 tooth microdontia and malpositioned. In order to
rehabilitated her aesthetic problem could be done by immediate #22 tooth extraction. Case
Management: Removable Partial Denture preparation was done by removing the #22 tooth.
The denture was inserted immediately after the extraction. After the denture was inserted, at
the 24-hours, 3 days, 1 week, and 1 month should be evaluated to know the bone resorption
process and whether the Immediate Removable Partial Denture should be relined or not.
Conclusion(s): The Immediate Removable Partial Denture provides an aesthetic
rehabilitation and increases the patient’s self-confidence because the patient has no
edentulous period.
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BACKGROUND

Modern dentistry offers many
options for the restoration of partially
edentulous patient, like Removable
Partial Dentures (RPDs). Many
patients choose RPDs due to factors
ranging from cost to physiology.t
RPDs are utilized to improve the
aesthetic and masticatory functions.??
According to Gunadi, et al. (2013),
there are two types of RPDs depend on
the fabrication and the timing of
insertion, Conventional RPDs and
Immediate RPDs (Immediate
Denture).* Immediate denture could be
inserted immediately following the
natural teeth  extraction, mainly
anterior teeth so that minimize the
aesthetic problem.

Immediate denture (ID) is a
removable partial denture or a
complete denture that was constructed
for placement immediately after the
natural teeth extraction.>® ID is a
necessity to prevent anxiety and
embarrassement because patient has no
edentulous period and can do the daily
activities without worried.”® 1D can
restore the phonetic and mastication
functions, also preserve the remaining
oral tissues.*1°

Currently, there are two popular
types of ID, Conventional (or Classic)
Immediate Denture (CID) and Interim
(or Transitional or Nontraditional)
Immediate Denture (I1ID).!! In CID,
the patient has lost the posterior teeth
and the anterior teeth are removed at
the day of immediate denture
placement. After the placement of the
CID and after the healing process is
completed, the denture is refitted or
relined to serve as the long-term
prothesis. While in IID, the anterior
and the posterior teeth remain until the
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day of extraction. After the healing
process is completed, a new denture is
fabricated as the long-term
prothesis.!13

This paper reported the case of
RPDs with CID for aesthetic anterior
maxillary tooth rehabilitation.

CASE REPORT

A 41-years old woman teacher
visited the Department of
Prosthodontic Faculty of Dentistry
Hang Tuah University, needed for
RPDs to rehabilitate her aesthetic and
masticatory functions. The patient was
willing to have her 22 tooth being
extracted and reshaped without being
edentulous because the patient was a
teacher and asked for immediate
replacement of the extracted tooth in
order to continued her professional
duties. Beside that, the patient also had
lost some of her posterior teeth. The
patient was informed about Immediate
Removable Partial Denture to maintain
her  aesthetic ~and  masticatory
problems.

Extra-oral examination revealed
that temporomandibular joint was
normal, face shaped was tapering,
eyes, nose, and lip were normal. Intra-
oral examination revealed that 22 tooth
was microdontia and malpositioned,
14, 15, 16, 22, 23, 24, 25, 26, 36, 37,
44, 45, 46 teeth had been extracted
because of dental caries, calculus on
the anterior and posterior region both
maxillary and mandibular, caries on
cervical mesial side 43 tooth, 27, 33,
34 teeth were supraposition, and also
there were diastema and gingival
recession on the anterior region
mandibular teeth (Fig 1).
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Fig 2. Panoramic radiographic examination revealed that the remaining teeth had lost a
few bone resorption.

According to Kennedy
classification, maxillary: Class 11l
Kennedy modification 1 with 22 tooth
microdontia  and malpositioned,
mandibular:  Class Il  Kennedy
modification 1.

CASE MANAGEMENT

In initial appointment, the patient
was interviewed for the dental and
medical history related to the chief
complaints which accompanied the
diagnostic examination. Panoramic
radiographic examination was also
taken. The patient was informed about
the limitations of the Immediate
Denture. Primary impressions for the
diagnostic casts were made with
irreversible hydrocolloid impression
material (alginate) in perforated stock
trays and were poured using gypsum
type Il (dental stone). The diagnostic
casts served several purposes as an aid
to diagnosis and treatment planning.

Mouth preparation followed the
prelimenary  diagnosis and  the
development of a tentative treatment
plan. Mouth preparation included

periodontal treatment planning,
scalling and root planing on the
anterior and the posterior region both
maxillary and mandibular to reduce
oedema possibility and prevent the
complications after extraction.
Restorative  procedure, caries on
cervical mesial side 43 tooth was filled
with Glass lonomer Cement (GIC).
After that, occlusal adjustment 27, 33,
34 teeth that were supraposition on the
incisal and occlusal side in accordance
to the Curve of Spee, so that the
maxillo-mandibular relationship would
be harmony and also prevented the
traumatic occlusion. Then occlusal rest
seat preparation on 17, 27, 47 teeth.
The dentinal tubules should be covered
by varnish to prevent the sensitive
teeth.

The mandibular individual tray
was made with ostron blue and was
border moulded with green stick
compounds and then the spacer was
removed, the perforations were made
in the tray to enhance the flow of the
impression material. The mandibular
functional impression was made with
silicone impression material and the
maxillary functional impression was
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made with irreversible hydrocolloid
impression material (alginate) to

produce the working casts (Fig 4). The
working casts were poured using
gypsum type Il (dental stone).

Fig 4. Millary And  Mandibular
Functional Impressions.
The working casts were

surveyed and blocked out. Afterwards,
maxillary and mandibular relations
were recorded with the occlusion rims
in the patient (Fig 5), then the working
casts with the occlusion rims were
mounted on the articulator (Fig 6).

4

Fig 5. Maxillary and Mandibular Record
With Occlusion Rims In The Patient.

Fig 6. The Mounted Working Casts On The
Articulator.
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Artificial teeth shade selection
based the patient’s natural teeth were
selected by a shade guide. While
artificial teeth shape and size selection
based on the patient remaining teeth as
a guide. After making the clasps, the
artificial teeth arrangement on the
posterior region both maxillary and
mandibular (Fig 7). The occlusion of
the artificial teeth arrangement were
evaluated in the patient if the occlusion
was harmony or not (Fig 8).

Fig 7. The Artificial Teeth Arrangement On
The Articulator.

4 N

/ ';
[s
Fig 8. The Evaluation Of Artificial Teeth
Arrangement In The Patient.

d

After the evaluation was done,
22 tooth was trimmed on the working
cast with a carbide bur. The trimming
used the pocket depths as a guide and
should be concave. The labial tissue
could be trimmed deeper about 1mm
than the pocket depths. The aim was to
preserve as much bony tissue as
possible.
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Fig 9A. #22 Tooth Before Trimmed.
Fig 9B. #22 Tooth After Trimmed.

After that,

tooth
arrangement on the trimming site
followed by contouring (Fig 10). After
contouring was done, the dentures
were then fabricated with heat cured
polymethylmethacrylate resin.

22 artificial

Fig 10. #22 Artificial Tooth Arrangement
On The Trimming Site.

The dentures that had been
constructed, were prepared and
polished, should be considered about
the borders of the denture bases, the
facial surfaces, teeth and adjacent
areas. All of the sharped margins were
rounded off.

Jumal Kedokteran Gigi
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Fig 11A. Maxillary RPD With An
Immediate Denture.
Fig 11B. Mandibular RPD.

At the day of the denture
placement, the patient was prepared
for the extraction. Asepsis on the
extraction site with povidon iodine
2%, then 22 tooth was extracted under
local anesthetic, nasopalatine nerve
block and anterior superior alveolar
nerve block with pehacain (lidocain
2% + adrenaline 1:80.000). A
hemostat was placed in the extraction
socket to reduce the bleeding and the
patient was instructed to bite the sterile
gauzed firmly for about 20 minutes.

Fig 12. Extraction Procedures.

Before the denture’s placement,
the dentures were cleaned with
antiseptic  liquid soap. After the
bleeding had stopped, the maxillary
and mandibular RPDs were inserted
and should be considered about if there
were sharped clasps, occlusion, and
articulation, mainly if there was a
premature contact with an articulating

paper.
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Fig 13. Insertion Of The RPDs With An
Immediate Denture.

The patient was given post-
extraction home care instructions,
which include not to removed the
immediate denture and used it all day
during the first 24 hours due to post-
extraction oedema that could make its
reinsertion impossible for 3 to 4 days
until reduction of oedema. The patient
should avoid rinsing, avoid drinking
hot liquids, and diet should be liquid or
soft. Ice packs could be wrapped in a
cloth and applied in 20 minutes
intervals  immediately after the
extraction and throughout the first 24
hours could reduce bleeding and
swelling. Antibiotic and analgesic
medications were prescribed as
required and the patient was recalled
for the 24 hours visit for necessary
adjustments and checked up.

At the 24 hours visit, the patient
complained if she felt a little pain on
the gingival around the extraction site
because of the labial flanged. The
labial flanged was reduced on the
inside using a fraser bur. Intra-Oral
examination revealed that there were
not any pain or irritations. There were
not any swelling or bleeding in the
patient. The patient was instructed to
continue the antibiotic and analgesic
medications. After the 24 hours visit,
the patient should be shown how to
removed the denture after eating to
clean it with soft toothbrush and
antiseptic liquid soap, also to rinse the
mouth at least three to four times daily
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to kept the extraction site clean. After
cleaning, the dentures should be worn
immediately.

Fig 14. Condition Of The Maxillary And
Mandibular Teeth At The 24 Hours Visit.

On the 3 days visit after the
insertion, the extraction socket began
to healing. There were not any sore
spots or traumatic ulcerations. The
patient felt more comfortable with the
dentures and could eat well. There
were no problems with the occlusion
and articulation, also the retention and
the stabilitation of the dentures were in
a good condition.

On the first week visit after the
insertion, the extraction socket healing
was almost completed. The patient’s
adaptation with the dentures were
better and felt really comfortable with
the dentures. The retention and the
stabilitation of the dentures still in the
good conditition.

Fig 16A. Condition Of The Maxilary And
Mandibular Teeth Without The Dentures On
The 1 Week Visit.
Fig 16B. Condition Of The Maxilary And
Mandibular Teeth Without The Dentures On
The 1 Week Visit.
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On the first month visit after the
insertion, the extraction socket was
completely healing. The patient’s
adaptation with the dentures were
better and felt really comfortable with
the dentures. The retention and the
stabilitation of the dentures still were
in the good conditition so that the
relining wasn’t needed.

o T et

Fig 17A. Condition Of The Maxilary And
Mandibular Teeth Without The Dentures On

The 1 Month Visit.
Fig 17B. Condition Of The Maxilary And
Mandibular Teeth With The Dentures On
The 1 Month Visit.

DISCUSSION

On this case, the maxillary RPD
with the conventional immediate
denture was constructed with partial
flanged. Partial flanged gives more
natural appearance so that the aesthetic
factor could be better achieved.*
Healing process is faster because the
less contact between the oral tissues
and the partial flanged so could
minimize the irritation and helps
accelerating the healing period.**
Partial flanged also gives better
retention and stabilitation, >

Immediate denture gives many
advantages, especially increases the
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patient’s self-confidence because the
patient has no edentulous period after
the anterior teeth extraction.!” 22 tooth
that was malpositioned, became
looking better. The patient who is a
teacher could do her professional
duties without worried. Immediate
denture also has therapeutic and

prophylaxis functions, because
immediate denture acts as a bandage to
help control bleeding, to protect

against trauma and oral environment
aggressions, such as food, debris, and
saliva coming in contact with the
wound, to protect the blood clot, and
promote rapid healing.®1° The patient
is likely to adapt more easily to the
dentures  because  speech  and
mastication are rarely
compromised.®2

Less postoperative pain is likely
to Dbe encountered because the
extraction sites are protected by the
immediate  denture.’3?  Immediate
denture also may result in reduced
residual ridge resorption and also
promotes better ridge form.?%2! Less
bone resorbtion by using immediate
denture than waiting for the healing
process, because there is functional
stimulation from the used denture.
Moreover, by using immediate denture
face height and circumoral support can
be maintained.

Immediate denture also has
many disadvantages, there is no try-in
possible so the final result couldn’t be
predicted. Increased treatment cost
because more chair time and
immediate denture might be relined
after few months. 1213

When trimmed 22 tooth, the
labial tissue could be trimmed deeper
than the pocket depths. This is because
the anterior maxillary ridge resorbs
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upward and backward with progressive
bone loss.?2-24

The success or failure treatment
depends on several factors, such as
professional-patient relationship, the
patient’s attitude towards the use of the
dentures, personality, the quality of the
dentures, and the oral condition of the
patient. The cooperative patient plays
an important role in the successful
treatment. The patient should be
explained about the advantages and
disadvantages of the immediate
denture before the treatment was
planned. The instructions should be
emphasized to the patient so that the
dentures could properly function and
comfortably used.

CONCLUSION

The patient was satisfied with
the dentures and was happy with her
aesthetic  appearance.  Immediate
denture could rehabilitated the
aesthetic and increases the patient’s
self confidence because the patient has
no edentulous period.
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STUDI PUSTAKA

Pengaruh Efek latrogenik Dalam Perawatan
Ortodonti

(latrogenic Effect In Contemporary Orthodontic Treatment)

Tuti Alawiyah
Ortodonsia Fakultas Kedokteram Gigi Universitas Prof .DR. Moestopo (B)

ABSTRACT

Background: Nowadays, orthodontic treatment is a very common kind of treatment in
modern society. The demand of orthodontic treatment is still high not only within growing or
young patients but also within adult patients especially in urban area. But orthodontist has to
remember that there is an effect that they have to avoid or anticipate related to its treatement.
Purpose: The aims of this study to review iatrogenic effect in contemporary orthodontic
treatment. Literature review: This iatrogenic effect is very destructive to hard and soft tissue
in the mouth. The destruction includes to the tooth, gingiva, and supportive tissue inside the
mouth. The effect could damage the root tissue aswell. The most common phenomenon is the
enamel decalsification which is the destruction of enamel tissue because of inadequate plaque
control. Conclusion: In every visit to orthodontist for appliance check up, the orthodontist
should never forget to do appropiate cleaning. Inside the paper, the topic will be dicussed
more deeply.

Keywords: Orthodontic appliance, iatrogenic effect, tissue damage.
Correspondence: Tuti Alawiyah, Department of Orthodonti, Faculty of Dentistry, Prof. DR.

Moestopo (Beragama) University, Bintaro Permai Raya Number 3, Jakarta, Phone 021-
73885254, Email: tuti-drg@yahoo.com
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ABSTRAK

Latar Belakang: Perawatan ortodonti pada saat ini sudah sangat umum dilakukan di
berbagai lapisan masyarakat. Kebutuhan akan perawatan ortodonti khususnya untuk usia
tumbuh kembang maupun untuk pasien dewasa pada umumnya, masih sangat tinggi terutama
pada masyarakat perkotaan, namun perlu diingat, bahwa ada efek yang tidak diharapkan
yang dapat terjadi pada perawatan ortodonti yang harus dihindari atau diantisipasi. Efek
tersebut dinamakan efek iatrogenik. Tujuan: Tujuan pada studi pustaka ini adalah melihat
pengaruh efek iatrogenic dalam perawatan ortodonti. Studi Pustaka: Efek tersebut dapat
berupa kerusakan jaringan mulut yang meliputi gigi, gusi, dan jaringan lunak mulut lainnya.
Salah satu bentuk kerusakan pada gigi dapat terjadi pada akar, pulpa, jaringan email, dan
lainnya. Paling banyak terjadi adalah dekalsifikasi email yang merupakan kerusakan pada
jaringan permukaan email yang terkelupas akibat kontrol plak yang tidak efektif. Simpulan:
Pada setiap kontrol ortodonti harus melakukan kontrol kebersihan mulut. Bentuk kerusakan
lainnya pada jaringan keras atau lunak dalam mulut akan dibahas secara lebih mendalam
dalam makalah ini.

Kata kunci: Perawatan ortodonti, efek iatrogenik, kerusakan jaringan.
Korespondensi: Tuti Alawiyah, Bagian Ortodonsia, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas

Prof. DR. Moestopo (Beragama), Bintaro Permai Raya Nomor 3, Jakarta, Telepon 021-
73885254, Email: tuti-drg@yahoo.com

PENDAHULUAN

Ortodonti  merupakan cabang
ilmu kedokteran gigi yang berfokus
kepada prevention, interception, dan
correction terhadap maloklusi dan
segala abnormalitas lain pada region
dento-facial. Perawatan orthodonti
dilakukan untuk memperbaiki oklusi
dari gigi dan juga hubungan antar
rahang. Tidak hanya itu perawatan
orthodonti juga dapat digunakan untuk
memperbaiki cara berbicara, estetika
wajah, namun dapat pula
meningkatkan kebersihan mulut dan
taraf kehidupan. Berbeda dengan
cabang ilmu kedokteran gigi yang lain
yang memerlukan perawatan singkat,
ortodonti memerlukan perawatan yang
lama, terus menerus mengikuti waktu
pertumbuhan  dan  perkembangan
dentofasial.

Saat ini kesadaran pasien akan
pentingnya  perawatan  ortodontik
untuk mengoreksi maloklusi dan

malposisi gigi semakin tinggi. Hal ini
dapat dilihat dari semakin
meningkatnya jumlah pasien
ortodontik yang datang ke klinik gigi.
Jenis alat ortodontik yang paling
sering digunakan adalah alat cekat.
Alat ini mempunyai 3 komponen dasar
yaitu braket, kawat busur (archwire),
buccal tube, molar band dan aksesori.
Interaksi dari beberapa komponen ini
menentukan cara berfungsinya alat
dengan  baik. Hasil  perawatan
ortodontik yang baik dapat dicapai
dalam waktu yang cukup lama,
berkisar antara 1 sampai dengan 3
tahun. Selama kurun waktu perawatan
tersebut tidak menutup kemungkinan
terjadinya  efek  samping  dari
penggunaan alat ortodontik cekat. *
Efek negatif atau biasa disebut
efek iatrogenik dari  perawatan
orthodonti dapat berupa efek local dan
sistemik, yang dapat berupa berubahan
warna pada gigi, dekalsifikasi, resorbsi
akar gigi, komplikasi periodontal,
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reaksi alergi, sindrom sakit kepala
yang kronis.! Penting untuk dokter
gigi untuk mengetahui apa saja resiko
yang ditimbulkan sebelum melakukan
perawatan ortodonti

Efek latrogenik

latr6s yang berasal dari bahasa
yunani yang berarti “medical” dan
genea yang berarti “origin”. Iatrogenik
memiliki arti akibat negatif yang
disebabkan oleh perawatan medis.
latrogenik sering kali di artikan
sebagai kesalahan atau kelalaian,
namun efek iatrogenik dan kesalahan
medis merupakan sesuatu yang
bertolak belakang, bukan sesuatu yang
sama.

Kesalahan merupakan suatu hasil
dari kelalaian atau ketidak tahuan yang
bertentangan dengan konsep dari etika
medis, sedangkan efek iatrogenik
merupakan suatu konsekuensi dari
suatu tindakan yang benar, indikasi
yang tepat, dan dapat diprediksikan
olen dokter sebelum melakukan
perawatan. Pada saat dokter atau
petugas kesehatan lainnya mencoba
untuk menyembuhkan, meringankan,
atau  mengobati  pasien, akan
menghasilkan  penyakit  psikologis,
fungsional, penyakit atau gangguan
lainnya maka ini yang dimaksud
dengan iatrogenik.

Melakukan diagnosis mungkin
akan sulit, terhambat, atau awalnya
lengah karena penyakit iatrogenik
dapat berasal dari hubungan antara
dokter dan pasien, hal ini dapat
diartikan sebagai konsekuensi dari
sebuah terapi, instrumental (teknik),
atau obat-obatan terkait.
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Pengaruh Terhadap Intra Oral
Jaringan Lunak

Penggunaan  ortodonti  cekat
beresiko dapat mengakibatkan pasien
kesulitan untuk menjaga kebersihan
mulut, dan hampir seluruh pasien
dengan ortodonti cekat mengalami
pembesaran pada gingiva.? Kesehatan
periodontal merupakan faktor penting
untuk mengevaluasi keberhasilan dari
perawatan ortodonti.

Sebab dari terjadinya komplikasi
periodontal ini berkaitan dengan faktor
pasien dan teknik yang digunakan pada
perawatan. Faktor pasien berkaitan
dengan kondisi jaringan periodontal
sebelumnya, oral hygine yang buruk.
Merokok juga diketahui sebagai salah
satu faktor terjadinya komplikasi
periodontal .

Pasien dewasa memiliki resiko
yang lebih tinggi untuk memiliki
masalah periodontal, terutama pasien
memiliki beberapa penyakit
periodontal yang  sudah ada
sebelumnya.  Perawatan  ortodonti
bukan kontraindikasi pada kelompok
usia ini apabila pasien dapat menjaga
kebersihan mulutnya dengan baik dan
pasien juga memiliki motivasi untuk
menjaga kebersihan mulut selama.
Pemeriksaan status periodontal
sebelum perawatan ortodonti sangat
penting untuk dilakukan dan penyakit
periodontal yang sudah ada harus
diobati sbelum perawatan ortodonti

dilakukan. Pemeriksaan  kesehatan
jaringan periodontal secara teratur,
melakukan skaling dan memoles
tumpatan sebaiknya dilakukan untuk
mencegah terjadinya penyakit
periodontal .®

Gingivitis  biasanya  terjadi

karena pemeliharaan kebersihan mulut
yang salah pada alat ortodontik,
mendukung akumulasi plak. penelitian
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kouraki, 2005 telah menunjukan
bahwa selama perawatan ortodonti
terapi pembesaran gingival kira—kira 3
bulan setelah tidak menggunakan alat
ortodonti, dalam banyak kasus,
gingival tampak sama seperti sebelum
pengobatan.’

Kasus resesi gingiva pada
perawatan ortodonti terjadi sekitar
35%, secara histopatologis gingiva
yang resesi menunjukan epitel serta
jaringan ikat yang terjadi hipertrofi dan
kadang kehilangan kolagen gingiva.
Resesi gingiva telah diketahui terjadi
sebagai efek samping selama
perawatan ortodontik atau setelah
selesai perawatan dan telah dicatat
lebih  sering terjadi pada saat
pergerakan gigi kearah bukal, apabila
gigi memiliki jaringan yang tipis akan
digerakan  kearah  lingual, ada
kemungkinan jaringan akan bergerak
kearah koronal dan menebal. Telah
ditemukan bahwa kebanyakan kasus
resesi gingiva yang terjadi selama
perawatan ortodontik terjadi di regio
gigi anterior atas dan bawah.
Hubungan antara gerakan ortodontik
dan resesi gingiva telah menjadi
kontroversi ~ sehubungan  dengan
pergerakan gigi secara tipping.®

Trauma pada gingiva dan
mukosa pipi kadang terlihat pada saat
perawatan orthodonti, terutama jika
terdapat kawat yang terlalu panjang
dan mengenai bibir. Penggunaan wax
pada ujung kawat berguna untuk
mengurangi terjadinya trauma.?

Segitiga  hitam atau black
triangle pada gingiva berpotensi
terjadi  sekitar 1/3 dari pasien
orthodonti dan harus dibicarakan

terlebih dahulu dengan pasien sebelum
melakukan perawatan. Pertimbangan
utama dalam perawatan ortodonti
adalah untuk menjaga bentuk dari
interdental papil dan menghindari
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terjadinya  black
embrasure gingiva.®

triangle  pada

Jaringan keras

Penelitian AL Maaitah, 2011
menunjukan bahwa prevalensi dari
efek samping ini mendekati 70% untuk
lesi putih dan kurang dari 5 % untuk
kavitas.® Penelitian Chapman, 2010
lebih dari 30 % insisif maksila, gigi
dengan  nilai  estetis  terbesar,
menunjukan  dekalsifikasi  setelah
intervensi ortodonti. ¥  Pencegahan
tehadap white spot lesion pada
perawatan orthodonti dapat dilakukan
dengan  meningkatkan  kebersihan
mulut pasien dan penggunaan pasta
gigi yang mengandung floride.®

Abrasi gigi yang kontak antara
gigi dan bracket atau tubes. Gravitasi
yang lebih tinggi dari proses ini
ditemui pada penggunaan bracket
keramik  Penelitian Lau dkk,(2006)
keparahan dari 9 sampai 38 kali lebih
tinggi di bandingkan dengan bahan
logam.1°

Abrasi pada enamel akibat
penggunaan bracket metal dan kramik
dapat terjadi, paling umum dapat
terjadi pada saat melakukan retraksi
pada ujung kaninus bergesekan dengan
ujung bracket pada kaninus bawah.
Abrasi juga dapat terlihat pada bagian
insisal edge anterior rahang atas yang
bergesekan dengan bracket pada gigi
anterior rahang bawah.

Pulpitis diperkirakan akan terjadi
namun bersifat reversible yang akan
mengacu pada terjadinya kehilangan
vitalitas pada gigi. Kemungkinan ini
akan meningkat apabila sebelumnya
gigi mengalami trauma. Menggunakan
teknik light forces dianjurkan apabila
gigi pernah mengalami trauma dan
juga tetap mengawasi vitalitas dari gigi
tersebut setiap tiga bulan sekali.
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Perawatan ortodonti cekat juga
dapat  mengakibatkan  terjadinya
resorpsi akar. Penelitian segal.ddk
(2004) Dalam kajian ulang sistematik
melaporkan menggunakan metanalisis,
menemukan nilai rataOrata
pemendekan akar setelah perawatan
ortodonti sebanyak 1.421 +/- 0.448
mm. Lopatience, dkk (2008) biasanya
proses rendah, pemendekan akar diatas
2mm muncul sebanyak 5-18 % kasus.
dan diatas 4mm atau 1/3 panjang gigi
sebanyak 105 % kasus.!!

Pengaruh Terhadap Ekstra Oral

Setelah  perawatan  ortodonti
gangguan temporomandibular
biasanya dari disfungsi
kraniomandibular, otot, dan gigi.

Pengetahuan penelitian saat ini, belum

jelas  relasi  antara  perubahan
temporomandibular dan intervensi
ortodonti, biasanya ditemukan

pendapat bertentangan dan penjelasan
yang bervariasi. Bourzgui, dkk (2010),
Gebeile-Chaouty, dkk (2010) meneliti
beberapa mempertahankan adanya
keadaan morfofungsi keseimbangan
setelah intervensi ortodonti, pendapat
yang lain mengatakan karena prematur
kontak oklusal selama terapi, ada
resiko yang lebih besar untuk
komplikasi ini muncul.?

Reaksi Alergi.

Penelitian Leite & Bell, (2004)
Alergi nikel adalah yang paling sering
terjadi  dinegara-negara  industri,
biasanya sebagai reaksi
hipersensitivitas tipe 1V. Perangkat
ortodonti mengandung sekitar 8 %
nikel dan paduan nikel titanium
mengandung 70% nikel. Tanda-tanda
alergi dapat bervariasi dari ruam kecil
dikulit atau  mukosa, dermatitis
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generalisata. Dalam kasus keparahan
yang tinggi  manifestasi  dapat
menyebabkan penghentian perawatan
ortodonti.*?

SIMPULAN

Penting untuk dokter gigi untuk
mengetahui apa saja resiko yang
ditimbulkan  sebelum  melakukan
perawatan  orthodonti.  Perawatan
ortodonti dilakukan untuk

memperbaiki oklusi dari gigi dan juga
hubungan antar rahang. Tidak hanyak
itu perawatan ortodonti jug dapat
digunakan untuk memperbaiki cara
berbicara, estetika wajah, namun dapat
pula meningkatkan kebersihan mulut
dan taraf kehidupan. Seperti perawatan
lainnya, perawatan orthodonti juga
memiliki keuntungan dan kerugiannya.

Efek negatif atau biasa disebut
efek iatrogenik dari  perawatan
ortodonti dapat berupa efek local dan
sistemik, yang dapat berupa berubahan
warna pada gigi, dekalsifikasi, resorbsi
akar gigi, komplikasi periodontal,
reaksi alergi, dan gangguan sendi
temporomandibular. Efek iatrogenik
bisa terjadi pada intra oral dan ektra
oral.

Kesalahan merupakan suatu hasil
dari kelalaian atau ketidaktahuan yang
bertentangan dengan konsep dari etika
medis, sedangkan efek iatrogenik
merupakan suatu konsekuensi dari
suatu tindakan yang benar, indikasi
yang tepat, dan dapat diprediksikan
olen dokter sebelum melakukan
perawatan.
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Denta “Jurnal Kedokteran Gigi” menerima
khusus naskah asli yang belum diterbitkan di
dalam maupun di luar negeri.

Ketentuan Naskah Penulisan

1. Naskah dapat berupa hasil penelitian,
konseptual ilmiah atau laporn kasus.

2. Naskah yang dikirim sebnayak 2
(dua) rangkap disertai disket/CD/flash
disk.

3. Naskah dapat ditulis dalam bahasa
Indonesia atau bahasa Inggris.

4. Naskah diketik dengan program MS
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5. Naskah serta ilustrasi yang menyertai
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dibenarkan untuk diterbitkan pada
publikasi lain selain ijin penerbit.
Naskah dapat diedit penyunting bila
diperlukan tanpa mengubah maksud
isinya.

Ssitematika Penulisan

1. Naskah hasil penelitian disajikan
dengan sistematika sebagai berikut :
(&) Judul
(b) Abstrak
(c) Pendahuluan
(d) Bahan dan Metode
(e) Hasil
(f) Pembahasan (serta simpulan)
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(f) Daftar pustaka
3. Laporan kasus:
(a) Judul
(b) Abstrak
(c) Pendahuluan
(d) Kasus dan tata laksana Kasus
(e) Pembahasan (serta simpulan)
(f) Daftar Pustaka
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(a) Dalam bahasa Indonesia dan
Inggris.

(b) Harus menggambarkan isi tulisan
secara ringkas dan jelas.

(¢) Jumlah kata 10-15 kata.

(d) Ditulis dalam bahasa Indonesia
dengan huruf Times New Roman
besar-kecil ukuran 17,5 dan
tebal, dan dalam bahasa Inggris
dengan huruf Times New Roman
besar-kecil ukuran 15,5, miring
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Nama penulis (tanpa gelar) ditulis

dengan huruf Times New Roman

ukuran 9,5 dan tebal.

Nama lembaga ditulis dengan huruf

Times New Roman ukuran 9,5.

Abstrak (Times New Roman besar,

tebal, font 10,5).

(a) Ditulis dalam bahasa Inggris dan
bahasa Indonesia.

(b) Tidak lebih daari 250 kata.

(c) Menggunakan huruf Times New
Roman ukuran 10,5 dalam satu
alinea, spasi 1.
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rumusan  masalah  serta tujuan

penulisan.

Bahan dan metode meliputi bahan

dan alat yang digunakan, waktu,

tempat, rancangan, dan prosedur
pelaksanaan penelitian.

Hasil dikemukakan dengan jelas dan

bila perlu dilengkapi dengan tabel,

ilustrasi, dan foto yang diberi nomor
berurutan dalam teks. Judul tabel
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ditulis di atasnya. Keterangan gambar
diberikan  di  bawahnya.  Foto
berwarna/hitam putih menggunakan
kertas putih mengkilat dan harus
kontras, tajam, jelas.
Subjudul-subjudul  berisi  subtropik
studi pustaka dan pembahasan
disesuaikan dengan kebutuhan.
Kasus merupakan penjelasan kasus
yang meliputi anamnesis,
pemeriksaan klinis baik ekstra oral
maupun intra oral, pemeriksaan
penunjang, dan diagnosisnya.
Tata Laksana Kasus menjelaskan
prosedur  penatalaksanaan  yang
dilakukan pada penderita secara jelas.
Pembahasan ~ menjelaskan  hasil
penelitian sebagai pembacaan
masalah, dikaitkan dengan penelitian
terdahulu serta kemungkinan
pengembangannya. Memuat
kesimpulan yang merupakan bagian
akhir tulisan yang menunjukkan
jawaban atas tujuan yang telah
dikemukakan dalam pendahuluan.
Ucapan terima kasih ditulis apabila
memang ada pihak yang telah
membantu dalam kegiatan yang
dilakukan, maka ucapan terima kasih
dapat disampaikan di sini diletakkan
pada akhir naskah sebelum daftar
pustaka.
Daftar pustaka
(a) Daftar pustaka berisi informasi
tentang sumber pustaka yang
telah dirujuk dalam tubuh tulisan.
(b) Untuk setiap pustaka yang
dirujuk dalam naskah harus
muncul dalam daftar pustaka,
begitu juga sebaliknya setiap
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(c) Format perujukan pustaka di
dalam naskah disusun menurut
angka secara berurutan dari nama
pertama keluar dalam Daftar

Pustaka, mengikuti cara

Vancouver.
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...................................................................................... O Transfer

Tanda tanQan: .....cccveiveeieecee e

No. Rekening : 00338-01-50-000315-1
Nama Bank : BTN Batara

Nama Penerima : Fakultas Kedokteran Gigi
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