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ABSTRAK

Latar belakang: Prevalensi periodontitis di Indonesia sebesar 74,1% lebih tinggi dibandingkan negara-
negara lainnya di dunia. Perawatan periodontitis seperti tindakan bedah periodontal meliputi tindakan
insisi akan menimbulkan luka pada gingiva. Penyembuhan luka pada rongga mulut harus diperhatikan
agar tidak terjadi infeksi. Vitamin D memiliki efek antiinflamasi sebagai imunomodulator dalam
mekanisme penyembuhan luka. Tujuan penelitian ini untuk membuktikan efek antiinflamasi vitamin D
terhadap infiltrasi neutrofil pada luka insisi gingiva tikus wistar. Metode: Rancangan post test only
control group design pada 24 sampel yang dilakukan insisi pada gingiva labial insisivus rahang bawah,
dibagi menjadi 6 kelompok: kontrol yaitu tanpa pemberian perawatan observasi hari ke-1 (K1) dan hari
ke-3 (K2); perlakuan 1 (pemberian vitamin D 1000 IU per-oral/perhari) observasi hari ke-1 (P1) dan
hari ke-3 (P2), perlakuan 2 (pemberian vitamin D 1000 IU per-oral/hari dan Povidone iodin 1% secara
topikal ) observasi hari ke-1 (P3) dan hari ke-3 (P4). Pembuatan preparat dari jaringan gingiva area
insisi dengan pewarnaan HE dan perhitungan jumlah sel neutrofil menggunakan mikroskop pembesaran
400 kali. Analisis data dengan Uji One Way Anova kemudian dilanjutkan dengan uji Least Significant
Difference. Hasil: Terdapat perbedaan rerata jumlah neutrofil pada keenam kelompok nilai F = 12,03
dan p = 0,000. Perbedaan terdapat pada P1-K1 (p=0,000), P1-P3 (p=0,021), P1-P2 (p=0,047), P3-K1
(p=0,01), P2-K2 (p=0,002), P2-K4 (p=0,047). Simpulan: Infiltrasi neutrofil pada penyembuhan luka
insisi gingiva tikus lebih tinggi pada pemberian vitamin D pada hari ke-1 dibanding kontrol, dan
infiltrasi neutrofil hari ke-3 lebih rendah dibanding hari ke-1 setelah pemberian vitamin D.

Kata kunci: penyembuhan luka, neutrofil, vitamin D.
DOI: https://doi.org/10.24843/JBN.2021.v05.i02.p02

ABSTRACT

Background: The prevalence of periodontitis in Indonesia 74,5%, higher than other countries.
Periodontitis treatment such as periodontal surgery including incision will cause injury to the gingiva.
Healing wounds in oral cavity must be considered so that infection does not occur. Vitamin D has an
anti-inflammatory effect as an immunomodulator in wound healing. The aim of this study was to prove
the anti-inflammatory effect of vitamin D on neutrophil infiltration in the gingival incision wound of
wistar rats. Methods: Post test only control group design on 24 samples performed incisions on the
mandibular incisor labial gingiva, divided into 6 groups: control group without treatment and
observation on day-1 (K1), day-3 (K2); treatment 1 (1000IU vitamin D orally/day) observation on day-
1 (P1), day-3 (P2); treatment 2 (1000IU vitamin D orally/day and Povidone iodin 1% topical)
observation on day-1(P3), day-3 (P4). Preparation of the gingival tissue incision with HE staining, and
counting of neutrophil cells using 400 times magnification microscope. Data analysis using One Way
Anova and LSD. Results: The mean of neutrophil cells in the six groups were significantly different
(F=12,03; p=0,000). The differences were in P1-K1 (p=0,000), P1-P3 (p=0,021), P1-P2 (p=0,047), P3-
K1 (p=0,01), P2-K2 (p=0,002), P2-K4 (p=0,047). Conclusion: Neutrophil infiltration in the healing of
gingival incision wounds in rats was higher on vitamin D administration on day 1 than control, and
neutrophil infiltration on day 3 was lower than on day 1 after vitamin D administration.

Keywords: wound healing, neutrophil, vitamin D.
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PENDAHULUAN

Periodontitis keradangan  pada
jaringan periodontal merupakan masalah
kesehatan gigi dan mulut yang sering dialami
oleh semua kelompok umur pada masyarakat

atau

Indonesia. Periodontitis menjadi
permasalahan baik di negara maju maupun
berkembang. Periodontitis ~ merupakan
penyakit multifaktorial yang berhubungan
dengan bakteri patogen dan respon imun inang
terhadap bakteri.

Prevalensi periodontitis di Amerika Serikat
mencapai 47% pada dewasa di atas usia 30
tahun dengan 38% dari jumlah tersebut adalah
periodontitis sedang dan parah. Intensitas
penyakit periodontal di Asia dan Afrika lebih
tinggi daripada di Eropa, Amerika dan
Australia.! Berdasarkan hasil riset kesehatan
dasar tahun 2018 menunjukkan bahwa
prevalensi penyakit gigi dan mulut masyarakat
Indonesia sebesar 57,6%, dan prevalensi
periodontitis sebesar 74,1%.?

Perawatan periodontal dibedakan menjadi
dua yaitu perawatan non bedah dan perawatan
bedah  periodontal.  Tindakan  bedah
periodontal lebih memungkinkan dalam
memberi akses untuk melakukan debridemen
dan sering diindikasikan untuk perbaikan gigi
pra-prostetik, bedah plastik, dan tindakan

rekonstruktif ~ oral.  Perawatan  bedah
periodontal meliputi gingivektomi,
gingivoplasti, flap periodontal, crown

lenghtening maupun implant kedokteran gigi
membutuhkan yang
selanjutnya menimbulkan luka pada jaringan
gingiva.’?

Proses penyembuhan luka pada rongga
mulut merupakan proses yang unik di mana

tindakan 1nsisi

proses tersebut terjadi pada lingkungan rongga
mulut yang dipenuhi saliva yang mengandung
sejumlah besar mikroorganisme.
Penyembuhan luka dapat berhasil dengan baik
apabila setiap fase penyembuhan yang terdiri
dari fase hemostasis, inflamasi, proliferasi,

dan remodeling dilalui dengan baik. Fase
inflamasi dari penyembuhan luka merupakan
fase yang penting karena pada fase ini terjadi
infiltrasi neutrofil ke arah luka yang berfungsi
menghilangkan mikroorganisme dan
mencegah  kontaminasi  mikroorganisme
menjadi kolonisasi dan selanjutnya menjadi
infeksi.%’

Infeksi pada luka akan menyebabkan
terhambatnya proses penyembuhan dan
komplikasi paska bedah periodontal seperti
rasa sakit, bengkak, kemerahan, perdarahan
dan panas yang dapat menimbulkan deman
hingga diatas 38°C. Kontrol dan tindakan

paska bedah periodontal yang dapat
mempercepat penyembuhan sehingga
mencegah  komplikasi perlu mendapat

perhatian.®*

Vitamin D merupakan hormon secosteroid
yang disintesis melalui reaksi fotokimia dari
radiasi sinar ultraviolet pada sel kulit dan
melalui  konsumsi makanan. Defisiensi
vitamin D dapat menyebabkan turunnya
densitas mineral tulang, osteoporosis,
meningkatnya penyakit periodontal, dan
resorpsi tulang rahang. Vitamin D memiliki
efek imunomodulator, antiinflamasi,
antiproliferasi, dan apoptosis sel, sehingga
terpenuhinya kebutuhan vitamin D dapat
menurunkan resiko terjadinya gingivitis dan
periodontitis kronis.®’

Penelitian ~ sebelumnya  menunjukkan
penyembuhan paska perawatan bedah
periodontal lebih lambat apabila kadar vitamin
D yang rendah dalam darah. Individu yang
mendapat lebih dari 800 IU vitamin D per hari
memiliki resiko terjadinya periodontitis kronis
lebih rendah dibandingkan individu yang
mendapat kurang dari 400 IU vitamin D per
hari. Penilaian tersebut dilihat dari kedalaman
poket, perlekatan gingiva, dan resorpsi tulang
alveolar. Dosis vitamin D sebesar 500-2000
IU per hari dinyatakan aman dan efektif pada
perawatan inflamasi gingiva.’
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Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan efek antiinflamasi vitamin D
terhadap infiltrasi neutrofil pada luka insisi

gingiva tikus wistar.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental rancangan post test only control
group design. Prosedur penelitian telah
mendapat kelaikan etik oleh komisi etik
penelitian  Fakultas  Kedokteran  Gigi
Universitas Mahasaraswati Denpasar no.
K.913/A.17.01/FKG-Unmas/X11/2020.

Perlakuan terhadap hewan coba dan
pemeriksaan  histologis  dilakukan  di
Laboratorium Biomedik Terpadu Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana dengan surat
persetujuan  pelaksanaan penelitian no.
822/UN14.2.2.VIL.6/LT/2020.

Sampel yang digunakan sebanyak 24 ekor
tikus, tikus dianestesi terlebih dahulu dengan
kombinasi ketamin dan xylazine. Dosis
ketamine 40 mg/Kg BB diberikan secara
intramuskuler dan xylazine 5 mg/kg BB secara
subkutan. Selanjutnya dilakukan insisi dengan
scalpel no 12 pada bagian gingiva di bawah
gigi insisivus secara horizontal sepanjang + 2
mm, kemudian sampel dibagi menjadi 6
kelompok yaitu: kelompok kontrol yaitu tanpa
pemberian perawatan observasi hari ke-1 (K1)
dan hari ke-3 (K2); kelompok perlakuan 1
(pemberian vitamin D 1000 IU per-
oral/perhari) observasi hari ke-1 (P1) dan hari
ke-3 (P2), kelompok perlakuan 2 (pemberian
vitamin D 1000 IU per-oral/hari dan Povidone
iodin 1% secara topikal ) observasi hari ke-1
(P3) dan hari ke-3 (P4).

Vitamin D yang digunakan adalah vitamin
D-3 sediaan sofigel, pemberian dilakuan
dengan teknik sondasi satu kali sehari pada
siang hari. Pemberian Povidon iodine 1% pada
kelompok P3 dan P4 dilakukan secara topikal
dengan menggunakan cotton pellet di oleskan
pada area luka insisi.
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Dekapitasi hewan coba dilakukan dengan
euthanasia menggunakan ketamin dosis lethal.
Pengambilan jaringan periodontal dilakukan
pada gingiva bagian labial insisivus pada
daerah insisi. Jaringan selanjutnya difiksasi
dengan buffer formalin 10% dan dibuat
sediaan miskroskopik. Pemotongan spesimen
dengan mikrotom ketebalan 5 mikron,
diwarnai dengan Hematoksilin Eosin (HE).

Perhitungan jumlah sel neutrofil dengan
menggunakan mikroskop pembesaran 400
kali. Setiap preparat terdiri dari 3 potongan
jaringan yang diletakkan satu tetes minyak
emersi. Perhitungan jumlah neutrofil pada tiap
potongan jaringan dimulai dari pojok kiri
bawah kemudian digeser ke kanan dan ditarik
ke atas demikian seterusnya hingga terbaca
dari semua lapang pandang. Rerata jumlah
neutrofil dihitung dari 3 potongan jaringan
tersebut.

Uji normalitas dengan Uji Shapiro-Wilk
dan uji  homogenitas dengan Lavene’s
menunjukkan data terdistribusi normal dan
homogen (p>0,05). Analisis data dilakukan
dengan uji komparasi efek perlakuan dengan
Uji One Way Anova kemudian dilanjutkan
dengan uji Least Significant Difference (LSD).

HASIL

Analisis kemaknaan dengan One Way
Anova data jumlah neutrofil menunjukkan
bahwa nilai F = 12,03 dan nilai p = 0,000. Hal
ini berarti bahwa terdapat perbedaan rerata
jumlah neutrofil pada keenam kelompok (p <
0,05) (Tabel 1). Untuk mengetahui pada
kelompok mana terdapat perbedaan maka
dilakukan Uji Post-Hoc dengan LSD pada
kelompok-kelompok yang relevan (Tabel 2).

Pada penelitian ini, terdapat perbedaan
bermakna jumlah sel neutrofil pada hari ke-1
pada luka insisi gingiva tikus antara kelompok
yang diberikan vitamin D (P1) dan kontrol
tanpa diberikan perlakuan (K1), dimana
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jumlah neutrofil pada kelompok P1 lebih
banyak (Gambar 1).

Tabel 1. Hasil Uji One Way Anova Perbedaan
Jumlah Neutrofil Antar Kelompok

Kelompok N Rerata SB F p
K1 4 13,00 3,36
K2 4 1825 4,78
P1 4 51,00 10,23
P2 4 38,75 585 12,050,000
P3 4 36,5 3,87
P4 4 26,5 1447

Tabel 2. Beda Nyata Terkecil Rerata Jumlah
Neutrofil Antar Dua Kelompok

Kelompok Beda Rerata p
P1 dan K1 38,00 0,000*
P1 dan P3 14,50 0,021%*
P1 dan P2 12,25 0,047*
P3 dan K1 23,50 0,01*
P3 dan P4 10,00 0,100
P2 dan K2 20,50 0,002*
P2 dan P4 12,25 0,047*
P4 dan K2 8,25 0,169
K2 dan K1 5,25 0,374
*Berbeda bermakna
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Gambar 1. Grafik Perbedaan Jumlah Neutrofil
Antar Dua Kelompok

DISKUSI

Fase penyembuhan luka terdiri dari empat
fase penting yaitu fase hemostasis, inflamasi,
proliferasi dan remodeling. Infiltrasi neutrofil
terjadi pada fase inflamasi yaitu selama 72 jam
setelah terjadinya luka. Infiltrasi neutrofil
pada  daerah  luka  berfungsi  untuk
menghilangkan  debris dan  mencegah
terjadinya infeksi. Infiltrasi neutrofil pada

tahap awal terjadinya luka sangat diperlukan
untuk  memfagositosis  mikroorganisme
patogen dan  memproduksi  protease.
Walaupun peran neutrofil sangat penting pada
sistem pertahanan inang terhadap inflamasi,
keberadaan neutrofil yang
berkepanjangan pada area luka dapat
menyebabkan terhambatnya penyembuhan

terjadinya luka dan membentuk luka kronis.'"-
12

namun

Pada penelitian ini, terdapat perbedaan
bermakna jumlah sel neutrofil pada hari ke-1
pada luka insisi gingiva tikus antara kelompok
yang diberikan vitamin D (P1) dan kontrol
tanpa diberikan perlakuan (K1), dimana
jumlah neutrofil pada kelompok P1 lebih
banyak (Gambar 1). Sesuai dengan penelitian
Tamara, dkk (2019), menyatakan bahwa
peningkatan jumlah neutrofil pada hari
pertama merupakan bentuk pertahanan tubuh
terhadap  patogen yang menyebabkan
inflamasi dan merupakan penanda inflamasi
yang baru dimulai. Sel neutrofil bekerja
dengan memfagosit benda asing saat inflamasi
akut terjadi sehingga jumlahnya meningkat
pada hari pertama.'?

Infiltrasi sel neutrofil lebih banyak pada
kelompok P1 dibandingkan K1 disebabkan
karena vitamin D memiliki peran sebagai
imunomodulator yang memodulasi sistem
kekebalan bawaan (innate) sebagai pertahanan
pertama dalam melawan infeksi.'*!> Vitamin

D juga merangsang aktifitas seluler
mengakibatkan peningkatan aktivitas
kemotaksis neutrofil pada saat terjadi

inflamasi sehingga menyebabkan jumlah sel
meningkat di dalam jaringan.
Aktivitas kemotaksis neutrofil diinduksi oleh
Cathelicidin ~ yang merupakan peptida
antibakteri yang diinduksi oleh vitamin D.
Studi terdahulu menunjukkan terapi vitamin D
pada keratinosit, monosit dan neutrofil

mengindukasi transkripsi dari peptida ini.'®!®

neutrofil
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1,25(OH)2D yang merupakan bentuk aktif
vitamin D, memiliki fungsi sebagai sistem
imun terhadap terjadinya infeksi, sistem imun
innate (bawaan), dan sistem pertahanan awal
terhadap patogen. Pemicu sistem imun innate
ini  merupakan respon dari pathogen-
patterns (PAMP)
melalui protein Toll-like reseptors (TLR).
Salah satu akibat dari respon imun ini adalah
terekspresinya enzim CYP27B yang berperan
dalam hidroksilasi 25(OH)D. Hasil akhir

respon imun ini adalah diproduksinya peptida

associates  molecular

antibakteri, cathelicidin dan [B-defensins.
Selain itu 1,25(OH)D memiliki efek dalam
memodulasi mediator inflamasi melalui sel
monosit dan dendritik, dimana 1,25(OH).D
menghambat pembentukan sitokin  pro-
inflamasi IL-la, IL-6 dan TNF o pada
monosit yang distimulasi oleh
lipopolisakarida (LPS), dan menghambat
prpduksi IL-12 dan IL-17 pada
dendritik.'*2°

Infiltrasi sel neutrofil pada hari ke-1 paling
banyak pada kelompok dengan pemberian
vitamin D (P1) dan menunjukkan hasil
berbeda bermakna dengan kontrol (K1)
maupun dengan pemberian vitamin D dan
1%  (P3). Namun
perbandingan jumlah neutrofil pada hari ke-1
dan ke-3 pada pemberian vitamin D (P1 dan
P2) menunjukkan berubahan yang signifikan
dimana jumlah neutrofil pada hari ke-3 lebih

sel

Povidone iodin

rendah dari pada hari ke-1. Sedangkan pada
kelompok kontrol pada hari ke-1 dan ke-3 (K1
dan K2) tidak menunjukkan perubahan yang
signifikan dan jumlah sel neutrofil cenderung
meningkat dimana hal tersebut menunjukkan
masih berlangsungnya keradangan. Pada
kelompok P3 dan P4 menunjukkan perubahan
yang tidak signifikan walaupun pada hari ke-3
jumlah neutrofil lebih rendah daripada hari
pertama.

Sesuai dengan pernyataan Leoni, dkk
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(2015), neutrofil merupakan respon awal yang
menginfiltrasi daerah luka pada 12 jam
pertama dan pada hari ke-3 akan di fagositosis
oleh makrofag atau fibroblast.?! Walaupun
neutrofil berperan penting dalam mencegah
infeksi pada terjadinya luka,
keberadaan neutrofil yang berkepanjangan
pada area luka dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan inflamasi  yang
berkepanjangan dan luka kronis. Neutrofil
memiliki peran ganda pada penyembuhan
luka, selain berperan dalam fagositosis
mikroorganisme patogen, namun protease dan

namun

jaringan,

substansi  antimikrobia yang dihasilkan
neutrofil tidak spesifik terhadap patogen
tertentu sehingga keberadaan neutrofil yang
berkepanjangan akan merusak jaringan dan
menghambat penyembuhan. !

Pada penelitian ini kelompok dengan
pemberian vitamin D pada hari ke-3 jumlah
neutrofil lebih rendah secara signifikan
dibanding hari ke-1, menunjukkan proses
penyembuhan luka ke arah yang baik karena
proses inflamasi akan segera memasuki fase
proliferasi.  Hal dengan
Jagelaviciene, dkk (2018) yang menyatakan
penyembuhan paska perawatan bedah
periodontal lebih lambat apabila kadar
vitamin D yang rendah dalam darah.
Alshouibi, dkk (2013) menemukan individu
yang mendapat lebih dari 800 IU vitamin D per
hari memiliki resiko terjadinya periodontitis
kronis lebih rendah dibandingkan individu
yang mendapat kurang dari 400 IU vitamin
D per hari. Penilaian tersebut dilihat dari
kedalaman poket, perlekatan gingiva, dan
resorpsi tulang alveolar. Hiremath, dkk
(2013) menemukan dosis vitamin D sebesar
500-2000 IU per hari dinyatakan aman dan
efektif pada perawatan inflamasi gingiva.’

ini sesuai

Berbeda dengan penelitian Burkiewicz,
dkk (2012), yang mengobservasi kadar
vitamin D pada penyembuhan ulser kaki.
Terdapat korelasi antara kadar vitamin D
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dengan terjadinya ulser pada kaki dimana pada
penderita dengan ulser ditemukan kadar
vitamin D yang lebih rendah dibanding tanpa
ulser, namun tidak terdapat perbedaan dalam
penyembuhan ulser (luas ulser dan rasa sakit)
antara kelompok yang diberi terapi vitamin D
dan yang diberi plasebo.??

Penelitian mengenai efek vitamin D masih
bervariasi  sehingga  perlu  dilakukan
penelitian-penelitian lebih lanjut mengenai
mekanisme antiinflamasi dan antibakteri

vitamin D.
SIMPULAN

Infiltrasi neutrofil pada penyembuhan luka
insisi gingiva tikus lebih tinggi pada

pemberian vitamin D pada hari ke-1 dibanding
kontrol, dan infiltrasi neutrofil pada luka insisi
gingiva tikus hari ke-3 lebih rendah dibanding
hari ke-1 setelah pemberian vitamin D.
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