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ABSTRACT

Introduction: Apple cider vinegar potentially can be used as an alternative to irrigation solutions because of
its antibacterial compounds that can inhibit Enterococcus faecalis, a pioneer bacteria that cause root canal
treatment failure. One of the ideal irrigation solution requirements is that it isn’t toxic to oral cavity tissues, so
it's necessary to run a cytotoxicity test on apple vinegar solution. Cytotoxicity test is the initial part of the
evaluation of a dental material before it can be used by humans. Cytotoxicity test was performed on fibroblast
cells because the irrigation solution can contact with fibroblast, which are the main cells in the periodontal
ligament around the apical.

Aim: The purpose of this study was to determine the in vitro cytotoxicity effect of ACV on fibroblast cells.
Method: Apple vinegar with concentrations of 0.31%, 0.63%, 1.25%, 2.5%, and 5% was tested using the MTS
assay method.

Result: The results showed that there was a cytotoxicity effect of apple vinegar solution as a root canal irrigation
agent against fibroblasts cell. Apple cider vinegar with concentrations of 1.25%, 2.5%, and 5% are potentially
toxic because the percentage of cell viability is less than 70%.

Conclusion: There is a cytotoxicity effect of apple cider vinegar solution as a root canal irrigant on fibroblast
cells.

Keywords: apple cider vinegar, cytotoxicity test, fibroblast cells, irrigation

PENDAHULUAN

Irigasi saluran akar adalah salah satu kunci dalam keberhasilan perawatan endodontik. Zat irigasi saluran
akar dibuat dari bahan kimia sintetis dan juga bahan alami.! Larutan irigasi yang paling umum adalah NaOCI
atau sodium hipoklorit. NaOCI dapat membersihkan debris dan material organik pada saluran akar, juga dapat
melarutkan jaringan nekrotik. Larutan irigasi dapat berkontak dengan pulpa dan jaringan periapikal. Pulpa
merupakan jaringan yang mengisi ruang pulpa dan saluran akar yang terdiri dari komponen sel, termasuk sel
fibroblas. Foramen apikal menghubungkan pulpa gigi dan jaringan periapikal yang terdiri dari sementum, tulang
alveolar, dan ligamen periodontal.?2 Sel fibroblas merupakan sel utama pada ligamen periodontal, sehingga
larutan irigasi yang keluar dari foramen apikal akan menimbulkan efek sitotoksik pada sel fibroblas dan
komplikasi pada jaringan periapikal.3+4

Efek sitotoksik bahan irigasi dapat menyebabkan kerusakan dan iritasi yang menyebabkan degenerasi
jaringan periapikal dan keterlambatan penyembuhan luka.® Penelitian yang dilakukan oleh Karkehabadi tentang
uji sitotoksisitas larutan irigasi NaOCI pada sel fibroblas ligamen periodontal manusia (HPdLFc) ditemukan

bahwa NaOCI bersifat toksik pada konsentrasi 0,025%, sedangkan pada konsentrasi 0,4% menyebabkan
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kematian semua sel.5> Masuknya NaOCI ke dalam jaringan periapikal dapat terjadi karena foramen apikal yang
lebar, kurangnya penyempitan atau konstriksi apikal, serta tekanan yang tinggi saat irigasi saluran akar.®

NaOCI dengan konsentrasi 5,25% dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan periapikal karena dapat
menyebabkan rasa sakit, pendarahan periapikal, dan pembengkakan.” Beberapa bahan alami diketahui
memiliki potensi antibakteri, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif untuk menghindari efek sitotoksik
bahan irigasi kimia, salah satunya yaitu larutan cuka apel. Cuka apel memiliki kandungan asam organik,
yaitu asam asetat dan asam amino, flavonoid, polifenol serta kaya vitamin dan mineral. Kandungan asam
asetat yang dimiliki cuka apel bertindak sebagai antimikroba yang dapat menyebabkan hilangnya
integritas sel.®

Pada penelitian sebelumnya telah didapatkan bahwa cuka apel berpotensi digunakan sebagai alternatif
larutan irigasi karena mengandung senyawa antibakteri yang mampu menghambat Enterococcus faecalis yang
merupakan bakteri pionir penyebab kegagalan perawatan saluran akar.® Salah satu syarat larutan irigasi yang
ideal adalah tidak toksik terhadap jaringan di rongga mulut, maka peneliti bermaksud melakukan uji
sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas agar data yang didapatkan dari penelitian ini diharapkan
dapat dimanfaatkan sebagai dasar penggunaan larutan cuka apel sebagai bahan alternatif untuk irigasi saluran
akar.10

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas

secara in vitro.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan rancangan penelitian post-
test only control group design. Penelitian dilakukan di Aretha Medika Utama Biomolecular and Biomedical
Research Center, Bandung.

Larutan cuka apel menggunakan merk B dan sel fibroblas 3T3 BALB/C didapatkan dari Aretha Medika
Utama Laboratorium Biomolecular and Biomedical Research Center.

Prosedur Kerja Thawing Sel 3T3 BALB/C adalah sebagai berikut: Sel 3T3 BALB/C diambil dari tangki
nitrogen cair (-196°C), kemudian dicairkan di dalam ultrasonic cleanser dengan suhu 37°C selama 2 menit
hingga mencair. Sel 3T3 BALB/C dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15ml yang berisi medium kultur 4 ml.
Medium kultur sel fibroblas 3T3 BALB/C dibuat dengan mencampurkan 10% bovine serum, 1% ABAM, medium
basal MEM, 1% Amphotericin B, 1% Nanomycopulitine, dan 0,01% Gentamicin hingga 100% dari total volume
di dalam tube 50 mL. Sel 3T3 BALB/C disentrifugasi pada kecepatan 1600 rpm selama 5 menit. Supernatan
dibuang dan pellet sel 3T3 BALB/C diresuspensikan dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel 3T3 BALB/C
dimasukkan ke dalam flask T25. Sel 3T3 BALB/C diinkubasi di dalam incubator pada kondisi suhu 37°C dan
5% CO2. Sel yang telah tumbuh pada flask T25 diamati di bawah mikroskop inverted hingga konfluen sekitar
70-80%.

Subkultur Sel 3T3 BALB/C adalah sebagai berikut: Sel 3T3 BALB/C yang telah tumbuh pada flask T25
diamati di bawah mikroskop inverted hingga tingkat confluent sekitar 70-80%. Medium kultur pada flask T25
dibuang, kemudian dibilas dengan PBS 1 kali sebanyak 2 ml untuk menghilangkan sisa medium. Sel yang
menempel dilepaskan dengan bantuan 2 ml 0,25% Tripsin-EDTA, kemudian diinkubasi selama 3 menit pada

suhu 37°C. Pastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar flask dengan melakukan pengecekan
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menggunakan mikroskop inverted. Setelah semua sel telah terlepas, tambahkan 4 ml medium pertumbuhan
untuk menghentikan kerja tripsin. Sel kemudian dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml, dan disentrifugasi
dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 2 ml medium
kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask T25 kemudian sel diinkubasi di dalam inkubator CO2 5%
dengan suhu 37°C. Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau ditambah setiap 2-3 hari sekali.

Preparasi sampel dilakukan untuk memperoleh konsentrasi akhir dari cuka apel yang digunakan dalam
uji sitotoksisitas. Perbandingan antara jumlah medium sel dengan konsentrasi sampel yang digunakan dalam
uji sitotoksisitas adalah 10:1, sehingga dibutuhkan larutan cuka apel dengan konsentrasi 0,312%, 0,625%,
1,25%, 2,5%, dan 5%. Prosedur preparasi sampel tersebut adalah sebagai berikut: (1) Pembuatan Larutan
Stok: Sebanyak 1 ml larutan cuka apel dilarutkan dalam 9 ml DMSO 10%, menghasilkan larutan stok cuka apel
sebanyak 10 ml dengan konsentrasi 10%; (2) Pembuatan Seri Working Solution (WS): CA 5% : 500 pL larutan
stok + 500 yL DMSO 10% (Larutan A), CA 2.5% : 500 pL larutan A + 500 yL DMSO 10% (Larutan B), CA 1.25%
: 500 pL larutan B + 500 yL DMSO 10% (Larutan C), CA 0.625% : 500 pL larutan C + 500 yL DMSO 10%
(Larutan D), dan CA 0.313% : 500 pL larutan D + 500 yL DMSO 10% (Larutan E); (3) Filtrasi sampel: Working
solution difilter dengan menggunakan syringe filter tissue culture pori 0,22 um, sehingga diperoleh sampel yang
steril.

Uji Sitotoksisitas Larutan Cuka Apel dilakukan sebagai berikut: Sel dipanen dan dihitung menggunakan
hemocytometer. Sel ditanam dengan kepadatan 5000 (5x103) sel/well dalam 96-wellplate. Sel diinkubasi
selama 24 jam di dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 37°C. Setelah diinkubasi selama 24 jam, medium
lama dibuang kemudian digantikan dengan medium kultur baru dengan konsentrasi sampel berbeda pada
setiap well, kemudian diinkubasikan di dalam inkubator 5% CO2 dengan suhu 37°C. Setelah perlakuan selama
24 jam, MTS reagent ditambahkan sebanyak 20ul pada masing-masing well, kemudian diinkubasi selama 20
menit pada inkubator dengan suhu 37°C dan 5% CO2. Absorbansi diukur dengan menggunakan

spektrofotometer dengan panjang gelombang 490 nm.

Cara menghitung persentase viabilitas dan ICso adalah sebagai berikut:

S Absorbansi sampel
%Viabilitas = - X 100%
Absorbansi kontrol

Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel
IC50 = - X 100%
Absorbansi kontrol

Pengujian analisis data dilakukan menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov untuk melihat data terdistribusi
normal dan uji homogenitas dengan Levene Statistic, dimana sebelumnya hasil pengukuran ditabulasi terlebih

dahulu menurut kelompok masing-masing, setelah itu dilakukan uji Post Hoc Dunnet T3.

HASIL PENELITIAN
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Uji sitotoksisitas cuka apel dilakukan dengan uji MTS pada sel fibroblas 3T3 BALB/C. Sel fibroblas 3T3
BALB/C diberi perlakuan sampel cuka apel sebanyak lima konsentrasi, yaitu 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, dan
0,31%, kemudian diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometri yang dibaca pada panjang gelombang
490nm. Hasil dari uji sitotoksisitas dapat dilihat berdasarkan jumlah sel yang hidup, persentase viabilitas sel,
dan persentase inhibisi. Data hasil uji sitotoksisitas cuka apel terhadap sel fibroblas 3T3 BALB/C dapat dilihat

pada tabel 1.
Tabel 1. Hasil Uji Sitotoksisitas Larutan Cuka Apel pada Sel 3T3 BALB/C

Sampel Jumlah Sel Viabilitas Sel (%) Inhibisi (%)
K DMSO 22169 + 262° 90.62 + 1.07¢ 9.38 + 1.07°
K- 24464 + 1598° 100.00 + 6.53°¢ 0.00 + 6.53°
K+ 1058 + 1432 433 + 0.582 95.67 + 0.582
CA 5% 8780 + 757° 35.89 = 3.10° 64.11 =+ 3.10°
CA 2,5% 10688 =+ 387° 4369 + 1.58° 56.31 + 1.58°
CA 1,25% 11723 + 464° 4792 + 1.90° 52.08 =+ 1.90°
CA 0,63% 18797 + 763° 76.83 t+ 3.12¢ 23.17 + 3.12°
CA 0,31% 22254 + 224° 90.96 + 0.91° 9.04 + 0.91°

Keterangan: Data disajikan dalam rata-rata +SD. Tanda superskrip yang berbeda (a,b,c)
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p <0,05) berdasarkan uji post hoc Dunnet T3.

Hasil pada tabel 1 menunjukkan bahwa semakin banyak jumlah sel yang bertahan hidup setelah diberi
perlakuan, maka semakin besar persentase viabilitas sel dan semakin rendah persentase inhibisinya.
Persentase viabilitas sel menunjukkan jumlah rata-rata persen sel yang hidup, sedangkan persentase inhibisi
sel merupakan efek penghambatan cuka apel terhadap pertumbuhan sel. Persentase viabilitas sel dapat
diperoleh dari hasil pengurangan persentase sel hidup sebelum diberi perlakuan dengan persentase inhibisi
sel.

Semakin rendah persentase viabilitas sel, maka sitotoksisitas suatu material semakin tinggi. Cuka apel
dengan konsentrasi 5% memiliki persentase viabilitas yang terendah dan cuka apel dengan konsentrasi 0,31%
memiliki persentase viabilitas yang tertinggi. Hal ini menunjukkan bahwa cuka apel 5% lebih sitotoksik
dibandingkan dengan cuka apel dengan konsentrasi lainnya dan cuka apel yang paling rendah sitotoksiknya
adalah cuka apel dengan konsentrasi 0,31%.

Jumlah Sel

30000 .

25000 € I c
~ = c =
5 20000 : |
= 15000 - b
3 b b :
© 10000 - .

S
s - BB
L) 0 i p—
CA | CA | CA | CA | CA
DMSO| K- K+ 1 5os | 2506 | 1.250% 0,63%  031%
= Jumlah Sel| 22169 | 24464 | 1058 | 8780 | 10688 | 11723 | 18797 | 22254

Grafik 1. Jumlah Sel 3T3 BALB/C setelah Diberi Larutan Cuka Apel pada Berbagai Konsentrasi
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Grafik 1 menunjukkan bahwa semakin rendah konsentrasi cuka apel, maka semakin banyak jumlah sel
yang dapat bertahan hidup. Jumlah sel hidup terbanyak terdapat pada konsentrasi cuka apel 0,31%. Jumlah
sel yang bertahan hidup dapat diketahui dari pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometri yang
dibaca pada panjang gelombang 490 nm. Semakin pekat warna yang terlihat, maka semakin tinggi nilai
absorbansi dan semakin banyak jumlah sel fibroblas yang hidup. Jumlah sel hidup dapat dihitung

menggunakan rumus:

Sel hidup = 5000 sel X nilai viabilitas (%)

- - -
% Viability
120,00 *
100,00 ¢ £
< '\*
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$0.00 £ - 1
= 60,00 :
w
=
2 1000
=
-
20.00
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b tad T en | ca [oeh | oA | Ch
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u%\Viabilitas | 9062 | 100,00 4,33 | 3589 43,69 47,92 | 76,83 | 9096

Grafik 2. Viabilitas Sel 3T3 BALB/C setelah Diberi Larutan Cuka Apel pada Berbagai Konsentrasi

Viabilitas sel adalah kemungkinan sel untuk dapat bertahan hidup setelah terpapar suatu bahan. Grafik
2 menunjukkan perbandingan persentase viabilitas sel fibroblas setelah diberi perlakuan cuka apel dengan
konsentrasi yang berbeda-beda. Sel fibroblas yang diberi perlakuan cuka apel 0,31% menunjukkan viabilitas
sel yang tertinggi, sedangkan yang terendah adalah cuka apel 5%. Persentase viabilitas sel semakin meningkat
dengan konsentrasi cuka apel yang semakin rendah.

Berdasarkan ISO 10993-5: Biological Evaluation of Medical Device tentang uji sitotoksisitas secara in
vitro, suatu senyawa dianggap toksik jika memiliki viabilitas sel kurang dari 70%. Semakin rendah persentase
viabilitas sel, maka potensi sitotoksisitas senyawa tersebut semakin tinggi. Hasil pada grafik 2 menunjukkan
bahwa cuka apel dengan konsentrasi 0,63% dan 0,31% tidak toksik terhadap sel fibroblas. Cuka apel dengan
konsentrasi 5%, 2,5%, dan 1,25% memiliki sifat toksik terhadap sel fibroblas karena persentase viabilitas sel

pada konsentrasi-konsentrasi tersebut kurang dari 70%.
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Grafik 3. Inhibisi Sel 3T3 BALB/C setelah Diberi Larutan Cuka Apel pada Berbagai Konsentrasi
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Grafik 3 menunjukkan bahwa semakin rendah konsentrasi cuka apel, maka semakin rendah
persentase inhibisinya. Semakin rendah persentase inhibisi sel, maka sel yang bertahan hidup akan
semakin banyak dan persentase viabilitas sel semakin tinggi. Selain perhitungan jumlah sel hidup,
persentase viabilitas sel, dan persentase inhibisi sel, dilakukan perhitungan ICso yang merupakan
konsentrasi penghambatan setengah maksimal.

ICso (Half-Maximal Inhibitory Concentration) didefinisikan sebagai konsentrasi yang diperlukan untuk
menghambat proliferasi sel sebanyak 50%.78 ICso menunjukkan nilai persentase inhibisi sebesar 50%,
maka pada konsentrasi tersebut, persentase viabilitas sel adalah 50%. Berdasarkan hasil analisis regresi
probit didapatkan estimasi nilai 1Cso, yaitu 3,096%, sehingga pada konsentrasi tersebut, terjadi
penghambatan proliferasi sel atau inhibisi sebesar 50% dan nilai persentase viabilitas sel adalah 50%.

Data-data yang diperoleh kemudian ditabulasi dan dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas. Uji
normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah data yang diperoleh terdistribusi normal. Berdasarkan uji
normalitas Kolmogorov-smirnov yang dapat dilihat pada lampiran 3, didapatkan nilai p>0,05, sehingga data
terdistribusi normal. Hasil uji homogenitas dengan levene statistic pada lampiran 4 menunjukkan nilai
signifikansi 0,003, sehingga dapat dinyatakan bahwa varian antar kelompok tidak homogen karena p<0,05.

Data hasil penelitian terdistribusi normal, tetapi tidak homogen, maka dilakukan analisa data dengan
uji Post Hoc menggunakan metode Dunnett T3 untuk mengetahui perbedaan signifikan antar kelompok
perlakuan. Data hasil uji Post Hoc Dunnett T3 dapat dilihat pada lampiran 5. Perbedaan nilai rataan yang
disajikan dalam rata-rata £SD dapat dilihat pada tabel 1. Tanda superskrip yang berbeda (a,b,c)

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) berdasarkan uji Post Hoc Dunnett T3.

DISKUSI

Hasil uji sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas menunjukkan bahwa cuka apel dengan
konsentrasi 0,31%, 0,63%, 1,25%, 2,5%, dan 5% memiliki efek sitotoksisitas terhadap sel fibroblas. Cuka
apel dengan konsentrasi 1,25%, 2,5%, dan 5% berpotensi toksik karena persentase viabilitas sel kurang
dari 70%. Persentase viabilitas sel mengalami penurunan dengan meningkatnya konsentrasi cuka apel.
Hal ini terjadi karena prinsip uji MTS didasarkan pada konversi garam tetrazolium menjadi formazan
berwarna oleh aktivitas mitokondria sel hidup. Jumlah formazan yang dihasilkan bergantung pada jumlah
sel yang viabel dan absorbansi yang berbanding lurus dengan jumlah sel viabel dapat diukur dengan
spektrofotometri pada 490 nm.%

Cuka apel memiliki efek sitotoksisitas yang cukup tinggi. Penelitian Gopal, dkk. (2015) menyatakan
bahwa cuka apel memiliki potensi toksisitas bahkan pada konsentrasi 0,7%.%i Faktor yang berperan dalam
sitoksisitas suatu material antara lain dosis agen sitotoksik, durasi paparan suatu senyawa, dan mekanisme
sitoksisitas senyawa.*ii Kematian sel dapat disebabkan karena penipisan kadar ATP dan defek pada
membran selXv  Uji viabilitas dan sitotoksisitas sel didasarkan pada berbagai fungsi sel, seperti
permeabilitas membran sel, aktivitas enzim, produksi ATP, produksi ko-enzim, dan aktivitas penyerapan

nukleotida.x




Pada penelitian ini didapatkan bahwa penambahan konsentrasi cuka apel berbanding terbalik
dengan jumlah sel yang dapat bertahan hidup, sehingga semakin tinggi tinggi konsentrasi cuka apel maka
akan lebih banyak sel fibroblas 3T3 BALB/C yang mati. Sel mengalami kerusakan dan kematian karena
sudah tidak mampu beradaptasi terhadap rangsang. Rangsangan bahan toksik dapat menyebabkan jejas
pada sel fibroblas dengan merusak membran sel, mitokondria, dan mengganggu substrat endogen sel.?

Kematian sel fibroblas dapat disebabkan oleh kandungan zat aktif dalam suatu material yang
memiliki efek toksik. Kandungan biologi aktif dalam cuka apel yang dapat meningkatkan persentase
kematian sel fibroblas 3T3 BALB/C adalah asam organik dan senyawa fenol dan turunannya. Penelitian
Zubaidah (2015) menyatakan bahwa cuka apel mengandung 135,38mg/L fenol.»i Senyawa fenol dan
turunannya dapat menyebabkan perubahan permeabilitas sel dengan mendenaturasi protein di membran
sel. Perubahan permeabilitas sel mengakibatkan komponen-komponen di dalam sel tidak dapat
dipertahankan, sehingga dapat mengakibatkan kematian sel.xi

Kelompok terbesar dari turunan senyawa fenol pada cuka apel adalah flavonoid.® Flavonoid bersifat
prooksidan pada konsentrasi yang tinggi karena dapat memicu pembentukan ROS (Reactive Oxygen
Species). ROS merupakan salah satu jenis oksigen yang berasal dari radikal bebas yang berperan penting
dalam kerusakan sel. ROS diproduksi secara normal dalam respirasi mitokondria tetapi akan didegradasi
oleh sistem kekebalan tubuh.1xvii

Radikal bebas berlebihan yang disebut sebagai stres oksidatif biasanya terlibat dalam kerusakan
sel. Adanya radikal bebas menyebabkan reaksi peroksidasi lipid pada membran plasma dan organel. Ikatan
antara asam lemak dan radikal bebas yang tidak stabil dapat menyebabkan kerusakan membran yang
lebih parah. Radikal bebas juga dapat menyebabkan oksidasi rantai asam amino, pembentukan ikatan
kovalen protein, dan oksidasi protein. Hal ini akan menyebabkan kerusakan struktur protein dan
meningkatkan degradasi protein proteasom. Selain itu, radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan DNA
dan rantai DNA yang berikatan silang. Mekanisme ini menyebabkan kematian sel yang terjadi akibat
sitotoksisitas suatu material. 1

Hasil penelitian Hung, dkk (2015) menyatakan bahwa polifenol apel mengandung prosianidin,
flavonoid, epikatekin, dan katekin yang secara signifikan menekan sel kanker usus besar.** Kao, dkk
(2015) dalam penelitiannya menyatakan bahwa polifenol yang ada pada cuka apel memiliki efek
sitotoksisitas pada sel kanker kandung kemih manusia (TSGH-8301) yang terkait dengan apoptosis dan
stres oksidatif.* Kandungan lain polifenol pada cuka apel adalah tanin. Tanin pada konsentrasi tinggi
dapat menyebabkan terjadinya genotoksik. lkatan antar senyawa polar pada tanin dengan lipoprotein sel
dapat menyebabkan terjadinya penimbunan senyawa dan pemecahan lemak, sehingga mengakibatkan
permeabilitas sel fibroblas menjadi terganggu dan sel menjadi nekrosis.*ii

Fungsi normal enzim dan mekanisme berbasis protein di dalam sel bekerja pada kisaran pH yang
sangat sempit, yaitu sekitar 7,0.%% Larutan cuka apel memiliki keasaman yang cukup tinggi dengan pH
sekitar 2,0-3,0. Hal ini memungkinkan terjadinya kerusakan atau kematian sel akibat komponen asam

organik dalam cuka apel. Asam organik yang paling dominan dalam cuka apel adalah asam asetat dan




asam laktat. i Kerusakan sel akibat asam organik dapat terjadi karena pH internal sel (biasanya sekitar
7,6) lebih tinggi daripada pH asam organik di luar sel, maka asam asetat akan berdisosiasi dan
mengasamkan sitoplasma, sehingga dapat menyebabkan pembongkaran protein yang diinduksi asam,
membran, dan kerusakan DNA. »V

Asam asetat dapat menjadi penyebab kerusakan sel. Selain karena tingkat keasamannya, asam
asetat dapat menyebabkan stress oksidatif pada sel. Asam asetat masuk ke dalam sel melalui transporter
membran, monocarboxylic transporter (MCT), kemudian menjadi substrat dari asetil-KoA, dan digunakan
dalam siklus asam trikarboksilat (TCA). Reactive oxygen species (ROS), seperti radikal superoksida,
diproduksi melalui siklus TCA, dan ROS yang dihasilkan kemudian menginduksi apoptosis pada sel. ROS
dapat menyebabkan efek buruk pada sel, terutama bila mekanisme pertahanan antioksidan intrinsik
berkurang.ovxxi

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa NaOCI sebagai kontrol positif lebih sitotoksik dibandingkan
cuka apel. Hal ini terjadi karena NaOC| merupakan larutan dengan pH tinggi yang dapat mengganggu
integritas sitoplasma. Larutan natrium hipoklorit dalam fungsinya sebagai larutan irigasi akan melepaskan
ion klorin dan ion hidroksil. lon klorin akan menyebabkan peningkatan pembentukan radikal bebas yang
akan meningkatkan ROS (Reactive Oxygen Species). Pelepasan ion hidroksil dapat menyebabkan
kematian sel melalui dua mekanisme, yaitu dengan meningkatkan ROS secara langsung atau dengan
menurunkan ATP.!

Larutan cuka apel diketahui memiliki banyak manfaat bagi tubuh. Larutan cuka apel juga memiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri Enterococcus faecalis. Namun, penggunaan larutan cuka apel
sebagai alternatif bahan irigasi saluran akar masih harus dipertimbangkan dan diuji lebih lanjut karena
larutan cuka apel memiliki efek sitotoksik bahkan pada konsentrasi yang rendah.

Cuka apel dengan konsentrasi 5%, 2,5%, dan 1,25% disebut toksik karena berdasarkan 1SO 10993-
5: Biological Evaluation of Medical Device tentang uji sitotoksisitas secara in vitro, suatu senyawa dianggap
toksik jika memiliki viabilitas sel kurang dari 70%. Semakin rendah konsentrasi cuka apel, maka
sitotoksisitasnya semakin rendah. Hal ini terjadi karena proses pengenceran menyebabkan berkurangnya
kandungan bioaktif dalam cuka apel dan mengurangi tingkat keasamannya, sehingga menurunkan potensi
kerusakan sel. Untuk penelitian selanjutnya, dapat dilakukan uji sitotoksisitas larutan cuka apel dengan
menggunakan metode yang berbeda, seperti MTT assay dan metode pewarnaan ekslusi dengan
PrestoBlue. Juga dapat dilakukan uji sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel lain yang terdapat di
rongga mulut, seperti human periodontal ligament cells (hPDL), human periodontal ligament fibroblast

cells (HPDLFc), human gingival fibroblast cell (HGF), dan sel lain yang berpotensi terkena larutan irigasi.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa terdapat efek sitotoksisitas larutan cuka apel

sebagai bahan irigasi saluran akar terhadap sel fibroblas.
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FIBROBLAST CELLS

Komentar:

Hasill penelitian menunjukkan efek sitotoksik rendah (<70%) pada konsentrasi 0.312% dan 0.625%.

Hasil penelitian sebelumnya telah menunjukkan nilai sitotoksitas cuka apel pada konsentrasi 0.7%.




Pengujian efek sitotoksitas pada konsentrasi tertinggi toksik (0.7%) hingga non toksis, dapat
memberikan kontribusi yang lebih bermanfaat.

e Tidak ada informasi tentang perlakuan pada kelompok kontrol dan jumlah konsentrasi NaOCI yang
digunakan pada kontrol positif.

e Tidak ada gambar yang menunjukkan perubahan absorbansi warna pada penelitian ini yang
menunjang grafik hasil.

o Tidak dijelaskan spesifikasi alat dan bahan yang digunakan.

e Konsentrasi DMSO yang digunakan dalam penelitian ini cukup besar (10%) dan menurunkan viabilitas
hampir 10% pada kelompok kontrol DMSO. Hal ini dapat menambah efek toksis yang mempengaruhi
viabilitas sel. Sebaiknya menggunakan DMSO konsentrasi rendah sebagai bahan pelarut sehingga
tidak menimbulkan bias pada hasil.

Penulisan:
e Terdapat pengulangan penulisan kalimat yang sama (auto-plagiasi) pada naskah.

e Terdapat beberapa tanda baca (spasi) yang perlu diperbaiki.
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CYTOTOXICITY TEST OF APPLE CIDER VINEGAR AS A ROOT CANAL IRRIGANT AGAINST
FIBROBLAST CELLS

Sylvia Bunga Lesmana*, Rudy Djuanda**, Vinna Kurniawati Sugiaman***

ABSTRACT

Background: Apple cider vinegar potentially can be used as an alternative to irrigation solutions
because of its antibacterial compounds that can inhibit Enterococcus faecalis, a pioneer bacteria that
cause root canal treatment failure. One of the ideal irrigation solution requirements is that it isn’t toxic
to oral cavity tissues, so it’s necessary to run a cytotoxicity test on apple vinegar solution. Cytotoxicity
test is the initial part of the evaluation of a dental material before it can be used by humans.
Cytotoxicity test was performed on fibroblast cells because the irrigation solution can contact with
fibroblast, which are the main cells in the periodontal ligament around the apical. The purpose of this
study was to determine the in vitro cytotoxicity effect of ACV on fibroblast cells.

Method: Apple vinegar with concentrations of 0.31%, 0.63%, 1.25%, 2.5%, and 5% was tested using
the MTS assay method.

Result: The results showed that there was a cytotoxicity effect of apple vinegar solution as a root
canal irrigation agent against fibroblasts cell. Apple cider vinegar with concentrations of 1.25%, 2.5%,
and 5% are potentially toxic because the percentage of cell viability is less than 70%.

Conclusion: There is a cytotoxicity effect of apple cider vinegar solution as a root canal irrigant on
fibroblast cells.

PENDAHULUAN




Irigasi saluran akar adalah salah satu kunci dalam keberhasilan perawatan endodontik. Zat irigasi
saluran akar dibuat dari bahan kimia sintetis dan juga bahan alami.*¥ Larutan irigasi yang paling umum
adalah NaOCI atau sodium hipoklorit. NaOCI dapat membersihkan debris dan material organik pada
saluran akar, juga dapat melarutkan jaringan nekrotik. Larutan irigasi dapat berkontak dengan pulpa dan
jaringan periapikal. Pulpa merupakan jaringan yang mengisi ruang pulpa dan saluran akar yang terdiri dari
komponen sel, termasuk sel fibroblas. Foramen apikal menghubungkan pulpa gigi dan jaringan periapikal
yang terdiri dari sementum, tulang alveolar, dan ligamen periodontal ¥ Sel fibroblas merupakan sel utama
pada ligamen periodontal, sehingga larutan irigasi yang keluar dari foramen apikal akan menimbulkan efek
sitotoksik pada sel fibroblas dan komplikasi pada jaringan periapikal. vixi

Efek sitotoksik bahan irigasi dapat menyebabkan kerusakan dan iritasi yang menyebabkan degenerasi
jaringan periapikal dan keterlambatan penyembuhan luka.® Penelitian yang dilakukan oleh Karkehabadi
tentang uji sitotoksisitas larutan irigasi NaOCI pada sel fibroblas ligamen periodontal manusia (HPdLFc)
ditemukan bahwa NaOCI bersifat toksik pada konsentrasi 0,025%, sedangkan pada konsentrasi 0,4%

menyebabkan kematian semua sel.*i Masuknya NaOCI ke dalam jaringan periapikal dapat terjadi
karena foramen apikal yang lebar, kurangnya penyempitan atau konstriksi apikal, serta tekanan yang tinggi
saat irigasi saluran akar.®i

NaOCI dengan konsentrasi 5,25% dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan periapikal karena
dapat menyebabkan rasa sakit, pendarahan periapikal, dan pembengkakan.*i Beberapa bahan alami
diketahui memiliki potensi antibakteri, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif untuk menghindari efek
sitotoksik bahan irigasi kimia, salah satunya yaitu larutan cuka apel. Cuka apel memiliki kandungan asam
organik, yaitu asam asetat dan asam amino, flavonoid, polifenol serta kaya vitamin dan mineral.
Kandungan asam asetat yang dimiliki cuka apel bertindak sebagai antimikroba yang dapat
menyebabkan hilangnya integritas sel.*i

Pada penelitian sebelumnya telah didapatkan bahwa cuka apel berpotensi digunakan sebagai
alternatif larutan irigasi karena mengandung senyawa antibakteri yang mampu menghambat Enterococcus
faecalis yang merupakan bakteri pionir penyebab kegagalan perawatan saluran akar.®vi Salah satu syarat
larutan irigasi yang ideal adalah tidak toksik terhadap jaringan di rongga mulut, maka peneliti bermaksud
melakukan uji sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas agar data yang didapatkan dari
penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai dasar penggunaan larutan cuka apel sebagai bahan
alternatif untuk irigasi saluran akar.»i

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas

secara in vitro.

METODE PENELITIAN
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan rancangan penelitian
post-test only control group design. Penelitian dilakukan di Aretha Medika Utama Biomolecular and

Biomedical Research Center, Bandung.




Larutan cuka apel menggunakan merk B dan sel fibroblas 3T3 BALB/C didapatkan dari Aretha
Medika Utama Laboratorium Biomolecular and Biomedical Research Center.

Prosedur Kerja Thawing Sel 3T3 BALB/C adalah sebagai berikut: Sel 3T3 BALB/C diambil dari
tangki nitrogen cair (-196°C), kemudian dicairkan di dalam ultrasonic cleanser dengan suhu 37°C selama
2 menit hingga mencair. Sel 3T3 BALB/C dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15ml yang berisi medium
kultur 4 ml. Medium kultur sel fibroblas 3T3 BALB/C dibuat dengan mencampurkan 10% bovine serum,
1% ABAM, medium basal MEM, 1% Amphotericin B, 1% Nanomycopulitine, dan 0,01% Gentamicin hingga
100% dari total volume di dalam tube 50 mL. Sel 3T3 BALB/C disentrifugasi pada kecepatan 1600 rpm
selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet sel 3T3 BALB/C diresuspensikan dengan 5 ml medium
kultur. Suspensi sel 3T3 BALB/C dimasukkan ke dalam flask T25. Sel 3T3 BALB/C diinkubasi di dalam
incubator pada kondisi suhu 37°C dan 5% CO:z. Sel yang telah tumbuh pada flask T25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga konfluen sekitar 70-80%.

Subkultur Sel 3T3 BALB/C adalah sebagai berikut: Sel 3T3 BALB/C yang telah tumbuh pada flask
T25 diamati di bawah mikroskop inverted hingga tingkat confluent sekitar 70-80%. Medium kultur pada
flask T25 dibuang, kemudian dibilas dengan PBS 1 kali sebanyak 2 ml untuk menghilangkan sisa medium.
Sel yang menempel dilepaskan dengan bantuan 2 ml 0,25% Tripsin-EDTA, kemudian diinkubasi selama
3 menit pada suhu 37°C. Pastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar flask dengan melakukan
pengecekan menggunakan mikroskop inverted. Setelah semua sel telah terlepas, tambahkan 4 ml medium
pertumbuhan untuk menghentikan kerja tripsin. Sel kemudian dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml,
dan disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet
diresuspensi dengan 2 ml medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask T25 kemudian sel
diinkubasi di dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 37°C. Selama perawatan sel, medium pertumbuhan
diganti atau ditambah setiap 2-3 hari sekali.

Preparasi sampel dilakukan untuk memperoleh konsentrasi akhir dari cuka apel yang digunakan
dalam uji sitotoksisitas. Perbandingan antara jumlah medium sel dengan konsentrasi sampel yang
digunakan dalam uiji sitotoksisitas adalah 10:1, sehingga dibutuhkan larutan cuka apel dengan konsentrasi
0,312%, 0,625%, 1,25%, 2,5%, dan 5%. Prosedur preparasi sampel tersebut adalah sebagai berikut: (1)
Pembuatan Larutan Stok: Sebanyak 1 ml larutan cuka apel dilarutkan dalam 9 ml DMSO 10%,
menghasilkan larutan stok cuka apel sebanyak 10 ml dengan konsentrasi 10%; (2) Pembuatan Seri
Working Solution (WS): CA 5% : 500 L larutan stok + 500 yL DMSO 10% (Larutan A), CA 2.5% : 500 uL
larutan A + 500 yL DMSO 10% (Larutan B), CA 1.25% : 500 pL larutan B + 500 yL DMSO 10% (Larutan
C), CA 0.625% : 500 pL larutan C + 500 yL DMSO 10% (Larutan D), dan CA 0.313% : 500 pL larutan D +
500 pL DMSO 10% (Larutan E); (3) Filtrasi sampel: Working solution difilter dengan menggunakan syringe
filter tissue culture pori 0,22 um, sehingga diperoleh sampel yang steril.

Uji Sitotoksisitas Larutan Cuka Apel dilakukan sebagai berikut: Sel dipanen dan dihitung
menggunakan hemocytometer. Sel ditanam dengan kepadatan 5000 (5x10%) sel/well dalam 96-wellplate.

Sel diinkubasi selama 24 jam di dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 37°C. Setelah diinkubasi selama




24 jam, medium lama dibuang kemudian digantikan dengan medium kultur baru dengan konsentrasi
sampel berbeda pada setiap well, kemudian diinkubasikan di dalam inkubator 5% CO2 dengan suhu 37°C.
Setelah perlakuan selama 24 jam, MTS reagent ditambahkan sebanyak 20ul pada masing-masing well,
kemudian diinkubasi selama 20 menit pada inkubator dengan suhu 37°C dan 5% CO2. Absorbansi diukur

dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 490 nm.

Cara menghitung persentase viabilitas dan ICso adalah sebagai berikut:

S Absorbansi sampel
%Viabilitas = - x 100%
Absorbansi kontrol

Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel
1C50 = - x 100%
Absorbansi kontrol

Pengujian analisis data dilakukan menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov untuk melihat data
terdistribusi normal dan uji homogenitas dengan Levene Statistic, dimana sebelumnya hasil pengukuran

ditabulasi terlebih dahulu menurut kelompok masing-masing, setelah itu dilakukan uji Post Hoc Dunnet T3.

HASIL PENELITIAN

Uji sitotoksisitas cuka apel dilakukan dengan uji MTS pada sel fibroblas 3T3 BALB/C. Sel fibroblas 3T3
BALB/C diberi perlakuan sampel cuka apel sebanyak lima konsentrasi, yaitu 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, dan
0,31%, kemudian diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometri yang dibaca pada panjang
gelombang 490nm. Hasil dari uji sitotoksisitas dapat dilihat berdasarkan jumlah sel yang hidup, persentase
viabilitas sel, dan persentase inhibisi. Data hasil uji sitotoksisitas cuka apel terhadap sel fibroblas 3T3
BALB/C dapat dilihat pada tabel 1

ICs0 (Half-Maximal Inhibitory Concentration) didefinisikan sebagai konsentrasi yang diperlukan untuk
menghambat proliferasi sel sebanyak 50%.78 ICso menunjukkan nilai persentase inhibisi sebesar 50%,
maka pada konsentrasi tersebut, persentase viabilitas sel adalah 50%. Berdasarkan hasil analisis regresi
probit didapatkan estimasi nilai ICso, yaitu 3,096%, sehingga pada konsentrasi tersebut, terjadi
penghambatan proliferasi sel atau inhibisi sebesar 50% dan nilai persentase viabilitas sel adalah 50%.

Data-data yang diperoleh kemudian ditabulasi dan dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas. Uji
normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah data yang diperoleh terdistribusi normal. Berdasarkan uji
normalitas Kolmogorov-smirnov yang dapat dilihat pada lampiran 3, didapatkan nilai p>0,05, sehingga data
terdistribusi normal. Hasil uji homogenitas dengan levene statistic pada lampiran 4 menunjukkan nilai
signifikansi 0,003, sehingga dapat dinyatakan bahwa varian antar kelompok tidak homogen karena p<0,05.

Data hasil penelitian terdistribusi normal, tetapi tidak homogen, maka dilakukan analisa data dengan

uji Post Hoc menggunakan metode Dunnett T3 untuk mengetahui perbedaan signifikan antar kelompok




perlakuan. Data hasil uji Post Hoc Dunnett T3 dapat dilihat pada lampiran 5. Perbedaan nilai rataan yang
disajikan dalam rata-rata +SD dapat dilihat pada tabel 1. Tanda superskrip yang berbeda (a,b,c)

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) berdasarkan uji Post Hoc Dunnett T3.

DISKUSI

Hasil uji sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel fibroblas menunjukkan bahwa cuka apel dengan
konsentrasi 0,31%, 0,63%, 1,25%, 2,5%, dan 5% memiliki efek sitotoksisitas terhadap sel fibroblas. Cuka
apel dengan konsentrasi 1,25%, 2,5%, dan 5% berpotensi toksik karena persentase viabilitas sel kurang
dari 70%. Persentase viabilitas sel mengalami penurunan dengan meningkatnya konsentrasi cuka apel.
Hal ini terjadi karena prinsip uji MTS didasarkan pada konversi garam tetrazolium menjadi formazan
berwarna oleh aktivitas mitokondria sel hidup. Jumlah formazan yang dihasilkan bergantung pada jumlah
sel yang viabel dan absorbansi yang berbanding lurus dengan jumlah sel viabel dapat diukur dengan
spektrofotometri pada 490 nm.»vi

Cuka apel memiliki efek sitotoksisitas yang cukup tinggi. Penelitian Gopal, dkk. (2015) menyatakan
bahwa cuka apel memiliki potensi toksisitas bahkan pada konsentrasi 0,7%.vi Faktor yang berperan dalam
sitoksisitas suatu material antara lain dosis agen sitotoksik, durasi paparan suatu senyawa, dan mekanisme
sitoksisitas senyawa.*vi Kematian sel dapat disebabkan karena penipisan kadar ATP dan defek pada
membran sel>vi  Uji viabilitas dan sitotoksisitas sel didasarkan pada berbagai fungsi sel, seperti
permeabilitas membran sel, aktivitas enzim, produksi ATP, produksi ko-enzim, dan aktivitas penyerapan
nukleotida. i

Pada penelitian ini didapatkan bahwa penambahan konsentrasi cuka apel berbanding terbalik
dengan jumlah sel yang dapat bertahan hidup, sehingga semakin tinggi tinggi konsentrasi cuka apel maka
akan lebih banyak sel fibroblas 3T3 BALB/C yang mati. Sel mengalami kerusakan dan kematian karena
sudah tidak mampu beradaptasi terhadap rangsang. Rangsangan bahan toksik dapat menyebabkan jejas
pada sel fibroblas dengan merusak membran sel, mitokondria, dan mengganggu substrat endogen sel.*i
Kematian sel fibroblas dapat disebabkan oleh kandungan zat aktif dalam suatu material yang memiliki efek
toksik. Kandungan biologi aktif dalam cuka apel yang dapat meningkatkan persentase kematian sel

Cuka apel dengan konsentrasi 5%, 2,5%, dan 1,25% disebut toksik karena berdasarkan 1ISO 10993-
5: Biological Evaluation of Medical Device tentang uji sitotoksisitas secara in vitro, suatu senyawa dianggap
toksik jika memiliki viabilitas sel kurang dari 70%. Semakin rendah konsentrasi cuka apel, maka
sitotoksisitasnya semakin rendah. Hal ini terjadi karena proses pengenceran menyebabkan berkurangnya
kandungan bioaktif dalam cuka apel dan mengurangi tingkat keasamannya, sehingga menurunkan potensi
kerusakan sel. Untuk penelitian selanjutnya, dapat dilakukan uji sitotoksisitas larutan cuka apel dengan
menggunakan metode yang berbeda, seperti MTT assay dan metode pewarnaan ekslusi dengan
PrestoBlue. Juga dapat dilakukan uji sitotoksisitas larutan cuka apel terhadap sel lain yang terdapat di
rongga mulut, seperti human periodontal ligament cells (hPDL), human periodontal ligament fibroblast

cells (HPDLFc), human gingival fibroblast cell (HGF), dan sel lain yang berpotensi terkena larutan irigasi.




KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa terdapat efek sitotoksisitas larutan cuka apel

sebagai bahan irigasi saluran akar terhadap sel fibroblas.
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