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PREFACE

vhich cover

AEC is an economic integration between 10 ASEAN countries v
several areas including human resources development, re
professional qualifications, closer consultationon macroeconomic
financial policies, trade financing measures, enhanced infrastructure an
communication connectivity, integrating industries across
enhancing private secxtor involvement.

gnition

ana

the

Our dentistry field will inevitably be affected by this. Consumers are
the locals, but also Singaporeans, Malaysians and many other patients from
ASEAN country. Likewise, foreign professionals are welcomed to Iﬂdoru 13

simply without passing through complex bureaucracy. Competitios
therefore becoming tougher

To answer this challenge, the Dentistry Faculty of Sultan Agung lslan
University then held the 2™ FORSILA ( Forum Sﬂr:u'-ar.i-r miah }. |
inviting main speakers from abroad and also experts of the in

and researchers all over Indonesia will participated in main, short lectur

and poster presentation.

This book is intended to present some scientific paper submitted in Lh|~>< went
from all field in dentistry such as conservative, esthetic, oral me cing _
surgery, pediatric dentistry, etc. All article have been reviewed Dy
without changing the contents and author permission.

Semarang, May 30— 31



FUITENSI IMIUNUGENIK DARI AGGREGATIBACTER

ACTINOMYCETEMCOMITANS ISOLAT LOKAL DAN ATCC 43718
(SEROTIPE B) PADA TIKUS WISTAR

*Rini Devijanti Ridwan

ABSTRAK
l.atarbelakang:Aggregarfbacreracﬁnomyceremcomr‘rans{A.acn’nomyceremcomfmns}
merupakan bakteri patogen yang terlibat dalam periodontitis agresif. Rongga
mulut merupakan habitat alami dari A. actinomycetemcomitans. Bakteri A.
actinomycetemcomitans serotipe b merupakan serotipe bakteri dominan yang
ditemukan pada lesi lokal periodontitis agresif. Reaksi adaptif terjadi karena adanya
respons imun humoral yang diperantarai oleh sel bakteri dan dirangsang oleh
antigennya. Imunoglobulin mempunyai peranan pada host karena berpengaruh pada
kondisi dan metabolisme bakteri, keadaan ini ditunjukkan dengan tingginya kadar
slgA, IgG, IgM pada pasien dengan penyakit periodontal dibandingkan dengan pasien
yang sehat. Tujuan: Untuk menentukan dan menganalisis kemungkinan heterogenitas
dalam respons imun terhadap bakteri A, actinomycetemcomitans, maka dilakukan
penghitungan kadar antibodi IgA dan IgG. Metode: Tikus Wistar diimunisasi dengan
A. actinomycetemcomitans isolat lokal dan ATCC 43718 (serotipe b). Tikus Wistar
diimunisasi secara intraperitoneal dengan sel A.actinomycetemcomitans isolat
lokal dan ATCC 43718 ( serotipe b) yang telah ditambahkan PBS dengan pH 7,2
dan diemulsikan menggunakan Freund adjuvant complete dan incomplete. Kadar
serum IgA dan 1gG terhadap A. actinomycetemcomitans diukur menggunakan ELISA,
Hasil penelitian menunjukkan peningkatan kadar IgA dan 1gG dalam serum pada
tikus Wistar yang telah diinduksi dengan A. actinomycetemcomitans isolat lokal
dan ATCC 43718 (serotipe b) dibandingkan dengan kelompok kontrol. Kesimpulan:
A.actinomycetemcomitans isolat lokal dan ATCC 43718 (serotipe b) mempunyai
peran penting dalam interaksi dengan sistim kekebalan tubuh dari host dan bakteri
ini menyebabkan peningkatan kadar IgA dan lgG dalam serum tikus Wistar,

Kata kunci: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, isolat lokal, serotipe b, IgA, 1gG

ABSTRACT
Background: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans)
is considered a pathogenic bacteria involved in localized aggressive periodontitis.
The natural habitat of A. actinomycetemcomitans is the oral cavity. Serotype b is
the predominant A. actinomycetemcomitans sero type found in localized aggressive
periodontitis lesions. The adaptive reactions include humoral (antibody mediated)
as well as cell-mediated responses, which may be induced, and later boosted, by the
oral microbial antigens. Immunoglobulins have an effect on oral microbiota as they
interfere in adherence and bacterial metabolism and it was shown that salivary IgA,
19G, IgM have higher concentration in patients with periodontal disease as compared
with healthy patients. Purpose : To determine and analyzed possible heterogeneity
in the immune responses A. actinomycetemcomitans bacteria, we measured
antibody IgA and IgG levels in Wistar rat immunized with A. actinomycetemcomitans
local isolate and ATCC 43718 (b serotype ). Method: Wistar rat were immunized
intraperitoneally with whole cells of A. actinomycetemcomitans local isolate and
ATCC 43718 (b serotype ) in phosphate buffered saline (P8BS; pH 7.2) emulsified with

[*Department of Oral Biology, Faculty of Dentistry Airlangga University |
Email : devi.rini@yahoo.co.id
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an equal volume of Freund’s complete and incomplete adjuvant. h.urr.';r:(. fg,:;}:r.;u rra
levels against A. actinomycetemcomitans were r_neasw_'ed l_w an EL _j; S}X .m{_‘d u
results showed the increasing of IgA and lgG antibody in Wistar rat that eap”:’ \.:
A. actinomycetemcomitans local isolate and ATCC 4371§ (b serot Jrf,ur’} ’C?:n'*r(njl /‘«}It" 2
control group. Conclusion: The A. actinomycetemcomitans loca r;u;n.._ru ok u-:-.-:'
43718 ( b serotype) play an important role in the mtera'cn?f with .xmmu 1e cell an
these bacteria cause the increasing of IgA and 1aG level mlbe:smr rc‘:f‘.— o
Keywords: Aggregatibacteractinomycetemcomitans, localisolate, bserotype, It

PENDAHULUAN . N "t
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. Gc-molm}-‘t\‘f:“u:,';:.m-
merupakan bakteri Gram negatif bersifat fakultatif a:im‘_ri.l,. ht
batang dan merupakan penyebab utama pada Locm'.f:{m: —Hgg-hi':ld—
Periodontitis (LAP). Pada penderita dengan LAP menuruukik:.n "11.1
A.actinomycetemcomitans di lesi periodontal te_rsebul c.:;nn (.IL a
peningkatan antibodi terhadap A. acm:omyceter_‘ncom:r‘ans pn.daf:ru.‘r}”l.I.I...j
Gingival Crevicular Fluid (GCF). Adanya bakteri AIac””?”‘?')r{..“-”;..r.‘{’.”lI“III_I,
pada plak subgingiva dihubungkan dengan_ [)I’OETL_‘SIH'[‘I%:I._:L,I-l‘ll
jaringan periodontal’. A. actinomycetemcomitans merupaxan  Dabiel

periodontopatogen dan berdasarkan analisis dari genomnya menunjul
i i bes: yang

bahwa spesies ini terdistribusikan dalam dua kef.(_:y.npok _ I?‘a'tﬂ' yan

berkorelasi dengan serotipe antigen polisakarida spesifikiya yallu scrob;

" nboant
AL oa

a,d,e, dan f, dan serotipe b dan ¢ , yang dap: ol
menjelaskan perbedaan virulensinya. A. qc_tfnomyceremcuma!e_;: ; 1.1\].. e
sering dikaitkan dengan agresif periodontitis, seg’angk_a.n S(_‘IL].H.[}'__:k(’L A
dikaitkan dengan kondisi sehat, meskipun sergnpe ini juga -.1|ten.=:u ‘a:.. t..
pasien dengan periodontitis *. Secara serologis terldapat GI?\L‘EC\"\:BQ l.-.J.]
A.actinomycetemcomitans yaitu serotipe a - f, serotipe _L} |‘El_l_bl|| ﬁu.rjnrm .I I ’
periodontitis agresif **. Hasil penelitian Takada.et al.’ aui.f!J.min ‘;l‘r: r
baru dari A.actinomycetemcomitans yaitu serotipe g, berdasarxan genenk
karakteristik biokimia dan serologis. . —
Menurut Suzuki, strain A acifnO:nycel‘emmuumus’ diklas

menjadi lima serotipe yang berbeda yaitu a, b,c, d, dan e. } vserol
ini terletak pada polisakarida yang berada pada_ ;)ersxwh‘:.\::.ilr.. ; .-L|L-I.-|;-' I
pada antigen polisakarida spesifik (SPA) yaitu _anngen yang ':.,151.‘.’?1;_:4... , i
pada bakteri. Pasien biasanya hanya diinfeksi oleh satu E'("{'E'L'.‘_‘ .,L:]l‘;q-_‘._:.
tidak oleh serotipe multiple, kondisi ini aklan ber1ar135|.:u-1j LU&L-”). -MJ-\I-‘:.,-
Pada penelitian di Amerika Serikat rnenunlukkar} serol‘qu fad (-ja,]m-',L-'-.,'_'l.:
pada frekuensi yang lebih tinggi pada pada pender'na Lowm._’u x’gglf’t hh
Periodontitis (LAP), keadaan ini berbeda dengan di Jepang,‘c_ma, II\F(?!(I,.J ._1::
Turki dimana lebih banyak didapatkan serotipe c. Pada penelmqn di Fin (m-t b
Swedia dan Denmark menunjukkan distribusi yang sama dari serohp.'_:._,‘
dan c&. Distribusi frekuensi serotipe dari bakteri A. acqnomyrerfmmm.r.lir.,'s
berbeda diantara populasi. Di Amerika Serikat, serotipe b 1Iun.etc‘k_s.. |w—
banyak daripada serotipe c pada pasien dengan Ju\frenule per IOdOI"IU‘USt.L. I.:..:
Di Finlandia, serotipe b dominan pada pasien pgnodontms dan s}uu IJEJ;‘:.
sering diisolasi pada individu dengan jaringan periodontal yang sehal. Paca
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pasien di Jepang dengan periodontitis, A.actinomycetemcomitans serotipe a,
¢, dan e merupakan serotipe yang dominan. Temuan ini menunjukkan bahwa
virulensi, patogenitasdanperan bakteriini dalam mengakibatkan periodontitis
mungkin berbeda antara serotipe, dan distribusi geografis dari serotipe A.
actinomycetemcomitans diperlukan untuk memahami etiologi periodontitis
dan untuk mengendalikan penyakit ini®. Hasil dari beberapa penelitian
terdahulu didapatkan tingkat patogenitas dari berbagai macam bakteri yang
berhubungan dengan periodontitis, menunjukkan A.actinomycetemcomitans
merupakan bakteri yang paling tinggi patogenitasnya dibandingkan
bakteri yang lain seperti Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis), Prevotela
intermedia (P.intermedia), Fusobacterium nucleatum (F.nucleatum) dan
lainnya’. Distribusi serotipe A.actinomycetemcomitans tergantung pada
lokasi geografis tempat tinggal seseorang dan etnis masing-masing. Pada
penelitian di Amerika Serikat menunjukkan serotipe b ditemukan pada
frekuensi yang lebih tinggi pada pada penderita LAP, keadaan ini berbeda
dengan di Jepang, Cina, Korea dan Turki dimana lebih banyak didapatkan
serotipe c. Pada penelitian di Finlandia, Swedia dan Denmark menunjukkan
distribusi yang sama dari serotipe a, b dan ¢®. Hubungan antara heterogenitas
strain A.actinomycetemcomitans dan destruksi jaringan pada periodontitis
kronis merupakan hal yang kompleks dan tergantung pada virulensi bakteri®.
A. actinomycetemcomitans dengan serotipe tertentu mempunyai hubungan
yang jelas dengan periodontitis atau jaringan periodontal yang sehat. Hal ini
menunjukkan strategi yang berbeda untuk bertahan hidup dalam host dari
bakteri tersebut. Dengan latar belakang tersebut dan dengan didapatkannya
bakteri A.actinomycetemcomitans isolat lokal Surabaya, maka perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui dan menganalisis kemampuan imunogenik dari
bakteri tersebut dibandingkan dengan bakteri A.actinomycetemcomitans
ATCC 43718 ( serotipe b).

Tujuan penelitian ini
kemampuan heterogenitas
Actinomycetemcomitans isolat lo
43718 (serotipe b), melalui penghitungan
Tikus Wistar.

adalah untuk menentukan dan menganalisis
dalam respons imun dari bakteri A
kal dan A. actinomycetemcomitans ATCC
kadar antibodi IgA dan IgG pada

METODE PENELITIAN
1. Pembuatan kultur Actinobacillus actinomycetemcomitans isolat lokal
A.actinomycetemcomitans hasil isolasi dari penderita periodontitis
agresif yang datang di Klinik Periodonsia FKG UNAIR kemudian disimpan
dalam media semisolid yang dipergunakan sebagai stok bakteri dari
A.actinomycetemcomitans. Dari stok bakteri yang sudah didapatkan |
kemudian dilakukan penanaman ulang pada media Luria Berthani selama 2
/ 3 hari sehingga tampak gambaran morfologi dari bakteri tersebut (dibuat
dalam 2 plat agar). Dilakukan pengecatan Gram dan ditanam pada media BHI
broth , akan tampak kultur melekat pada dinding tabung.

2. Pembuatan kultur Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 43718
serotipe b
Stok bakteri A.actinomycetemcomitans ATCC 43718 serotipe b dilakukan
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- 3. Induksi LPS A.actinomycetemcomitans ser

5 Berthani selama 2 / 3 hari sehingga
bakteri tersebut (dibuat dalam 2 plat
ditanam pada media BHI broth , akan

penanaman ulang pada media Luri
tampak gambaran morfologi dari
agar). Dilakukan pengecatan Gram dan

- tampak kultur melekat pada dinding tabung.

otipe b pada tikus Wistar

2 kelompok, masing-masing kelompok 10 r-.-ko\:_'
lompok kontrol disuntik dengan NaCl
an yang disuntik secara

Tikus Wistar dibagi dalam
tikus. Pada kelompok 1 merupakan ke
0,9%, kelompok ke-2 merupakan kelompok perlaku _ :
intraperitoneal (ip) dengan bakteri A.actinomycetemcomitans. Pembemrlw
bakteri A.actinomycetemcomitans isolate local atau serotipe .b Iseba:wa-i
200 pg dengan komposisi 100 pg A.actinomycetemcomitans -.s.«:-:-;tc— local
atau serotipe b dan 100 pg adjuvan. Pada penyuntikan nerpaana :1._L:
dengan Complete Adjuvan dan pada penyuntikan ke 2_sampa| ke 4 dib kan
dengan Incomplete Adjuvan. Pada minggu ke-5 d:iakuk_an pr:ng-,am}:tlu_n
darah. Untuk mendapatkan volume yang cukup pengambilan darah Iclapat
dilakukan langsung dari jantung tikus. Kemudian dilakukan p-‘:—.i‘ne"l.lft-,\-};s:'.
untuk mengetahui respons imun humoral dengan menentukan kadar IgA dan
lgG dengan pemeriksaan ELISA.

erikan

n menggunakan tehnik ELISA.
anya Ag

moelooi

4. Pemeriksaan kadar 1gA dan IgG denga
ELISA merupakan metoda yang digun 3
Ab tertentu pada bahan yang berupa cairan. Pada peneliian i
ELISA untuk pemeriksaan kadar jgG dan lgA dengan tal
berikut : Setelah kit dikeluarkan dari suhu 2-8°C, kit didiamkan :
menit pada suhu ruang. Mempersiapkan semua reagen Seb{?lun.‘. r‘n-::[‘.‘\u{r:.
tahapan prosedur. dianjurkan bahwa semua siandar s_ampel mmaw]\k‘_“'_
dalam duplikat microelisa stripplate. Mengencerkan 20x wash sofu:::.c-.-
menjadi 1x wash solution dengan ddH 0. mMengatur well standar, sampel \'_.-.-..,-_‘...
pada plate pengukuran kemudian ditambah 50 ul standar pada well standai
dan ditambah 50 ul sampel yang telah diencerkan pada well sampel {10{ ul
sampel + 40 ul pelarut sampel). Pada well blanko ditambah pe_iarut S.'““"[".ﬁf'
Tambah 50 ul HRP- konjugate antibodi pada tiap well kecuali wef’! blanko
Homogenkan dengan pengocokan pelan dan inkubasi selama 50 rn.u_*ri'.
pada suhu 37°C. Buang larutan sebanyak mungkin, buang cairan sebnn.\;;:i.
mungkin, isi well dengan washing solution. Dihomogenk;n [J-:-I_'.gan .5JIJL.|‘F.‘-*.L :
selama 1 menit, buang washing solution dan hilangkan sisa cairan dengan
kertas saring. Ulangi prosedur ini selama 4 kali sehingga mtlal pencucian
selama 5 kali. Tambahkan subtrat A dan B, masing masing seua_nyak 50 1u=
pada setiap well, homogenkan dengan pelan kemudian di inkubasi selama 15
menit pada suhu 37 oc. Tambahkan 50 ul stop solution unt_uk Il'ﬂehghenhkaﬂ
reaksi yang ditandai dengan perubahan warna biru menjadi kuning. Ukl_Lr
optical density pada panjang gelombang 450 nm dalam waktu 15 memt_. Bugt
kurva standar dengan optical density sebagai sumbu Y dan LI(DIHSE‘HEFGSI piada_
sumbu X dan hitung persamaan regresi linier. Dengan demikian konsentrasi

- sampel dapat diketahui.

akan untuk mendeteksi

G

SeLal

selama 3C
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;{?{SIL PENELITIAN
- Kadar IgA dalam serum

Kel
ompok Standar
Deviasj
m 0.7010 0.24324

ATCC
Era
1.8520 |  0.47604

Signifikansi uji beda ’
keseluruhan
|
0,000*

) Sebelum dilakuk -
uji nf)rma’itas B an uji _dan analisis antar k
f:lfﬁ::o:t’ﬂk. Pr;dc;asg;ji:;lg‘ilzisj"g kelomszorgss;aie?sggﬁn, dilakukan
pada ke!ommempunyai nilai lebihc'gnpok penelitian didapatkanﬂfiu:wgikan uji
hada kelompok tersebut berdistri esar dari 0,05 (p>0,05) Yasii untuk

E#nitas dan didapatkan si m?","s’ normal. Analisis Ei‘l YRlgDeRArtIc at
n signifikansi lebih kecil dari';'gg":t’:‘_dengan uji
«U>, sehingga tidak

100

[ g0
. ®™ B0
= 4

20

0 —_—
Kontrol m
ATCC G
okal
Kelompok

Gamb
ar 1. Rerata kadar IgA dalam seru
m
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Tabel 3. Rerata dan simpang baku kadar |

" 2,Kadar IgG dalam serum

gG dalam serum .
standar Deviasl_|

Kelompok __R‘-’_r_al"’____ L
K0n1f01 0?010 0_%‘13_;1-:
31130 1.11048 |
180 ————
1.8520 | 0.47604 |
; . K
Tabel 4. Nilai signifikansi uji beda antar masing-masing kelompok
i Signifikanst up o
Kelompok Kontrol ATCC | Lokal | beda ke?}f‘_‘{‘_‘;"l_u‘
| % 0,000* \
tonwo? -|_o000* ] 0,000° | |
‘ 0,004" |
. I I
PR Jﬂ - -Il_______ — I
*p< U005 = terdapat fbedaan yang srinakna
jelitian, \El.lnk-.:‘-:nl.‘nl
Y .

analisis antar kelompok Per i AUAE
dengan MENEEY ¥

asing kelompok

Sebelum dilakukan uji dan

uji normalitas pada masing-m o dida :

Shapiro Wilk. Pada seluruh kelompok penelitian id gy gt
kelompok mempunyai nilai lebih besar darl 0,05 tpi r‘\;lis\'{ e ik
data pada kelompok tersebut perdistribust pprma_.iﬁbih R(;Cn dari 0,05,
dengan uji homogenitas dan didapatkan signifikanst 1€010 B0, etapi
dilanjutkan menggunakan Ul one way ANDI s,

Jasil signifikanst uji h..ui. E \I:r.-"

O R
edaan nilal kadar 184 3
3 \. pada uj!

sehingga tidak dapat
II-wallis. Didapatkan t
seluruhal

akan Kruska _
a terdapat pe

menggun
hal tersebut menjelaskan bahw S v be
signifikan pada perbandingan antar kelompok secar - jependent t-test,
kelompok pcnehtiaﬂ mengguﬂﬂkan ‘{‘;LIS-.—ﬁmuh pasans
o rmakna pada 5+ T
G yang D% rata kadar 184

perbedaan antar
didapatkan perbe
perbandingan antar kelomp
dapat dilihat pada gambar 2.

daan nilai kadar g

ok penelitian {p<0,05).

e
Kontrol ATCC
kelompok

Nilai
oON B O

Gambar 2. Rerata kadar 1gG dalam serum
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