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ABSTRAK

Nurul Istichomah, 145070407111023, Program Studi Sarjana
Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Brawijaya
Malang, 5 Juli 2018, “Pengaruh Rebusan Kulit Jeruk Nipis (Citrus
aurantifolia swingle) Terhadap Jumlah Osteoblas pada Proses
Penyembuhan Luka Pasca Ekstraksi Gigi pada Tikus Putih (Rattus
norvegicus) Strain Wistar”, Tim Pembimbing: (1) drg. R. Setyohadi,
MS (2) dr. Novi Khila Firani,M.Kes., Sp.PK.

Pencabutan gigi merupakan suatu tindakan mengeluarkan gigi dari
soket tulang alveolar. Gigi yang dicabut menyisakan soket terdiri
dari korteks tulang, terlindungi oleh ligamen periodontal dengan
gingiva sebagai lapisan paling luar. Dalam proses penyembuhan luka
dibutuhkan suatu zat untuk mempercepat proses penyembuhan luka.
Salah satu bahan alam yang mampu meningkatkan proses
penyembuhan luka yaitu flavonoid yang terkandung dalam kulit buah
jeruk nipis. Proses penyembuhan luka pasca pencabutan gigi diikuti
pula oleh proses penyembuhan tulang pada soket yang melibatkan
aktivitas osteoblas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh rebusan kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia swingle)
terhadap jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca ekstraksi
gigi pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar. Kelompok
perlakuan yaitu kelompok tikus yang diberikan rebusan kulit jeruk
nipis pasca ekstraksi gigi dan didekaputasi pada hari ke 7, 14, dan
21, sedangkan kelompok kontrol yaitu kelompok tikus yang tidak
diberikan rebusan kulit jeruk nipis pasca ekstraksi gigi dan
didekaputasi pada hari ke 7, 14, dan 21. Berdasarkan uji statistik one
way Anova (p<0,05), didapatkan perbedaan yang signifikan antara
jumlah sel osteoblas tiap kelompok. Selanjutnya, dari uji korelasi
Pearson didapatkan adanya hubungan yang signifikan antara
pemberian rebusan kulit jeruk nipis pasca pencabutan gigi terhadap
jumlah sel osteoblas pada penyembuhan luka. Dari penelitian ini
dapat disimpulkan adanya pengaruh rebusan kulit jeruk nipis (Citrus
aurantifolia swingle) terhadap jumlah osteoblas pada proses
penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi pada tikus putih (Rattus
norvegicus) strain wistar.



Kata kunci : Penyembuhan luka, pencabutan gigi, rebusan kulit jeruk
nipis, Osteoblas.



ABSTRACT

Nurul Istichomah, 145070407111023, Dentistry Undergraduate
Program, Dentistry Faculty of Brawijaya University Malang, 5 Juli
2018, “The Effect of The Decoction of Lime Peel (Citrus
aurantifolia swingle) Towards The Number of Osteoblast on The
Wound Healing Proses In White Rats (Rattus norvegicus) Wistar
Strain”, Supervisor: (1) drg. R. Setyohadi, MS (2) dr. Novi Khila
Firani,M.Kes., Sp.PK.

Tooth extraction is a procedur of removing the teeth from the
alveolar bone. The teeth are extracted leaving the socket consist of
the cortex of the bone by periodontal ligament, protected by gingiva
as an outer layer. In the process of wound healing needs a substance
to accelerate the process of wound healing. One of the natural
ingredients that can improve the wound healing process is flavonoid
contained in lime peel. The process of wound healing post
extractions of teeth was followed by the process of healing of the
bone in the socket which involves the activity of osteoblast. This
research aims to know the effect of the decoction of lime peel (Citrus
aurantifolia swingle) towards the number of osteoblast on the wound
healing proses in white rats (Rattus norvegicus) wistar strain.
Treatment group that is used was group of the rats given lime peel
decoction after tooth extraction and decapitation on day 7, 14, and
21, and the control group that is used was groups of the mice that
were not given the lime peel decoction post tooth extraction and
decapitation on day 7, 14, and 21. Based on statistical tests one way
Anova (p<0,05), obtained a significant difference between the
number of osteoblast cells to each group. The correlation of pearson
test obtained the existence of a significant relationship between the
decoction of lime peel post extractions of teeth towards osteoblast
cell number on wound healing. From this research it can be inferred
the existence of the effect of the decoction of lime peel (Citrus
aurantifolia swingle) towards the number of osteoblast on the wound
healing proses in white rats (Rattus norvegicus) wistar strain.

Vi



Keywords : Wound healing, tooth extractions, lime peel decoction,
osteoblast.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pencabutan gigi merupakan suatu tindakan mengeluarkan
gigi dari soket tulang alveolar. Pencabutan gigi paling banyak
dilakukan karena karies. Selain karies, ada penyakit periodontal,
supernumerary teeth, gigi impaksi, gigi yang sudah tidak dapat
lagi dilakukan perawatan endodontik, gigi yang terlibat Kkista
dan tumor, gigi yang terlibat  fraktur rahang.  Tindakan
pencabutan  gigi =~ dapat dilakukan juga pada gigi sehat
dengan tujuan memperbaiki  maloklusi, untuk alasan estetik,
dan juga kepentingan perawatan ortodontik atau prostodontik.
Pencabutan gigi terkadang tidak bisa dilakukan karena berbagai
faktor, seperti kelainan sistemik yaitu diabetes melitus, hipertensi,
leukemia yang tidak terkontrol, kehamilan, kelainan perdarahan dan
kelainan lokal yaitu perikoronitis akut, oedem berat, abses
dentoalveolar akut, dan sebagainya (Fragiskos, 2007; Moore, 2011).

Gigi yang dicabut menyisakan soket terdiri dari korteks
tulang, terlindungi oleh ligamen periodontal dengan gingiva sebagai
lapisan paling luar. Soket akan terisi oleh darah, nantinya
berkoagulsi membentuk blood clot dan menutup seluruh soket dari
lingkungan rongga mulut. Luka pasca pencabutan secara normal
akan mengalami penyembuhan dengan sendirinya, membutuhkan

waktu 3-4 minggu hingga tahap inflamasi sampai fibroblas berakhir
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(Peterson, 2003). Proses penyembuhan luka pencabutan gigi pada
prinsipnya terdiri dari proses inflamasi, proliferasi dan remodeling.
Pada proses remodeling tulang alveolaris, sel osteoblas merupakan
sel yang berperan penting dalam pembentukan tulang. Pada
proses penyembuhan luka pencabutan gigi terdapat proses
remodeling tulang yang merupakan proses kompleks yang
melibatkan resorbsi tulang dan pembentukan tulang (Garant, 2003).
Osteoblas merupakan sel pembentuk tulang yang bertanggung jawab
terhadap proses mineralisasi matriks tulang dengan cara mensekresi
kolagen tipe | dan melepaskan kalsium, magnesium, dan ion fosfat
(Kalfas, 2001).

Dalam proses penyembuhan luka terjadi proses inflamasi
sehingga dibutuhkan - suatu zat untuk mempercepat proses
penyembuhan luka. Salah satu bahan alam yang mampu
meningkatkan proses penyembuhan luka vyaitu flavonoid yang
terkandung dalam kulit buah jeruk nipis. Jeruk nipis (Citrus
aurantifolia swingle) adalah salah satu tanaman toga yang banyak
digunakan oleh masyarakat sebagai bumbu masakan dan obat-obatan
(Razak, 2013). Kulit buah jeruk nipis juga memiliki peran penting
bagi kesehatan. Kulit buah jeruk nipis mengandung senyawa
flavonoid yaitu naringin, hesperidin, naringenin, hesperitin, rutin,
nobiletin, dan tangeretin (Choi, 2007). Flavonoid adalah golongan
besar fitokimia yang didistribusikam secara luas dalam makanan
(Welch, 2014; Johannot, 2006). Studi sebelumnya menunjukkan

bahwa senyawa flavonoid yang berasal dari tumbuhan dapat
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menstimulasi fungsi osteoblas dan menghambat fungsi osteoklas
(Haqg, 2014).

Maka untuk mengetahui peran rebusan kulit jeruk nipis pada
proses penyembuhan tulang pasca ekstraksi gigi, perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui pengaruh rebusan kulit jeruk nipis
(Citrus aurantifolia swingle) terhadap jumlah osteoblas pada proses
penyembuhan tulang pasca ekstraksi gigi pada tikus putih (Rattus

norvegicus) strain wistar.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah rebusan kulit jeruk nipis dapat mempengaruhi
jumlah osteoblas dalam penyembuhan luka pasca pencabutan gigi
pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh rebusan kulit jeruk nipis
terhadap jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain
wistar.
1.3.2  Tujuan khusus
1.3.2.1 Mengetahui jumlah osteoblas pasca ekstraksi gigi pada hari
ke 7, 14, dan 21 setelah pemberian rebusan kulit jeruk nipis

pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar.
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1.3.2.2 Mengetahui jumlah osteoblas pasca ekstraksi gigi pada hari
ke 7, 14, dan 21 tanpa pemberian rebusan kulit jeruk nipis
pada tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar.

1.3.2.3 Menganalisa pengaruh rebusan kulit jeruk nipis terhadap
jumlah osteoblas antara kelompok yang diberikan rebusan
dengan kelompok yang tidak diberkan rebusan kulit jeruk
nipis pada hari ke 7, 14, dan 21.

1.4 Manfaat Penelitian

1.41 Manfaat Akademik

Menambah referensi untuk menambah pengetahuan
di bidang kedokteran gigi khususnya bidang biokimia
mengenai pengaruh rebusan kulit jeruk nipis (Citrus
aurantifolia swingle) terhadap jumlah osteoblas pada proses

penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi pada tikus wistar.
1.4.2 Manfaat Praktis

Memberikan alternatif kepada masyarakat mengenai
tanaman obat yang dapat mempengaruhi penyembuhan luka

pasca ekstraksi.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekstraksi gigi

Pencabutan gigi adalah suatu proses pengeluaran gigi dari
alveolus, dimana pada gigi tersebut sudah tidak dapat dilakukan
perawatan lagi. Pencabutan gigi juga merupakan tindakan bedah
minor pada bidang kedokteran gigi yang melibatkan jaringan keras
dan jaringan lunak pada rongga mulut (Gordon, 2013). Pencabutan
gigi diindikasikan untuk gigi yang sudah tidak bisa dilakukan
perawatan konservasi ataupun karena penyakit periodontal, karies,
infeksi periapikal, erosi, abrasi, atrisi, hipoplasia atau penyakit pada
pulpa gigi (Pedlar, 2007). Pencabutan gigi menginisiasi proses
reparatif yang melibatkan jaringan keras yaitu tulang alveolar dan
jaringan lunak yaitu ligamen periodontal dan gingiva (Farina dan
Trombeli, 2012). Proses penyembuhan luka pencabutan gigi pada
prinsipnya dibagi menjadi tiga tahap yaitu inflamasi, proliferasi dan

remodeling (Topazian et al, 2002).
2.2 Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka adalah proses penggantian dan perbaikan
fungsi jaringan yang rusak. Sifat penyembuhan pada semua luka
adalah sama dengan variasi bergantung pada lokasi, keparahan dan
luas cidera (Hardjito et al., 2012). Ada 3 fase penyembuhan luka
yaitu fase inflamasi, fase proliferasi dan fase maturasi. Fase inflamasi

merupakan reaksi tubuh terhadap luka yang dimulai setelah beberapa
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menit dan berlangsung sekitar 3 hari setelah cedera. Proliferasi atau
regenerasi ditandai dengan munculnya pembuluh darah baru sebagai
hasil rekonstruksi, fase proliferasi terjadi dalam waktu 3-24 hari.
Maturasi atau remodeling merupakan tahap akhir proses
penyembuhan luka. Dapat memerlukan waktu lebih dari 1 tahun,

bergantung pada kedalaman dan keluasan luka (Setyarini dkk, 2013).

<
3

a1 2
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3 _“Myofibroblast E— scar
‘»’—T:_\vm- . a— - ==Y

Gambar 2.1 Fase Penyembuhan Luka (a) Fase Inflamasi (b) Fase
Proliferasi (c) Fase Remodelling (Rajan dan Murray, 2008)

Fase pertama yaitu hemostasis dimulai segera setelah perdarahan,
dengan penyempitan pembuluh darah dan pembentukan bekuan
fibrin. Gumpalan dan jaringan luka di sekitarnya melepaskan sitokin
pro-inflamasi dan faktor pertumbuhan seperti (transforming growth
factor) TGF-B, (platelet-derived growth factor) PDGF, (fibroblast
growth factor) FGF, dan (epidrmal growth factor) EGF. Begitu
pendarahan dikendalikan, sel-sel inflamasi bermigrasi ke dalam luka
(chemotaxis) dan menuju fase inflamasi, yang ditandai dengan
infiltrasi neutrofil, makrofag, dan limfosit. (Gosain and DiPietro,
2004; Broughton et al.,, 2006; Campos et al., 2008). Respon

inflamasi dalam tubuh ditandai dengan adanya berbagai mediator,
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seperti pro inflamasi sitokin berupa IL-1, Tumor Necrosis Factor
(TNF), Interferon (INF)-c, IL-6, IL-12,dan IL-18 (Mueller et.al
2010).

Fungsi neutrofil adalah untuk membersihkan mikroba
penyerang dan debris seluler di daerah luka. Sementara, makrofag
berperan banyak dalam penyembuhan luka. Saat terluka, makrofag
melepaskan sitokin sebagai respon inflamasi dengan cara
mengaktifkan leukosit. Makrofag juga bertanggung jawab untuk
menginduksi dan membersihkan sel apoptosis termasuk neutrofil,
dan membuka jalan untuk terjadinya inflamasi. Makrofag yang
membersihkan sel apoptosis mengalami transisi ke tahap reparatif
untuk menstimulasi keratinosis, fibroblas, dan angiogenesis untuk
meregenerasi jaringan (Mosser and Edwards, 2008). Pada tahap ini
makrofag berperan dalam memicu fase penyembuhan proliferasi. T-
limfosit bermigrasi ke dalam luka bersama sel-sel inflamasi dan
makrofag, sampai puncaknya yaitu pada akhir proliferasi/fase
remodeling awal. Peran limfosit-T tidak sepenuhnya dipahami dan
merupakan area investigasi intensif saat ini. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa infiltrasi sel T tertunda bersamaan dengan
penurunan konsentrasi sel-T di tempat luka dikaitkan dengan
gangguan penyembuhan luka, sementara penelitian lain melaporkan
bahwa sel CD 4+ (sel T-helper) memiliki peran positif dalam
penyembuhan luka dan Sel CD8 + (sel T-suppressor-sitotoksik)
memainkan peran penghambatan di penyembuhan luka (Swift et al.,
2001; Park dan Barbul, 2004).



Selain itu, kulit sel gamma-delta mengatur banyak aspek
penyembuhan luka, termasuk menjaga integritas jaringan, bertahan
melawan patogen, dan mengatur peradangan. Sel-sel ini juga disebut
dendritik Sel T epidermal (DETC). DETC teraktivasi karena tekanan,
kerusakan, atau dan transformasi dari keratinosit dan menghasilkan
fibroblast growth factor 7 (FGF-7), keratinocyte growth factors,
insulin-like growth factor-1, untuk mendukung proliferasi keratinosit
dan kelangsungan hidup sel. DETC juga menghasilkan kemokin dan
sitokin yang berkontribusi terhadap inisiasi dan regulasi respons
inflamasi selama penyembuhan luka. Sementara gangguan antara sel-
T gamma-delta, dan Kkeratinosit berkontribusi pada pemeliharaan
kulit normal dan penyembuhan luka, tikus yang cacat pada kulit,
menunjukkan sel T gamma-delta mengakami penundaan dalam
penutupan luka dan penurunan proliferasi keratinosit di lokasi luka
(Jameson and Havran, 2007; Mills et al., 2008).

Tulang adalah jaringan aktif yang secara metabolik
mengalami remodeling secara kontinyu oleh dua proses, yaitu
pembentukan (formasi) dan penyerapan (resorpsi) tulang. Dalam
kondisi normal, resorpsi dan formasi berkaitan erat satu sama lain,
sehingga jumlah tulang yang dihancurkan sama dengan yang
dibentuk (Seibel, 2005). Pada proses penyembuhan luka pencabutan
gigi yaitu pada proses remodelling tulang alveolaris, sel osteoblas
merupakan sel yang berperan penting dalam pembentukan tulang
(Sularsi, 2012). Jaringan tulang memiliki tiga tipe sel yakni osteosit,
osteoblas, dan osteoklas. Proses remodeling melibatkan osteoblas

dan osteoklas melalui mekanisme signal parakrin dan endokrin.
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Osteoklas merupakan sel dengan beberapa inti sel dan berkembang
dari hematopoetic stem cells serta memiliki fungsi dalam meresorpsi
tulang, sedangkan osteoblas memiliki fungsi sebagai penghasil
matriks organik yang terdiri atas protein kolagen dan nonkolagen
serta mengatur proses mineralisasi kalsium-fosfat yang membentuk
osteoid. Osteoblas berkembang dari osteoprogenitor yang terdapat di
bagian dalam periosteum dan sumsum tulang (Orwoll, 2003). Proses
remodeling merupakan dua tahapan aktivitas seluler yang terjadi
secara siklik, yakni resorpsi tulang lama oleh osteoklas dan formasi
tulang baru oleh osteoblas. Pertama-tama, osteoklas akan
menyelenggarakan resorpsi melalui proses asidifikasi dan digesti
proteolitik. Segera setelah osteoklas meninggalkan daerah resorpsi,
osteoblas menginvasi area tersebut dan memulai proses formasi
dengan cara menyekresi osteoid (matriks kolagen dan protein lain)
yang kemudian mengalami mineralisasi. Normalnya, kecepatan
resorpsi dan formasi tulang berlangsung dalam kecepatan yang
sama sehingga massa tulang tetap konstan (Bezerra et al., 2009;
Tolar et al., 2010).

2.2.2 Osteoblas

Osteoblas adalah sel mononuklear yang menempel pada
permukaan tulang dan membentuk tulang baru. Osteoblas
menghasilkan kolagen tipe | dan matriks komponen osteoid lainnya
dan memineralisasi osteoid dengan hidroksiapatit. Anak yang sedang
tumbuh mempunyai lebih banyak osteoblas dibandingkan dengan

orang tua. Pada wanita lansia, osteoblas mungkin meningkat
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jumlahnya dalam mengkompensasi peningkatan resopsi tulang
karena kurangnya estrogen. Pada pria lansia, aktivitas osteoblas
dapat menurun mungkin karena penurunan Insulin-like Growth
Factor 1 (IGF-1) dan testosteron. Marker formasi tulang dapat
diukur dalam serum (Seibel, 2005; Thomas, 2012). Osteoblas
memiliki morfologi poligonal, berukuran besar, sedangkan osteosit
berukuran kecil dan memiliki penjuluran sitoplasma. Disamping itu
terdapat pula bentuk antara osteoblas dan osteosit dengan ukuran
bervariasi yang mengindikasikan terjadinya proses diferensiasi
osteoblas menjadi osteosit (Djuwita dkk, 2012). Dalam keadaan
aktif, osteoblas merupakan sel yang berbentuk kubus atau kolumnar
sedangkan dalam keadaan tidak aktif berbentuk pipih. Osteoblas
memiliki diameter antara 20-30 pm (Kierszenbaum, 2002).
Osteoblas adalah sel yang berbentuk kuboid yang terletak pada
seluruh permukaan tulang terdiri dari 4-6% dari total sel-sel tulang.
Sel-sel ini menunjukkan karakteristik morfologi sintesis sel protein,
termasuk endoplasma kasar dan badan Golgi, serta karena berbagai
sekresi vesikel (Capulli, 2014). Transisi dari preosteoblas ke
osteoblas yang matang ditandai dengan perubahan bentuk menjadi
lebih besar dan kubus (Nakashima, 2002; Glass, 2005; Hu, 2005).
Beberapa sel osteoblas mengalami proses sitoplasmik pada matriks
tulang dan mencapai proses osteosit. Pada tahap ini, sel osteoblas
dewasa mengalami apoptosis atau menjadi osteosit pada lapisan sel-

sel tulang (Manolagas, 2000).



11

Gambar 2.2 Sel Osteoblas (Allen, 2008)
Osteoblas, merupakan sel yang paling bertanggung jawab

terhadap membangun formasi tulang pada bone morphogenetic unit
(BMU), terbentuk dari sel-sel prekursor mesenkimal yang akan terus
menerus berdiferensiasi. Diferensiasi sel-sel prekusor menjadi sel-sel
preosteoblas dipacu beraksi oleh protein tulang morfogenetik bone
morphogenetic proteins (BMPs). BMPs adalah faktor penentu
terjadinya inisiasi osteblasgenesis dari lepasan sel-sel progenitor.
Faktor lain yang berperan adalah transformasi tumbuh factor-p,
platelet derived growth factor (PDGF), Insulin like growth factors
(IGFs), dan fibroblas growth factors (FGFs) akan memproliferasi
promosi osteoblas dan juga berguna pada pembentukan jaringan
periodontal. Sel-sel osteoblas dewasa akan masuk mengaktivkan sel-
sel produksi matrik, terbukti dengan adanya karakteristik fenotip
osteoklasin, reseptor parathyroid hormone (PTH)/ PTH-related
Protein (PTHrP), serta tulang sialoprotein. Estimasi masa kehidupan
osteoblas 3 bulan. Subsequen osteoblas menjadi osteosit akan
terjebak di dalam martikulasi tulang, mati, menjadi apoptosis, atau
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menjadi sel-sel lining (Barunawati, 2007; Koerniadi, 2008; Masulli,
2008).

2.3 Jeruk Nipis

Secara taksonomi, tanaman Citrus aurantifolia swingle

termasuk dalam Klasifikasi sebagai berikut (Ferguson, 2002):

Kingdom: Plantae

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Rutales

Famili : Rutaceae

Genus : Citrus

Spesies : Citrus aurantifolia (Cristm.) Swingle

Jeruk nipis memiliki beberapa nama yang berbeda di
Indonesia, antara lain jeruk nipis (Sunda), jeruk pecel (Jawa),
jeruk dhurga (Madura), lemo (Bali), mudutelong (Flores) dan lain
sebagainya. Jeruk nipis merupakan tumbuhan obat dari family
Rutaceae. Dalam pengobatan tradisional digunakan antara lain

sebagai peluruh dahak dan obat batuk.
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Gambar 2.3 Jeruk Nipis (Sarwono, 2001)
2.3.1 Morfologi Tumbuhan

Citrus aurantifolia adalah tanaman yang berasal dari Asia
dan tumbuh subur pada daerah yang beriklim tropis. Citrus
aurantifolia merupakan salah satu tanaman yang berasal dari Famili
Rutaceae dengan genus Citrus. Citrus aurantifolia memiliki tinggi
sekitar 150-350 cm dan buah yang berkulit tipis serta bunga
berwarna putih. Tanaman ini memiliki kandungan garam 10% dapat
tumbuh subur pada tanah yang kemiringannya sekitar 30° (Rukmana,
2003).

2.3.2 Kandungan Kulit Jeruk Nipis

Kulit jeruk nipis mengandung zat aktif hesperidin, naringin,
dan polymethoxylated flavones (PMFs). Pada kulit jeruk nipis
termasuk lapisan albedo, flavedo, dan lapisan segmennya, memiliki
kandungan flavonoid yang lebih tinggi dari pada butiran daging
buahnya. Flavonoid yang terkandung dalam kulit jeruk nipis antara
lain eriocitrin, nairutin, hesperidin, neohesperidin, neoponcirin,

poncirin, isorhoifolin, diosmin, neodiosmin, sinenserin, nobiletin,
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tangeretin, dan heptamethoxyflavone (Nogata et.al, 2006). Bagian
kulit jeruk nipis terdapat jumlah PMF (Polymethoxylated Flavones)
dalam jumlah terbanyak dibandingkan bagian lain yang ada pada
buah (Manthey and Grohmann, 2011). Selain itu, dalam kulit jeruk
nipis juga terdapat kandungan apigenin, rutin, quercetin, dan
kaempferol yang melimpah (Lizzo et.al, 2012). Zat-zat dalam kulit
jeruk tersebut mampu bekerja sebagai zat anti inflamasi, anti bakteri,
anti mikroba, anti virus, anti ulserogenik, anti oksidan, anti kanker,
menurunkan kadar Kkolesterol, anti neoplastik, antitumor, anti
platelet, anti hepatotoksik, serta anti hipertensi (Nogata et.al, 2006;
Rathee et.al, 2009). Flavonoid adalah suatu kelompok senyawa
fenol yang terbesar ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini
merupakan zat warna merah, ungu, dan biru, dan sebagian zat warna
kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan (Gafur, Isa dan
Bialangi, 2012). Flavonoid dapat mengurangi ekskresi kalsium dan
fosfat, meningkatkan aktivitas osteoblas, mengurangi aktivitas
osteoklas, dan melindungi terhadap hilangnya ketebalan trabekular
(Mitra, 2013; Nash, 2015).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Pencabutan Gigi Menyebabkan Luka

pada Soket Gigi
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Keterangan:

: - variabel yang diteliti
[ ]

: variabel yang tidak diteliti

Pencabutan gigi menyebabkan luka pada soket gigi. Proses
penyembuhan luka pencabutan gigi dibagi menjadi 3 tahap yaitu
inflmasi, proliferasi, dan remodeling. Fase inflamasi ditandai dengan
infiltrasi neutrofil, makrofag, dan limfosit. Tahap proliferasi terdiri
dari pembentukan epitelisasi kembali dan jaringan yang tergranulasi.
Jaringan yang tergranulasi terbentuk oleh pembuluh darah kapiler ke
dalam luka dan kolagen yang disintesis oleh fibroblas. Remodeling
merupakan tahap akhir proses penyembuhan luka. Proses
remodelling melibatkan osteoblas dan osteoklas, dimana osteoklas
berfungsi untuk meresorpsi tulang dan osteoblas berfungsi dalam
pembentukan tulang. Proses remodeling tulang memerlukan waktu
yang lama, maka dari itu diperlukan suatu zat untuk mempercepat
penyembuhan luka yang terdapat dalam kulit jeruk nipis. Flavonoid
adalah salah satu senyawa pada kulit buah jeruk nipis dengan
kandungan yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan daging
buahnya, sehingga dapat membantu dalam proses penyembuhan
luka. Flavonoid akan mempengaruhi proses osteointegrasi dimana
terjadi proses pembaruan tulang yang melibatkan sel osteoblas dan
osteoklas. Senyawa flavonoid yang berasal dari tumbuhan dapat
menstimulasi fungsi osteoblas dan menghambat fungsi osteoklas
(Haqg, 2014).



17

3.1 Hipotesis Penelitian

Rebusan kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia) dapat
mempengaruhi jumlah osteoblas pada tikus putih (Rattus norvegicus)

strain wistar pasca ekstraksi gigi.
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BAB IV
METODE PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan dengan pendekatan
Eksperimental Laboratoris secara in vivo (Notoatmodjo, 2010).
Desain penelitian yang digunakan adalah Randomized Post-Test
Only Control Group Design dimana subyek dibagi menjadi 6

kelompok secara random. Tiap kelompok terdiri dari 5 ekor tikus.

Kl = K2 M K3

S > R [ Observasi

o I s

Gambar 4.1 Desain Penelitian

Keterangan :

S = Sampel

R =Random

K1 = Kelompok kontrol 1 yang dilakukan pencabutan gigi tanpa diberi
rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-7

K2 = Kelompok kontrol 2 yang dilakukan pencabutan gigi tanpa diberi
rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-14

K3 = Kelompok kontrol 3 yang dilakukan pencabutan gigi tanpa diberi
rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-21

P1 = Kelompok perlakuan 1 yang dilakukan pencabutan gigi dan diberi

rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-7
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P2 = Kelompok perlakuan 2 yang dilakukan pencabutan gigi dan diberi
rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-14
P3 = Kelompok perlakuan 3 yang dilakukan pencabutan gigi dan diberi
rebusan kulit jeruk nipis kemudian dilakukan pembedahan pada hari ke-21

4.2 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah hewan
percobaan berupa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Wistar
yang dipelihara di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Tikus galur Wistar ini dipilih sebagai
sampel penelitian karena merupakan hewan coba yang fisiologis
metabolismenya mirip dengan manusia, serta ada dua karakteristik
yang membedakan tikus dengan hewan coba lainnya yaitu tikus tidak
memiliki kantung empedu dan tidak dapat memuntahkan kembali isi
perutnya karena ada struktur lazim pada tempat bermuaranya
esofagus ke dalam lambung sehingga mempermudah penelitian ini
karena pemberian perlakuan dilakukan melalui oral menggunakan
sonde gastrik (Ridwan, 2013).

Sampel penelitian ini juga dipilih berdasarkan kriteria inklusi
dan eksklusi sampel. Kriteria inklusi antara lain jenis kelamin jantan
(untuk menghindari efek hormonal yang lebih dominan pada tikus
betina), berat badan tikus 150 — 200 gram, usia tikus +3 bulan.
keadaan umum tikus sehat yang ditandai dengan gerakannya yang
aktif, mata jernih, dan bulu berwarna putih, serta tikus diadaptasikan
terlebih dahulu di laboratorium selama 7 hari sebelum digunakan

penelitian. Sedangkan kriteria eksklusi sampel penelitian yang



21

digunakan antara lain tikus yang selama penelitian tidak mau makan,
berat badan tikus kurang dari 150 gram, tikus yang mengalami diare
pada saat penelitian yang ditandai dengan feses tikus yang tidak
berbentuk, tikus yang mengalami tanda-tanda infeksi pada soket gigi,
tikus yang mengalami penurunan kondisi fisik atau mati selama
penelitian, serta pencabutan yang dilakukan tidak sempurna pada
tikus (Fitria dkk., 2014).
4.2.1 Jumlah Sampel Penelitian

Teknik randomisasi  untuk pengelompokan perlakuan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dikarenakan hewan
coba, bahan pakan sama. Pada rancangan ini dimungkinkan setiap
hewan coba mempunyai peluang yang sama untuk mendapatkan
kesempatan menjadi sampel dalam kelompok perlakuan maupun
kelompok kontrol.

Jumlah sampel tiap perlakuan yang digunakan pada penelitian
menurut Federer yaitu : (Supranto, 2007)
(t—21)(r—1)> 15, dengan t adalah jumlah perlakuan dan r adalah
jumlah sampel yang dibutuhkan di setiap perlakuan. Oleh karena itu,
perhitungan menjadi :
(t-1)(r-1)>15
(6-1)(r-1)>15
5r-1) >15
5r-5>15
5r >20

r>4
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Sehingga, jumlah sampel yang digunakan adalah 5 sampel untuk
setiap kelompok perlakuan. Total tikus yang akan digunakan untuk
penelitian ini adalah 30 tikus termasuk cadangan sampel 6 tikus
untuk mengantisipasi lost of sample dengan dilakukan pembedahan
10 tikus di setiap time series.

4.3 Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini yaitu:

- Variabel bebas/ independen

Rebusan kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia Swingle)

- Variabel terikat/ dependen

Jumlah sel osteoblas pasca pencabutan gigi

- Variabel kontrol/ kendali

a. Hewan coba tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur
Wistar.

b. Jenis makanan dan minuman yang sama.

c. Teknik pencabutan gigi hewan coba.

d. Pemilihan jeruk nipis dan proses pembuatan rebusan kulit
jeruk nipis.

e. Lingkungan kandang dengan kriteria ruangan yang cukup
udara dan cahaya, jauh dari kebisingan serta tidak terpapar
sinar matahari secara langsung.

4.4  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Parasitologi dan

Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
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Brawijaya Malang. Penelitian dilakukan pada bulan Januari-Maret
tahun 2018.
45 Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1 Pemeliharaan Hewan Coba

Pada penelitian ini diperlukan alat antara lain 38 buah box
plastik berukuran 15 x 30 x 42 cm® yang diisi 1 ekor tikus Wistar
dengan tutup kandang dari anyaman kawat, sekam, tempat minum,
sonde gastrik, dan alat penimbang berat badan tikus yaitu Neraca
Ohaus (Sartorius). Bahan yang dibutuhkan adalah
makanan tikus yang terdiri dari 67% comfeed PAR-S, 33% terigu
dan diencerkan dengan air, air minum dari aquadest.
4.5.2 Pencabutan Gigi Tikus

Alat yang dibutuhkan masker, sarung tangan, pinset, pinset

sirurgis, pisau model modifikasi, needle holder modifikasi,
ekskavator, sonde half moon, blade dan blade holder, syringe
anestesi, kapas, kassa, cawan, dan tabung kaca. Bahan yang
dibutuhkan anestesi (ketamin 40mg/kgbb), analgesik metamizole
sodium 24 ml, gentamycine 8 ml.
4.5.3 Perlakuan Hewan Coba

Alat yang dibutuhkan masker, sarung tangan, sonde gastrik,
gelas ukur. Bahan yang dibutuhkan rebusan kulit jeruk nipis (Citrus
aurantifolia Swingle).
4.5.4 Pengambilan Jaringan dan Pembuatan Preparat

Alat dan bahan yang dibutuhkan Blade no.11, pinset, tabung

fiksasi berlabel, spuit, gelas ukur, object glass dan deck glass, cover
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glass, counter, mikroskop cahaya, mikroskop olympus photo slide
bx51 dengan kamera dp71 12 mega pixel, alkohol 70%, 80%, 95%,
96%, albumin, zenker, formalin 10%, decalsification agent (EDTA
14%), HCL 5%, amonium oksalat 1%, xylol, paraffin, alat cetak
paraffin, water-bath, pewarna hematoksilin dan eosin (HE), air,
akuades, balsam kanada, asam format 50%.
4.5.5 Pembuatan Rebusan Kulit Jeruk Nipis
Alat dan bahan yang dibutuhkan kompor, panci, gas LPG,
pisau, alat pengaduk, gelas ukur, botol untuk menyimpan air rebusan
jeruk nipis, saringan, corong, kulit jeruk nipis, dan air, kertas label
untuk botol.
4.6 Definisi Operasional
1. Rebusan kulit jeruk nipis adalah cairan yang diperoleh dari
kulit jeruk nipis yang direbus hingga mendidih (Anna, 2012).
2. Jumlah osteoblas adalah banyaknya osteoblas pada tulang
alveolar berupa sel berinti satu dan pipih yang berada di
endosteum, dengan sitoplasma yang basofilik dibuat preparat
atau sediaan mikroskopis dengan pengecatan HE (Harris
Hematoxylin - Eosin) dan dilihat pada 5 lapang pandang
dengan menggunakan mikroskop elektrik Olympus CX35
dengan perbesaran 400x (Ayu, 2014).
4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan Hewan Coba
a. Adaptasi tikus dalam kandang kurang lebih selama 1 minggu

pada temperatur konstan (20-25° C) dengan 12 jam siklus
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terang gelap untuk proses aklimatisasi (Rajavel et al., 2012).
Tikus dipelihara dalam box plastik berukuran 15 x 30 x 42 cm®
yang ditutup dengan kawat kassa dengan dasar sekam yang
diganti setiap 3 hari sekali. Selama proses tersebut, kebutuhan
makan dan air aquadest untuk minum dijaga agar tetap
terpenuhi dengan diet normal terdiri dari 67% Comfeed PAR-S,
33% terigu, dan diencerkan dengan air (Widyastomo dkk.,
2013).

Tikus dipuasakan selama 12-18 jam sebelum perlakuan, tetapi
tetap diberikan air putih untuk minum (Rajavel et al., 2012).
Berat badan tiap tikus ditimbang dan dikelompokkan menjadi
2 kelompok secara acak dengan jumlah masing-masing
kelompok adalah 6 ekor, kemudian berat tikus ditimbang lagi
sebelum dilakukan pencabutan, dimana berat badan yang
dibutuhkan adalah 150-200 gram.

Pembuatan Rebusan Kulit Jeruk Nipis
Dalam pembuatan rebusan kulit jeruk nipis, hal pertama
dilakukan adalah menghitung kebutuhan rebusan kulit jeruk

yang diberikan kepada tikus selama penelitian. Pemberian

rebusan kulit jeruk nipis pada masing-masing tikus sebanyak 2 mi

merupakan volume yang boleh diberikan berdasarkan pada volume

normal lambung tikus yaitu 3-5 ml. Jika volume yang diberikan

melebihi volume lambung tikus, maka dapat memberikan dampak

dilatasi lambung akut yang dapat menyebabkan robeknya saluran
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cerna tikus (Ngatidjan, 2006). Terdapat 3 kelompok perlakuan yang
akan diberi rebusan yaitu kelompok P1 dengan jumlah 6 ekor tikus
selama 7 hari, kelompok P2 dengan jumlah 6 ekor tikus selama 14
hari, dan kelompok P3 dengan jumlah 6 tikus selama 21 hari.
Didapatkan perhitungan {(2 ml x 7 hari x 6 ekor tikus) + (2 ml x 14
hari x 6 ekor tikus) + (2 ml x 21 hari x 6 ekor tikus)}, didapatkan
hasil 504 ml. Waktu penelitian yang dibutuhkan pada penelitian ini
adalah 21 hari. Pengurangan volume rebusan dapat terjadi akibat
penguapan saat dilakukan proses perebusan dan pemuaian saat
penyimpanan selama 21 hari. Hal ini terjadi dikarenakan adanya
kenaikan suhu dari proses pengeluaran rebusan pada suhu ruang
yang akan menyebabkan zat cair mengalami penguapan. Oleh karena
itu, dibuat larutan cadangan sebanyak 3 x 504 ml dan didapatkan
hasil 1512 ml, maka diperlukan perbandingan air 2000 ml dan kulit
jeruk nipis sebanyak +1 kg. Didapatkan berat kulit jeruk nipis 330
gram dari 1 kg buah jeruk nipis, untuk mencapai £1 kg kulit jeruk
nipis maka dikalikan 3, sehingga buah jeruk nipis yang dibutuhkan
sebanyak 3 kg. Kemudian dilakukan penimbangan kulit jeruk nipis
sebanyak +1 kg ke dalam gelas ukur menggunakan air 2000 ml
dikarenakan volume rebusan yang dibutuhkan >1512 ml.
Penimbangan kulit jeruk nipis tersebut dilakukan berdasarkan konsep
dasar hukum Archimedes yang bertujuan untuk mengetahui massa
kulitnya. Hukum Archimedes yaitu benda yang dicelupkan sebagian
atau seluruhnya akan mendapat gaya angkat oleh zat cair. Besarnya

gaya angkat zat cair sama dengan berat zat cair yang dipindahkan
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benda. Pada benda yang tenggelam, berat benda lebih besar daripada
berat zat cair yang dipindahkan. Karena benda tercelup seluruhnya,
volume benda sama dengan volume zat cair yang dipindahkan.
(Abdullah, 2006). Berdasarkan konsep tersebut, maka didapatkan
volume penimbangan 867 ml. Proses perebusan ditunggu hingga
mendidih, kemudian dibiarkan 10 menit supaya zat aktifnya terlarut
dalam air rebusan. Perebusan pada suhu 100° C selama 10 menit
didapatkan kadar flavonoid lebih tinggi dibandingkan dengan 20
menit maupun 30 menit (Puspitasari dan Prayoga, 2016). Api
dimatikan, lalu dibiarkan hingga dingin. Setelah dingin, air hasil
rebusan diukur dengan gelas ukur dan didapatkan penyusutan
volume dari proses perebusan sebanyak 400 ml, sehingga stok
volume rebusan kulit jeruk nipis sebanyak 1600 ml. Rebusan tersebut
dimasukkan ke dalam botol penyimpanan untuk digunakan selama

penelitian.

4.7.3 Penelitian Pendahuluan

Penelitian pendahuluan dilakukan karena belum terdapat
literatur yang membahas cara mendapatkan konsentrasi rebusan kulit
jeruk nipis. Penelitian pendahuluan dilakukan dengan menggunakan
2 ekor tikus putih (Rattus Norvegicus) strain wistar dengan 2
kelompok yang berbeda. Kelompok pertama di lakukan pencabutan
gigi insisiv mandibula kiri bawah tikus lalu di berikan rebusan kulit
jeruk nipis selama 6 hari kemudian di dekaputasi pada hari ke 6.

Kelompok yang kedua di lakukan pencabutan gigi insisiv mandibula
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kiri bawah tikus lalu di berikan rebusan kulit jeruk nipis selama 7
hari kemudian di dekaputasi pada hari ke 7.

Kemudian dilakukan pengambilan sampel dengan cara
dilakukan anastesi pada tikus masing-masing kelompok dengan
menggunakan injeksi ketamin dosis lethal yaitu tiga kali dosis
anestesi yaitu sebanyak 0,9 ml. setelah itu tikus didekaputasi
menggunakan scalpel dengan blade no.11 dan diambil rahang
bawahnya dimana terdapat soket bekas pencabutan gigi sebelumnya.
Rahang bawah tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabung
berisi larutan formalin 10% untuk fiksasi jaringan dan diberi label.
Kemudian dilakukan pengamatan sel fibroblas pada mikroskop
Olympus CX35 dengan perbesaran 400x dilihat pada 5 lapang
pandang.

Hasil dari pengamatan didapatkan jumlah fibroblas pada
hari ke-7 lebih banyak dari hari ke-6. Hal tersebut menunjukkan
bahwa rebusan kulit jeruk nipis memiliki pengaruh terhadap
peningkatan jumlah sel fibroblas. Pada penelitian pendahuluan,
variabel yang diamati hanya sel fibroblas karena fibroblas
merupakan sel utama yang ditemukan dalam proses mekanisme
penyembuhan luka (Baxter, 2002). Pada jaringan normal (tanpa
perlukaan), pemaparan sel fibroblas sangat jarang dan biasanya
bersembunyi di matriks jaringan penunjnag. Saat jaringan mengalami
peradangan, maka fibroblas akan bermigrasi ke arah luka,
berproliferasi dan memproduksi matriks kolagen untuk memperbaiki

jaringan yang rusak. Saat kolagen dan Extra Celluler Matrix (ECM)
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disintesa, terbentuk epitel baru pada mukosa untuk menutup
permukaan luka. Pembentukan fibroblas dimulai pada hari ke 4 dan
mencapai puncaknya pada hari ke 7 setelah luka. Proliferasi fibroblas
pada tahap penyembuhan luka mengindikasikan adanya proses
penyembuhan yang berangsur cepat (Sjamsuhidayat, 2010).
4.7.4 Pencabutan Gigi Tikus

Pencabutan gigi tikus dilakukan pada gigi insisivus satu Kiri
mandibula dikarenakan tidak ada perbedaan morfologi dari struktur
dan jaringan antara gigi insisivus dengan gigi molar tikus. Sebelum
dilakukan pencabutan, dilakukan anestesi dengan mengaplikasikan
alkohol 70% pada area yang akan diinjeksi anestesi dan melakukan
anestesi injeksi intra-peritoneal dengan ketamin 0,3-0,4 ml. Setelah
itu dilakukan pencabutan gigi tikus dengan arah sejajar dengan soket
giginya secara hati-hati dengan kekuatan yang sama untuk
meminimalkan risiko patahnya gigi tikus. Pencabutan gigi dilakukan
dengan menggunakan alat le cron dan needle holder yang telah
dimodifikasi. Modifikasi pisau le cron yaitu dengan meruncingkan
ujung pisau supaya dapat masuk ke ligamen periodontal gigi tikus
dan merobek jaringan periodontalnya. Sedangkan modifikasi needle
holder yaitu dengan cara mengikis ujung dari needle holder sesuai
dengan anatomi dari gigi insisivus tikus. Kemudian soket diirigasi
dengan akuades steril dan perdarahan dikontrol menggunakan kasa
steril (Widyastomo, dkk., 2013).
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4.7.5 Perawatan Tikus Pasca Pencabutan Gigi
Pemberian makan dilakukan dengan membuat campuran 67%
Comfeed PAR-S, 33% terigu, dan diencerkan dengan air. Pemberian
makan dilakukan 1 kali sehari dengan timbangan +40 gram. Setelah
dilakukan pencabutan gigi, semua sampel tikus diberi analgesik
metamizole sodium selama satu hari dengan dosis 0,2 ml dan
antibiotik gentamycine selama satu hari dengan dosis 0,2 ml
(Widyastomo dkk., 2013).
4.7.6 Tahap Pengelompokkan dan Perlakuan Hewan Coba
Sebanyak 30 ekor tikus dengan berat badan 150-200 gram
dibagi ke dalam 6 kelompok sebagai berikut :
a. Kelompok Kontrol
Kelompok kontrol terdiri dari 15 ekor tikus yang tidak diberi
perlakuan berupa pemberian rebusan kulit jeruk nipis secara per
oral, dilakukan pencabutan gigi dan pengambilan sampel rahang
pada hari yang berbeda, sebagai berikut:
i. Kelompok K1: Pada hari ke-7 setelah pencabutan, 5 ekor tikus
didekaputasi dan diambil sampel rahangnya.
ii. Kelompok K2: Pada hari ke-14 setelah pencabutan, 5 ekor tikus

didekaputasi dan diambil sampel rahangnya.

iii. Kelompok K3: Pada hari ke-21 setelah pencabutan, 5 ekor tikus
didekaputasi dan diambil sampel rahangnya.

b. Kelompok Perlakuan

Kelompok perlakuan terdiri dari 15 ekor tikus yang diberi

perlakuan berupa pemberian rebusan kulit jeruk nipis secara per oral,
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dilakukan pencabutan gigi dan pengambilan sampel rahang pada hari
yang berbeda, sebagai berikut :
i. Kelompok P1: Hari ke-7 setelah pencabutan, 5 ekor tikus
didekaputasi pada hari ke-7, dan diambil sampel rahangnya.
ii. Kelompok P2 hari ke-14 : Hari ke-14 setelah pencabutan, 5
ekor tikus didekaputasi pada hari ke-14, dan diambil sampel
rahangnya.
iii. Kelompok P3 hari ke-21 : Hari ke-21 setelah pencabutan, 5
ekor tikus didekaputasi pada hari ke-21, dan diambil sampel
rahangnya.
4.7.7 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-7, 14, dan 21
untuk melihat jumlah sel osteoblas. Dilakukan anastesi pada tikus
masing-masing kelompok perlakuan dengan menggunakan injeksi
ketamine dosis lethal yaitu tiga kali dosis anestesi yaitu sebanyak
0,9ml. Sebelum dekaputasi dan diambil rahang bawahnya,
konfirmasi kematian tikus harus dilakukan dengan cara melihat
respirasinya, apabila sudah tidak ada aktivitas respirasi, tikus
didekaputasi menggunakan scalpel dengan blade no.11 dan diambil
rahang bawahnya dimana terdapat soket bekas pencabutan gigi
sebelumnya. Rahang bawah tersebut kemudian dimasukkan ke dalam
tabung berisi larutan formalin 10% untuk fiksasi jaringan dan diberi
label. Jasad tikus kemudian dikuburkan dalam tanah dengan
kedalaman 1 m (Widyastomo, dkk., 2013).



32

4.7.8 Pembuatan Sediaan Histologi (Basuki dkk, 2015)

a.

Melakukan fiksasi jaringan dengan larutan formalin 10%
selama 18-24 jam.

Jaringan dicuci dengan larutan aquadest selama 15 menit.
Dekalsifikasi menggunakan EDTA 14% dan dicuci dengan air
selama 15 menit.

Dehidrasi dengan menggunakan aseton sebanyak 1 jam x 4.
Clearing dengan menggunakan Xylol sebanyak 30 menit x 4,
paraffin cair dengan suhu 55-80°C selama 1 jam x 3.
Penanaman jaringan pada paraffin blok.

Jaringan yang sudah ditanam dilakukan pendinginan selama
24 jam.

Sediaan disayat dengan menggunakan mikrotom rotary dengan
ketebalan berkisar 3-6 p lalu dilakukan peletakan sayatan pada
water bath dengan suhu 50°C.

Sayatan yang sudah menempel dapat diambil dengan object
glass dan didiamkan selama 24 jam.

Object glass dimasukkan pada pewarna Hematoxylin selama
15 menit dan dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.
Object glass dimasukkan pada Litium carbonat selama 20
detik dan dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.

Object glass dimasukkan pada pewarnaan Eosin selama 15
menit, alkohol 96% selama 15 menit x 3 dan Xylol selama 15
menit x 3.

Preparat ditutup dengan menggunakan deck glass Entellan.
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4.7.9 Perhitungan jumlah sel osteoblas

Sel-sel osteoblas pada permukaan tulang alveolar dari
masing-masing preparat diperiksa di bawah mikroskop dalam lima
lapang pandang. Sel-sel osteoblas dari lima lapang pandang dijumlah
lalu hasilnya dibagi lima untuk mencari rataan jumlah sel-sel

osteoblas (Muliani, 2014).

4.8 Analisis Data

Hasil perhitungan jumlah sel osteoblas pada tikus kontrol dan
perlakuan dianalisa secara statistik dengan menggunakan software
komputer dengan tingkat signifikansi 0,05 (p = 0,05) dan taraf
kepercayaan 95% (o = 0,05). Langkah-langkah uji hipotesis
komparatif dan korelatif adalah sebagai berikut:

a. Uji Normalitas : bertujuan untuk menginterpretasikan apakah
suatu data memiliki sebaran atau distribusi normal atau tidak,
karena pemilihan penyajian data dan uji hipotesis bergantung
dari normal atau tidaknya distribusi data. Untuk penyajian data
yang berdistribusi normal digunakan mean dan standar deviasi
sebagai pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran. Sedangkan
untuk penyajian data yang tidak terdistribusi normal
menggunakan median dan minimum-maksimum  sebagai
pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran. Pada uji hipotesis,
jika sebaran data normal, maka digunakan uji parametric,
sedangkan jika sebaran data tidak normal digunakan uji non-

parametrik.
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b.

Uji homogenitas varian : bertujuan untuk menguji berlaku atau
tidaknya asumsi ANOVA, yaitu apakah data yang diperoleh dari
setiap perlakuan memiliki varian yang homogen. Uji
menggunakan Levene, jika didapatkan varian yang homogen,
maka analisis selanjutnya dapat menggunakan uji ANOVA.

Uji One-way ANOVA berlaku untuk membandingkan nilai dari
rata-rata dari  masing-masing kelompok perlakuan dan
mengetahui bahwa minimal terdapat dua kelompok yang berbeda
secara signifikan.

Post-Hoc Test (Uji Least Significant Difference): bertujuan
untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda secara
signifikan dari hasil tes ANOVA. Uji POST-Hoc yang
digunakan adalah uji Tukey HSD dengan tingkat signifikansi
95% (p < 0,05).

e. Uji korelasi Pearson : untuk mengetahui besarnya perbedaan

secara kualitatif kelompok yang berbeda secara signifikan, yang

telah ditentukan sebelumnya dari hasil uji Post Hoc (LSD).
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BAB 5
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian

Osteoblas dilihat pada 5 lapang pandang menggunakan
mikroskop elektrik Olympus dengan perbesaran 400x. Hasil
perhitungan jumlah osteoblas mandibula tikus putih (Rattus
norvegicus) strain wistar kelompok kontrol dan perlakuan adalah

sebagai berikut.
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Gambar 5.1 Gambaran Mikroskopis Tulang Alveolar dengan
Perbesaran 400x (A) Sel Osteoblas Kelompok Kontrol 1 (B) Sel
Osteoblas Kelompok Perlakuan 1

Berdasarkan gambar 5.1 pada kelompok perlakuan 1
dilakukan pemberian rebusan kulit jeruk nipis dan didekaputasi pada
hari ke 7 tampak osteoblas lebih banyak dibandingkan dengan
kelompok kontrol 1 yang tidak diberikan rebusan kulit jeruk nipis

dan didekaputasi pada hari ke 7.



Gambar 5.2 Gambaran Mikroskopis Tulang Alveolar dengan
Perbesaran 400x (C) Sel Osteoblas Kelompok Kontrol 2 (D) Sel
Osteoblas Kelompok Perlakuan 2

Berdasarkan gambar 5.2 pada kelompok perlakuan 2
dilakukan pemberian rebusan kulit jeruk nipis dan didekaputasi pada
hari ke 14 tampak osteoblas lebih banyak dibandingkan dengan
kelompok kontrol 2 yang tidak diberikan rebusan kulit jeruk nipis
dan didekaputasi pada hari ke 14.
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Gambar 5.3 Gambaran Mikroskopis Tulang Alveolar dengan
Perbesaran 400x (E) Sel osteoblas Kelompok Kontrol 3 (F) Sel
Osteoblas Kelompok Perlakuan 3

Berdasarkan gambar 5.3 pada kelompok perlakuan 3
dilakukan pemberian rebusan kulit jeruk nipis dan didekaputasi pada
hari ke 21 tampak osteoblas lebih banyak dibandingkan dengan
kelompok kontrol 3 yang tidak diberikan rebusan kulit jeruk nipis

dan didekaputasi pada hari ke 21.
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Tabel 5.1 Jumlah Sel Osteoblas

Mean Standar

Deviasi
K1 2,28 0,335
K2 3,88 1,055
K3 7,04 0,817
P1 3,68 0,482
P2 6,88 1,11
P3 8,8 0,97

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan osteoblas
pada kelompok kontrol K1 dengan K2, K2 dengan K3, P1 dengan
P2, P2 dengan P3.

5.2 Analisis Data

Hasil penelitian ini dianalisis menggunakan analisis statistik.
Data mengenai pengaruh rebusan kulit jeruk nipis terhadap jumlah
osteoblas pada penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi pada tikus
putih (Rattus Norvegicus) strain wistar dianalisis menggunakan
metode uji statistika Analysis of Variance (ANOVA) Oneway.
Namun, sebelum dilakukan pengujian yang melandasi One Way
Anova, dilakukan pengujian yang melandasi One Way Anova.
Terdapat dua pengujian yang melandasi One Way Anova, yakni uji
normalitas dan uji homogenitas varian. Pengujian normalitas
dilakukan dengann menggunakan uji Saphiro-Wilk karena jumlah

data kurang dari 50, sedangkan uji homogenitas yang digunakan
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adalah uji Levene, keduanya menggunakan tingkat signifikansi
p=0,005. Hipotesis pada uji One Way Anova ditentukan melalui
suatu rumusan yaitu H1 diterima jika nilai signifikan yang diperoleh
>0,05 atau H1 ditolak jika nilai signifikansi yang diperoleh <0,05.
H1 adalah terdapat perbedaan rata-rata antara jumlah osteoblas antar
kelompok.

5.2.1 Uji Normalitas Data

Pengujian normalitas dilakukan dengan menggunakan uji
one sample Shapiro-Wilk karena jumah data 30 (n<50), sedangkan
data yang jumlahnya lebih dari 50 menggunakan uji Kolmogorov-
smirnov. Uji ini bertujuan menguji apakah sebaran data yang ada
dalam distribusi normal atau tidak. Keluaran hasil uji adalah dengan
melihat besarnya nilai signifikansi. Jika nilai signifikansi >0,05
(0=5%), maka data dalam distribusi normal. Setelah dilakukan uji
normalitas, data menunjukkan bahwa nilai signifikansi rata-rata
jumlah sel osteoblas pada semua kelompok baik kelompok kontrol
maupun kelompok perlakuan adalah 0,145 lebih besar dari 0,05
(p>0,05), ini berarti data penilaian yang diperoleh berdistribusi
normal. Dengan demikian sayarat pengujian ANOVA pertama telah

terpenuhi.

5.2.2 Uji Homogenitas Ragam
Pengujian  homogenitas  varian  dilakukan  dengan
menggunakan Levene’s Test. Uji homogenitas varian dikatakan

terpenuhi jika nilai signifikansi hasil perhitungan p>0,05. Dari hasil
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analisis data pengujian homogenitas varian didapatkan koefisien
Levene statistic sebesar 1,950 dengan nilai signifikansi sebesar
0,123. Jika nilai signifikansi adalah p=0,05 maka dapat disimpulkan
bahwa nilai signifikansi lebih besar dari pada 0,05. Sehingga, dapat
disimpulkan bahwa data penelitian tersebut bersifat homogen.
5.2.3 Uji One Way Anova

Setelah kedua pengujian yang melandasi uji one way Anova
telah terpenuhi, selanjutnya dilakukan uji Anova untuk mengevaluasi
perbedaan nilai jumlah sel osteoblas masing-masing kelompok. Uji
ini harus berdistribusi normal, variasi homogen dan diambil dari
sampel yang acak. Berdasarkan hasil uji one way Anova didapatkan
nilai signifikansi- 0,000 lebih kecil dari 0,05, maka HO ditolak
sehingga dapat dikatakan terdapat perbedaan jumlah sel osteoblas

yang signifikan dari tiap kelompok.

5.2.4 Uji Post Hoc

Pengujian selanjutnya untuk melihat kelompok mana yang
paling berbeda diantara keempat kelompok tersebut, digunakan uji
Turkey HSD pada menu Post Hoc Test. Pada uji ini, suatu data
dikatakan berbeda secara bermakna apabila nilai signifikansi p<0,05.

Berikut adalah hasil uji Post Hoc.
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Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc

K1l K2 K3 P1 P2 P3
K1 0,062 | 0,000* | 0,974 | 0,000* | 0,000*
K2 0,62 0,000* | 0,256* | 0,000* | 0,000*
K3 0,000* | 0,000* 0,000* | 1,000 | 0,032*
P1 0,974 | 0,256* | 0,000* 0,000* | 0,000*
P2 0,000* | 0,000* | 1,000 | 0,000* 0,016*
P3 0,000* | 0,000* | 0,032* | 0,000* | 0,016*

Keterangan:
*= Merupakan nilai yang signifikan

5.2.5 Uji Korelasi Pearson

Untuk mengetahui hubungan variabel-variabel yang terlibat,
dilakukan uji korelasi Pearson. Dalam hal ini, uji korelasi pearson
digunakan untuk membuktikan korelasi antara pemberian rebusan
kulit jeruk nipis pasca pencabutan gigi terhadap jumlah sel osteoblas
pada penyembuhan luka.Signifikansi hubungan dua variabel dapat
dianalisis dengan ketentuan, jika probabilitas atau signifikansi < 0,05
hubungan kedua variabel signifikan. Jika probabilitas atau

signifikansi > 0,05 hubungan kedua variabel tidak signifikan.

Berdasarkan dari hasil analisis korelasi Pearson pada tabel di
atas, pada kelompok kontrol didapatkan koefisien korelasi sebesar

0,925 (positif) dengan signifikansi sebesar 0,000. Sedangkan pada
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kelompok perlakuan didapatkan koefisien korelasi sebesar 0,933
(positif), dengan signifikasi 0,000. Signifikansi kurang dari p=0,05
menunjukkan bahwa terdapat hubungan atau korelasi yang signifikan
antara pemberian rebusan kulit jeruk nipis pasca pencabutan gigi
terhadap jumlah sel osteoblas pada penyembuhan luka. Koefisien
yang positif mengindikasikan bahwa hubungan yang terbentuk
bersifat positif, yaitu pemberian rebusan kulit jeruk nipis pasca
pencabutan gigi akan berdampak pada peningkatan jumlah sel

osteoblas.
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BAB 6
PEMBAHASAN

Pada kelompok kontrol diketahui bahwa peningkatan dari
hari ke 7, hari ke 14, dan hari ke 21 menunjukkan terjadinya
proliferasi sel osteoblas secara normal. Berdasarkan teori,
remodeling adalah proses yang dinamis, pada proses ini terjadi
pengurangan dan penggantian tulang baik kortikal atau tulang
trabekular. Proses ini akan berlanjut sepanjang hidup untuk
mempertahankan massa tulang, integritas kerangka dan fungsi
kerangka. Prosesnya juga sangat bergantung pada integrasi gerakan
dari osteoblas, osteosit dan osteoklas (Mills, 2007). Osteoblas
berkumpul pada dasar kavitas resopsi dan membentuk osteoid yang
mulai untuk mineralisasi dengan rasio 1um/ hari. Osteoblas akan
mendeposisi tulang yang baru serta pembuluh darah akan menyertai
osteoblas tersebut. Osteoblas akan terus membentuk dan melakukan
mineralisasi osteoid hingga kavitas terisi (Saphiro, 2008). Estimasi
masa kehidupan osteoblas 3 bulan. Subsequen osteoblas menjadi
osteosit akan terjebak di dalam martikulasi tulang, mati, menjadi
apoptosis, atau menjadi sel-sel lining (Barunawati, 2007; Koerniadi,
2008; Masulli, 2008).

Pada uji Post Hoc Tukey menunjukkan bahwa kelompok
kontrol 1 (K1) dengan kelompok perlakuan 1 (P1) terdapat
peningkatan yang tidak signifikan. Berdasarkan teori, bahwa Pada

proses remodeling tulangalveolaris, sel osteoblas akan beragregasi
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dengan zat interseluler tulang yang mengandung kolagen untuk
membentuk serat kolagen baru dan membentuk osteoid. Deposisi
garam kalsium akan terjadi dengan diawali pembentukan kristal
berupa pulau kecil atau spikula kemudian akan membentuk osteon
dengan sistem Harver. Pada saat osteoid terbentuk, beberapa sel
osteoblas terperangkap dalam osteoid dan selanjutnya disebut
osteosit (Pedlar, 2007; Yilgor et al., 2009). tulang spikula yang
belum terkalsifikasi akan mulai timbul pada hari ke-7 atau awal
minggu pertama setelah  pencabutan gigi  (Garant, 2003).
Pembentukan tulang atau disebut aposisi pada soket gigi akan terus
berlangsung dimulai dari bagian tepi ke tengah soket gigi yang
bergabung dengan jaringan ikat baru sehingga luka akan menutup
disertai resorbsi penuh tulang kortikal tepi soket gigi sampai 4 — 6
bulan setelah pencabutan gigi (Pedlar, 2007). Berdasarkan teori
tersebut, setelah pemberian rebusan kulit jeruk nipis seharusnya pada
hari ke 7 dapat terjadi peningkatan yang signifikan, akan tetapi
didapatkan hasil yang tidak signifikan. Hal tersebut menandakan
bahwa pemberian rebusan kulit jeruk nipis pada kelompok tikus yang
didekaputasi hari ke-7 tidak berpengaruh, meskipun secara
perhitungan manual terjadi peningkatan dan secara statistik tidak
signifikan.

Pada kelompok kontrol 2 (K2) dengan kelompok perlakuan 2
(P2) terdapat perbedaan yang signifikan. Begitu juga pada kelompok
kontrol 3 (K3) dengan kelompok perlakuan 3 (P3) terdapat

perbedaan yang signifikan. Dari hasil tersebut menunjukkan rata-rata
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jumlah sel osteoblas pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 lebih
banyak dibandingkan kelompok kontrol K1, K2, dan K3. Hal ini
terjadi karena pada kelompok perlakuan P1, P2, dan P3 diberi
perlakuan berupa pemberian rebusan kulit jeruk nipis yang memiliki
salah satu kandungan senyawa bioaktif yaitu flavonoid yang
berperan dalam proses penyembuhan luka. Kulit jeruk nipis
mengandung sejumlah besar senyawa bioaktif, seperti flavonoid
(Lou, et al, 2014). Bagian kulit jeruk nipis terdapat jumlah PMF
(Polymethoxylated Flavones) dalam jumlah terbanyak dibandingkan
bagian lain yang ada pada buah (Manthey and Grohmann, 2011;
Wang et al., 2014). PMF merupakan salah satu kelompok flavonoid
di mana hampir semua hidroksil ditutup oleh metilasi (Zhang et al.,
2012). Flavonoid dapat meningkatkan - aktivitas osteoblas,
mengurangi aktivitas osteoklas, dan melindungi dari kehilangan
ketebalan trabekular (Mamun dkk, 2015).

Pada uji Post Hoc Tukey menunjukkan bahwa peningkatan
jumlah sel osteoblas pada kelompok yang diberi perlakuan pada hari
ke 7, hari ke 14, dan hari ke 21 memiliki perbedaan yang signifikan.
Hal ini terjadi karena pemberian rebusan kulit jeruk nipis yang
memiliki kandungan salah satunya flavonoid yang berperan dalam
mempercepat penyembuhan luka. Flavonoid adalah suatu kelompok
senyawa fenol yang terbesar ditemukan di alam. Senyawa-senyawa
ini merupakan zat warna merah, ungu, dan biru, dan sebagian zat
warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan (Gafur, Isa

dan Bialangi, 2012). Senyawa flavonoid yang berasal dari tumbuhan
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dapat menstimulasi fungsi osteoblas dan menghambat fungsi
osteoklas (Haqg, 2014). Berdasarkan data hasil uji statistika yang
telah dibahas di atas, dapat di ketahui bahwa pemberian rebusan kulit
jeruk nipis (Citrus aurantifolia swingle) dapat mempengaruhi jumlah
sel osteoblas. Hal tersebut dapat dilihat pada kelompok kontrol 1
(K1), Kelompok kontrol 2 (K2), dan kelompok kontrol 3 (K3)
dengan kelompok perlakuan 1 (P1), kelompok perlakuan 2 (P2), dan
kelompok perlakuan 3 (P3) memiliki hubungan yang kuat, yaitu pada
hari ke-7 sampai hari ke-21 mengalami peningkatan dikarenakan
pemberian rebusan kulit jeruk nipis secara per oral pasca pencabutan
gigi tikus (Rattus Novergicus) strain wistar sudah dapat berpengaruh
dalam meningkatlkan jumlah sel osteoblas dengan efektif. Hal ini
menunjukkan bahwa rebusan kulit jeruk nipis yang mengandung
senyawa aktif salah satunya adalah flavonoid dapat membantu dalam
proses penyembuhan luka pasca pencabutan gigi tikus putih (Rattus

Novergicus) strain wistar.
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BAB 7
PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan mengenai
pengaruh rebusan kulit jeruk nipis (Citrus aurantifolia swingle)
terhadap jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca pencabutan
gigi tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar, maka dapat

disimpulkan bahwa:

1. Pemberian rebusan kulit jeruk nipis memiliki pengaruh
terhadap jumlah sel osteoblas pada proses penyembuhan
luka pasca pencabutan gigi tikus putih strain wistar.

2. Jumlah osteoblas pada proses penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi tikus putih strain wistar yang diberikan
rebusan kulit jeruk nipis pada hari ke 7 menunjukkan
peningkatan yang tidak signifikan daripada kelompok
kontrol hari ke 7.

3. Jumlah osteoblas pada proses penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi tikus putih strain wistar yang diberikan
rebusan kulit jeruk nipis pada hari ke 14 menunjukkan
peningkatan yang signifikan daripada kelompok kontrol.

4. Jumlah osteoblas pada proses penyembuhan luka pasca

pencabutan gigi tikus putih strain wistar yang diberikan
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7.2

rebusan kulit jeruk nipis pada hari ke 21 menunjukkan
peningkatan yang signifikan daripada kelompok kontrol.

Perbedaan jumlah sel osteoblas pada proses penyembuhan
luka pasca pencabutan gigi tikus putih strain wistar yang
diberikan rebusan kulit jeruk nipis dan tidak diberikan
rebusan kulit jeruk nipis menunjukkan jumlah sel osteoblas
tertinggi pada kelompok yang diberikan rebusan pada hari
ke-21 dan terendah pada kelompok yang tidak diberikan

rebusan pada hari ke-7.
Saran

Berdasarkan kekurangan yang ada pada penelitian ini, maka

perlu diadakan penelitian yang lebih lanjut sebagai berikut:

1. Pada penelitian ini, terdapat keterbatasan mengenai

pengecatan menggunakan Hematoxylin-Eosin dengan hasil
yang kurang baik. Maka, diperlukan metode pemeriksaan
enzym-linked immunosorbent assay (ELISA) dengan marker
osteocalcin untuk mengetahui peningkatan jumlah sel
osteoblas pada tulang alveolar.

Penelitian lanjutan mengenai efek samping dari rebusan kulit
jeruk nipis sebagai terapi penyembuhan luka pasca

pencabutan gigi.
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