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RINGKASAN

Latar belakang : Deteksi seluruh spektrum karies gigi secara cepat dan akurat
adalah alat penting untuk perencanaan dan evaluasi pelayanan kesehatan gig dan mulut,
karena metode deteksi karies dini, mendukung penilaian risiko karies gigi dimasa
mendatang. Imunitas bawaan memainkan peran penting dalam melawan kolonisasi bakteri
sebagai bagian dari pertahanan pelindung host terhadap karies gigi. Human Beta Defensin
(HBD) 1,2 dan 3, merupakan peptida yang secara fisiologis disekresi dalam salivaguna
mengatur keseimbanganflora mikroba rongga mulut dengan mengerahkan efek
antimikroba langsung, untuk melindungi jaringan mulut terhadap infeksi mikroba. Human
beta defensin (HBD) menunjukkan aktivitas kemotaktik untuk berbagai sel kekebalan
bawaan, serta merangsang sel-sel lain untuk mensekresikan sitokin. Tujuan penelitian
tahun 1 adalah untuk menganalisis ekpresi peptida antimikroba HBD 1,2 dan 3
saliva,sebagai prediktor risiko karies gigi, pada tahun ke 2 membuat Poliklonal antibodi
HBD-1.2 dan 3 saliva sebagai bahan dasar prototip kit diagnostik karies gigi, Metode
Penelitian : 45 siswa SD di PP gomaruddin bungah Gresik dipilih secara random, dibagi
dalam 3 grup, 15 siswa dengan karies tinggi DMF-t =5, 15 siswa dengan karies rendah
DMF-t < 5 dan 15 siswa bebas karies sebagai kontrol, serta harus memenuhi kriteria
inklusi. Sampel saliva dikumpulkan sebanyak 5 ml dengan metode Passive drool,
menggunakan Salimetrics Saliva colection 10 ml, pada semua subyek sampel (45 subyek).
setiap pasien dicatat OHI, DMF-t, BMI, saliva flow, pH dan level HBD-1,2 dan 3. Setelah
dilakukan pengambilan sampel dan pencatatan, semua subyek sampel karies 30 siswa
dilakukan terapi tumpatan dan 2 minggu pasca perawatan, dilakukan pengambilan saliva
kembali. Seluruh sampel saliva yang terkumpul disentrifus dengan kecepatan 13.000 rpm
selama 10 menit pada suhu -4°C, dibagi dalam beberapa aliquot dan disimpan dalam —
80°C sampai dilakukan pengujian. Hasil sekresi HBD-1,2,3 pada grup karies pre dan
pasca tumpatan serta BMI tinggi dan rendah diketahui dengan ELISA kit Nunc Maxisorp
™ 96 sesuai protokol pabrik, hasil penelitian tahun kedua didapatkan poliklonal antibodi
terhadap HBD-1,2 dan 3 yang saat ini akan digunakan untuk pembuatan prototipe
diagnostik kit karies gigi dengan uji dotblot.
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1.1 Latar Belakang

Perkembangan  nanotehnologi,  diramalkan bahwa saliva memungkinkan
menggantikan darah untuk mendiagnosa berbagai kondisi penyakit. Sejumlah temuan dalam
dekade terakhir mendorong pentingnya penggunaan saliva sebagai sumber biomarker. Kadar
hormon (misalnya kortisol, oksitosin) dan obat-obatan (misalnya cisplatin, nikotin,
methadone) dalam saliva mencerminkan konsentrasi yang sama dalam serum. Sekarang
telah diketahui terdapat 1166 protein saliva manusia, yang berfungsi dalam berbagai proses
biologi. Beberapa penelitian yang telah dilakukan berfokus pada bagaimana teknologi baru
dengan test sinyal hasil sampel saliva memberikan keadaan klinis suatu penyakit, dengan
harapkan membantu dokter mendiagnosis secara cepat serta akurat. Tahun 2004 deteksi HIV
melalui saliva telah disetujui oleh Food and Drug Administration (FDA)(Kaufman E and
Lamster 1B, 2000).

Human Beta Defensin (HBD) dalam saliva berfungsi sebagai Salivary Defense
System (SDS). Yang termasuk didalam SDS adalah kapasitas bufer, Ca phosphate binding
protein, immune surveillance dan sekresi Anti Microbial Peptides (AMPs)(Tao 2005). Anti
Microbial Peptides (AMPs) terutama ditemukan pada permukaan yang kontak dengan dunia
luar, misalnya kulit, mata, permukaan usus, paru dan rongga mulut (Gilmore 2009). Yang
termasuk AMP misalnya mucins, histatins, prolin kaya peptida, defensin, laktoferin, dan
peroksidase yang mengatur flora mikroba mulut dengan mengerahkan efek antimikroba
langsung, untuk melindungi jaringan mulut terhadap infeksi mikroba, virus, atau jamur. Pada
manusia. AMP disintesa dan disekresi oleh sel epitel, sel system pertahanan host seperti
netrofil, makrofak dan natural killer cells (NK cells), Mekanisme AMP sebagai antimikroba
sampai saat ini belum diketahui secara lengkap, kemungkinan melalui cara perforasi dinding
sel mikroba. kemudian peptide ini berinteraksi dengan /ipid bilayer dan merusak strukturnya

sehingga terjadi kematian (Dale 2000).

Defensin adalah peptida antimikroba. Pada manusia ada tiga subfamilies dari defensin,
dibedakan oleh fitur struktural: o, p dan 0. Manusia memiliki enam a-defensin disebut Human
Neutrofil Peptida 1 sampai 4 (HNP 1-4) dan Human Beta Defensin 5 dan 6 (HBD 5 & 6).
HNP 1-4 dibuat dalam granulosit sementara HNP-5-6 yang dibuat dalam sel Paneth, yang

ditemukan dalam kriptus dari usus kecil. Selain itu manusia juga memiliki B defensin disebut
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Human B defensin | sampai 3 ( HBD-1, 2 dan 3). Theta-defensin adalah peptida melingkar
dan sampai saat ini belum dapat diisolasi pada manusia. Human Beta Defensin 1,2,3 (HBD
12,3), Human Neutrofil 1,3 (HNP1,3), laktoferin serta SIgA merupakan kelompok AMP yang
tersekresi dalam saliva tujuan penelitian ini adalah mengungkap ekspresi HBD-1,2 dan 3
saliva pada penderita karis gigi sebelum dan setelah dilakukan perawatan karies, sebagai
langkah awal pembuatan deepstick kit diagnose dini karies gigi untuk evaluasi klinis,
prognosa dari kerusakan gigi serta untuk pengembangan teknologi pengobatan alternatif dan
komplementer (Complementary Alternatif Medicine). Hal ini merupakan upaya dalam
mendukung peningkatan pelayanan kesehatan dan meningkatkan kemampuan serta
kemandirian teknologi kesehatan, maka pengembangan Iptek kesehatan ini diharapkan akan
berdampak dalam peningkatan derajat kesehatan masyarakat secara nyata melalui teknologi
intervensi, seperti tersedianya metode diagnosis dan pengobatan tepat guna, untuk
mendukung tercapainya indonesia sehat 2025” dan program WHO ( Buku Putih Penelitian
Bidang Kesehatan Universitas Airlangga,2005-2025)

Tabel 1 Rencana Target Capaian Tahunan

LAPORAN PENELITIAN

Ekspresi Peptida Antimikroba ...

NO Jenis Luaran Indikator Capaian
TS” TS+1 TS+.. | TS+n
1. | Publikasi llmiah Internasional draf submit accepted
Nasional submit accepted
terakriditasi
3. | Pcmakalah dalam | Internasional terdaftar dilaksanakan
temu ilmiah
Nasional dilaksanakan | dilaksanakan
3. | Inbvited Spcaker | Intcrnasional Tidak ada Tidak ada Tdk ada
dalam temu ilmiah
Nasional terdaftar dilaksanakan
4. | Visiting lecturcr Internasional Tidak ada Tidak ada Tdk ada
Hak Kekayaan Paten, paten Tidak ada Tidak ada terdaftar
Intelcktual (HKI) sederhana, hak
cipta, merk
dagang, desain
produk Industri,
Indikasi geografis,
perlindungan
varictas tanaman,
perlindungan
topografi
sirkuitterpadu.
6. | Tehnologi tcpat guna Tidak ada Tidak ada Tdk ada
7

Retno Indrawati




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

7. | Model/purwarupa/desain/karya | Tidakada | Tidak ada “Tdk ada
seni/rekayasa sosial - ) N .
8. | Buku ajar (ISBN) draf Proscs edit terbit
9. | Tingkat kesiapan teknologi | draf | draf | Proses
edit
BAB II HILIK
FERPUSTAKAAN
TINJAUAN PUSTAKA WHEIVERSITAS AIRLANGGA |

BURABAYA

2.1 Saliva sebagai cairan dignostik

Saliva merupakan cermin dari tubuh karena dari saliva dapat dianalisa beberapa
kelainan yang terjadi dalam tubuh. Pemilihan saliva sebagai cairan diagnostik karena dari
saliva dapat dilihat beberapa komponen anorganik dalam bentuk ion seperti Na', K',
Ca*' Mg*', CI, HCOY, fosfat dan komponen bioorganik berupa berbagai protein/peptida
yang berfungsi melindungi jaringan mukosa rongga mulut, tetapi juga dapat menjadi petunjuk
adanya kelainan atau penyakit lokal dan sistemik. Selama beberapa dekade para peneliti
dibidang kesehatan rongga mulut telah menggunakan saliva sebagai salah satu sarana untuk
mediagnose karies gigi melalui kapasitas bufer dan titer SIgA. Secara teoritis saliva dapat
mempengaruhi proses terjadinya karies gigi karena flow saliva dapat menurunkan akumulasi
plak pada permukaan gigi selain itu difusi komponen saliva seperti kalsium, fosfat, ion OH’
dan fluor dapat menurunkan kelarutan enamel dan meningkatkan reminalisasi gigi. Saat ini
penggunaan saliva sebagai sarana diagnostik banyak diteliti untuk berbagai penyakit infeksi,
sistemik maupun keganasan sampai dengan pemakaian obat-obat narkoba. Saliva merupakan
ultra filtrate plasma terbukti dapat memberikan informasi seperti test yang diambil dari

darah (Eliaz end Ira, 2002).

Upaya penelitian telah dilakukan untuk memanfaatkan xerostomia dan hypofungsi
kelenjar saliva untuk mendiagnosa berbagai penyakit. Hormon steroid saliva dimanfaatkan
untuk menilai kondisi ovarium selama masa fertilisasi secara invitro, memonitor terapi
hormon pada wanita pasca menopause, mengevaluasi kesehatan dan perkembangan anak
serta mempelajari mood dan perilaku emosional kognitif. Peningkatan jumlah beberapa
marker saliva telah dikaitkan dengan kanker payudara dan ovarium. Saliva mendapat
perhatian dalam beberapa tahun terakhir karena peranan potensialnya dalam mendiagnosa
helicobacter pylori, patogen yang berkaitan dengan peptic ulcer. Saliva sebagai cairan tubuh

dapat digunakan sebagai sarana deteksi pilihan maupun pendamping diagnostik karena

8
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mempunyai keistimewahan dibandingkan dengan test darah, sebab dalam tehnik pengambilan
saliva cukup aman, mudah, sederhana, dan dapat diambil berkali-kali(Marshall, 2003).

Saliva adalah sekresi yang komplek, 93% dari volume disekresi oleh major salivary
gland dan sisanya 7% oleh minor salivary gland. Saliva steril ketika meninggalkan kelenjar
tetapi sampai di rongga mulut akan bercampur dengan crevicular fluid, sisa makanan,
mikroorganisme, sel mukosa yang mengalami deskuamasi dll. Rata-rata sekresi saliva per
hari 500 - 700 mi dan rata-rata volume didalam rongga mulut 1,1 ml. Pada keadaan istirahat
sekresi berkisar antara 0,25 - 0,35 ml/min, dan sebagian besar disekresi oleh kelenjar
submandibular dan kelenjar sublingual. Volume saliva terbesar adalah sebelum, selama dan
setelah makan, mencapai puncak maksimum pada kurang lebih jam 12 siang dan sangat
menurun pada malam hari selaa tidur. 99% dari saliva adalah air dan 1% lainnya molekul
organik dan anorganik (Llena, 2006).

2.2 Peran saliva dalam proteksi karies

Peran saliva dalam proteksi terhadap karies terdiri dari 4 aspek yaitu : 1). diluting
(mengencerkan) dan mengeliminasi gula atau bahan lain 2). kapasias bufer 3).balancing
demineralisasi dan remineralisasi 4).antimicrobial action. Saliva mempunyai peran penting
didalam menjaga keseimbangan ekosistem rongga mulut Hal ini merupakan dasar untuk
mengontrol karies. Saliva mampu berfungsi menyeimbangkan mikrobiota rongga mulut oleh
karena didalam saliva mengandung protein-protein tertentu yang merupakan unsur pokok dari
acquired pellicle, membantu agregasi bakteri dan memiliki efek antibakteri oleh karena
beberapa diantaranya mampu memodifikasi metabolisme bakteri dan mampu melekat pada
permukaan gigi. Protein penting yng terlibat didalam menjaga ekosistem adalah
defensin,lactoferin, lysozyme, peroxidases, aglutinin, histidin, SIgA , IgG dan IgM.
(Marshall, 2003).

2.3 Senyawa Peptida Antimikroba

Senyawa peptida antimikroba (Antimicrobial Peptide, AMP) adalah senyawa dengan
bobot molekul rendah baik berupa protein atau peptida pendek yang memiliki aktivitas
menghambat atau membunuh mikroba (antimikroba). AMP merupakan molekul kofaktor
dalam sistem pertahanan tubuh dan sistem imunitas terhadap infeksi (Yeaman et al.,2005).
Adanya perbedaan pada sel mikroba dan mamalia menjadi dasar selektifitas kerja AMP.
Perbedaan tersebut meliputi komposisi dan struktur membran, energi potensial dan polarisasi
transmembran, serta struktur sterol, lipopolisakarida (LPS) dan peptidoglikan (Epand ef al.,
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1999). Keseimbangan interaksi elektrostatik dan hidrofobisitas AMP dengan sel targetnya
menjadikan AMP bersifat toksisitas selektif. AMP membentuk struktur amfifatik
(mengandung bagian hidrofil dan bagian hidrofob) dan bersifat kationik pada pH fisiologi
(Hancock et al.,1999). Senyawa ini memiliki struktur dan urutan asam amino yang beragam,
sehingga efektif dalam mencegah atau menghambat resistensi (Marshall, 2003).

Umumnya molekul AMP mempunyai mekanisme kerja yang kompleks dan tidak

identik. Selain menjadikan membran luar sel sebagai target, AMP juga menjadikan
komponen di dalam sitoplasma sebagai target. Penggunaan AMP dalam bidang pengobatan
sangat potensial, karena AMP dapat merekonstruksi sel target dan memiliki kemampuan
antimikroba yang lebih kuat dibanding antibiotik biasa Senyawa AMP dapat (Yeaman et al.,
2005) :Meregulasi sel target untuk memodifikasi struktur di luar selnya agar lebih sensitif
terhadap antibiotik,mengatasi resistensi, bekerja secara non-kompetitif dengan antibiotik
biasa (Paris 2009).
AMPs merupakan komponen dasar pertahanan innate immunity ( Bals R, 2000; Tollin M, et
al., 2003). Peptide dengan aktifitas antimikroba ini pertama digambarkan oleh Zeya dan
Spitznagel pada tahun 1996 dan diberi nama defensin karena berfungsi sebagai pertahanan
host. Sejak itu beberapa peptide yang lain dengan efek antimikroba yang mirip ditemukan
dan dikarakteristik menggunakan metode penelitian biologi molekuler dan genetic molekuler
(Sorensen OE, 2008).

AMPs mempunyai aktifitas sebagai antibiotik endogenus dengan cara merusak
langsung pada mikroba. Selain berfungsi antimikroba juga mempunyai fungsi yang lain.
AMPs merupakan polipeptida yang mengandung sedikitnya 100 residu asam amino (Ganz T
and Lehrer RI, 1995). Mempunyai aktifitas spectrum yang luas terhadap bermacam- macam
mikroba termasuk bakteri Gram positif, Gram negatif, fungi, parasit, virus dan sel- sel tumor
(Suttmann H, 2008). Daya antimikroba dari AMPs ditentukan berdasarkan urutan asam
amino struktumya. Pada manusia, beberapa tipe sel mensintesa dan mensekresi AMPs,
seperti sel epitel dan sel- sel system pertahanan host seperti netrofil, makrofak dan natural
killer cells (NK cells) (Powers JP and Hancock RE, 2003).

2.4 Defensin

Defensin adalah peptida kationik kecil yang kuat dengan rantai tunggal dengan berat molekul
34 kDA. Dapat membunuh bermacam bakteri Gram positip dan Gram negatif, fungi dan juga

enveloped virus seperti herpes simplex. Diklasifikasikan kedalam o dan P defensin
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berdasarkan pada sekuaen ketiga ikatan disulfida intermolekuler. Defensins secara struktur
merupakan small cationic dan cystein rich peptide dengan berat molekul antara 3 dan 5 kDA
( Verma et al., 2007), dengan ciri- ciri adanya struktur B sheet yang dihubungkan dengan tiga
ikatan disulfide yang dibentuk 6 residu cystein (Yang, et al,, 2002). o defensin terdiri dari
29. 35 asam amino dan susunan cysteinenya adalah C1- C6, C2- C4, dan C3- C5, sedangkan
B defensin terdiri dari 38- 42 asam amino yang menghubungkan C1- C5, C2- C4, dan C3- C6
(Yang, et al., 2002). Alpha (o) defensin diekspresi didalam neutropil dan intestinal Paneth
cell (Yoshihiro A, 2005). Pada umumnya defensin disekresi didalam cairan biologis termasuk
urine, bronchial fluid, nasal secretion, saliva dan gingival crevicular fluid (GCF), dimana
peptida ini menunjukkan pola ekspresi sublype yang spesifik. Betha-defensin 1 diekspresikan
secara konstitutif, sedangkan Beta-defensin 2 (BD-2) dan Betha-defensin 3 (BD-3)
ekspresinya dapat diinduksi oleh bakteri, interleukin-1 (IL-1) atau tumor necrosis factor-a
(TNF-u). Walaupun HBD-2,3 diinduksi dan diekspresikan hanya selama ada inflamasi di
jaringan epitel, tetapi di rongga mulut juga diekspresikan pada jaringan epitel yang sehat,
secara klinis jaringan gingivanya tidak mengalami inflamasi (Eberhard J, 2009)

Alfa defensin konsentrasinya sangat tinggi pada granula netrofil (PMNs) atau sel
paneth dari usus, sedangkan B defensin disekresi oleh epitel permukaan mukosa, termasuk
populasi sel yang ditemukan pada mata, kulit, mukosa rongga mulut, system urogenital dan
pemafasan. Pada manusia a defensin, human neutrophil peptide (HNP) 1- 4 diekspresikan
dalam netofil serta limfosit dan monosit (Algerberth, 2000). Serta pada natural killer cells (sel
NK) (Kalifour, 2004). Sedangkan human defensin (HD) 5- 6 terutama terekspresi pada sel
paneth(Mallow, 1996). Produksi ~HNP 1-3 mungkin merupakan upregulation dari
proinflamatory cytokine. Peran IL-1B, 1L-6, dan TNF a, pada produksi HNP 1-3 dalam
immature monocyte derived DCs (iMDDCs) dan hasil mengindikasikan bahwa IL-1p dapat
menginduksi dengan upregulation dari HNP 1-3 dalam iMDDCs (Rodriguez G et al., 2007).
Jalur signaling masih belum jelas, tetapi penelitian menunjukkan bahwa nucleotide binding
oligomerization domain (NOD2) dapat menginduksi sekresi HNP1(Yamamoto F et al., 2010)

Human Beta defensin (HBDs) adalah peptida antimikroba kation yang berasal dari sel
epitel. Peptida antimikroba ini telah diidentifikasi sebagai komponen penting didalam innate
host defense dan mempunyai kontribusi didalam menjaga kesehatan pada pertahanan mukosa.
BDs merupkan famili dari peptida kation (4 -5 kDa) berasal dari epitel yang menunjukkan
sifat sebagai antimikroba dan imunomodulator. Disamping kedua sifat tersebut BDs dapat

meningkatkan adaptive immunity dengan cara berperan sebagai chemoattracting sel T, sel
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dendrit imature, sel B, neutrofil dan makrofag (Ghosh SK.,2007) .Tiga Beta defensin yaitu
Human Beta defensin-l (HBD-1), Human Beta defensin-2 (HBD-2) dan Human Beta
defensin-3 (HBD-3) berbeda regulasinya didalam oral keratinocyte. HBD-1 diekspresikan
secara konstitutif didalam oral keratinocyte, sementara HBD-2 dan HBD-3 diregulasi karena
distimuli oleh produk bakteri atau bakteri dan proinflamatory stimuli seperti interleukin B
(ll-1B), tumor necrosis factor a (TNF-0) dan interferon y (IFN-y) (Yoshihiro 2007). Epitel
rongga mulut mampu membedakan mikroorganisme komensal dan mikroorganisme patogen.
Immune response signaling terhadap bakteri komensal dan bakteri patogen mekanismenya
berbeda, demikian juga terhadap ekspresi HBD-2. Oleh karena bakteri komensal merupakan
FExcellent inducers dari HBD-2 didalam sel epitel rongga mulut, maka penemuan ini
menyarankan  bahwa komunitas bakteri komensal rongga mulut berperan didalam
meningkatkan innate immune dari epitel rongga mulut (Dale BA 2007). Mikroorganisme
yang berperan penting didalam etiologi karies gigi adalah oral streptococci terutama
Streptococcus mutans ( S.mutans) dan Streptococcus sobrinus (S.sobrinus) (Andrea 2008).
Dua spesies bakteri tersebut dilaporkan peka terhadap BD-2. Hal ini mengindikasikan bahwa
peptida ini merupakan agen terapeutik yang potensial terhadap pencegahan karies gigi
(Nishimura 2004).

2.5 Target AMPs pada membran mikroba

Aspek penting fungsi dari AMPs adalah kemampuannya secara spesifik pada sel- sel
microbial tidak dipengaruhi oleh sel host. Daya tarik elektrostatika antara AMPs dengan
membrane mikroba adalah sesuatu yang sangat penting. Muatan pasitif dari AMPs mudah
berinteraksi dengan muatan negative dari dinding sel mikroba (Diamond G, et al., 2009;
Schneider 1J, et al., 2005; Pazgier M, et al., 2006; Hanzler wildman KA, 2003; Zasloff M,
2003 ). Secara keseluruhan muatan negatif dari dinding sel bakteri ini merupakan hasil dari
muatan negatif fosfolipid dalam membrane bakteri tetapi juga dari muatan negatif
lipopolisakarida dalam gram negatif dan CWGs pada dinding sel bakteri gram positif
(Schneider JJ, et al,, 2005). Penelitian invivo secara selektif pada mikroba terhadap AMPs
yang menggunakan lebel radioaktif AMPs pada hewan coba yang membandingkan lesi yang
disebabkan oleh bakteri dan jamur pada mice dan kelinci yang diinduksi inflamasi
menunjukkan secara siknifikan adanya akumulasi AMPs yang lebih banyak pada lesi
terinfeksi oleh mikroba. Ini mengindikasikan bahwa secara invivo AMPs mampu

membedakan antara sel mikroba dan host ( Welling LL, etal., 2001).
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2.6 Antimicrobial properties of Saliva

Antimicrobial agent

Activity

Secretory  IgA  (also | Inhibits adherence. Agglutinates bacteria. Virus neutralisation.
slgG,slgM IgA is the major antibody in saliva

Defensin Effective against S.mutans

Lactoferin Iron binding. Bacteriostatic

Lysozyme Effective against S.mutans

Agglutinins Glycoproteins, mucins, fibronectin,2-microglobulin, histatin,

proline-rich protein

Myeloperoxidase system

Bactericidal in presence of thiocyanate/halide-H202

Salivary peroxidase system

(enzyme-thiocyanate-Hzoz)

Complement (trace | C3 probably largely derived from gingival crevicular fluid
amounts)
Leukocytes >98% are neutrophil, but up to 50% may not be capable of

phagocytosis

Dikutip dari : Walker, 2004. Oral Mucosal Immunology, vol.33 no.4 ;27 - 30

2.7 Antibodi poliklonal

Antibodi poliklonal digunakan secara eksperimental dalam kedokteran
berbagai alasan. Persiapan poliklonal umumnya lebih mudah dan le
dihasilkan daripada antibodi monoklonal, dan juga mampu bertahan
variasi suhu dan PH yang lebih besar. Mengenali lebih bany.
sel untuk mengeluarkan protein yang diinginkan dari se
protein yang terfosforilasi, maka perlu ditambahk:
protein tersebut tidak dibuang.

LAPORAN PENELITIAN

klinis untuk
bih murah untuk
pada berbagai rentang
ak epitop melalui tahap melisis
1. Bila yang diinginkan adalah sebuah
an inhibitor fosfatase agar gugus fosfat pada
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BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan:

Penelitian tahun 1 adalah untuk menganalisis ekpresi peptida antimikroba HBD 1.2
dan 3 saliva,sebagai prediktor risiko karies gigi,
Peneclitian tahun ke 2 Membuat Poliklonal antibodi HBD-1,2 dan 3 saliva sebagai

bahan dasar prototip kit diagnostik karies gigi
3.2. Manfaat

Mendiagnosa karies dengan menggunakan kadar peptida anti mikroba HBD 1,2.3
dalam saliva sebagai innate immunity dapat dipertimbangkan untuk membantu mendiagnosa
lesi karies secara dini dimasa mendatang, karena kebutuhan akan jenis perawatan yang tepat
untuk seorang pasien sangat bergantung pada status kesehatan yang bersangkutan, serta

keakuratan diagnosa.

HMILIK
PERPUSTAKAAN
VNIVERSITAS AIRLANGSS
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MILIK
PERPUSTAKAAN
VEIVERSITAS AIRLANGGA '
METODE PENELITIAN

4.1 Kriteria Sampel

Sampel penelitian adalah semua saliva yang diambil dari siswa Sekolah dasar, bebas
karies maupun yang menderita karies gigi aktif, di pp Qomaruddin Bungan Gresik dengan
randomisasi, sehingga didapatkan jumlah sampel 50 siswa, yang memenuhi kriteria inklusi

dan eksklusi
4.2 Kriteria inklusi : adalah kriteria yang memenuhi syarat variable penelitian, yaitu:

1. Siswa laki- laki atau perempuan umur 10 sampai 12 tahun.

I~

Bebas karies atau karies sesuai dengan kelompok yang ditentukan dengan DMF-t = S
3. Keadaan umum siswa dinyatakan sehat, pada saat diambil sampel serta berdasarkan
data dari kuesioner.

4. Siswa tidak sedang mendapat pengobatan yang dapat menekan respons imun

4.3 Kriteria eksklusi :

Subyek karies dan bebas karies sedang menjalani pengobatan dengan kortikosteroid
atau imunosupresif yang lain dalam satu bulan terakhir, malnutri berat, penyakit sistemik
yang dapat mengganggu sistem imunologis humoral dan mukosal, kesehatan rongga mulut

jelek dan sedang dilakukan perawatan orthodontia.
4.4. Pengambilan sampel saliva

50 siswa SD di PP qomaruddin bungah Gresik dipilih secara random, dibagi dalam 2
grup, 25 siswa dengan karies aktif dan 25 siswa bebas karies sebagai kontrol, dan harus
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Pengambilan sampel saliva pada subyek karies dan
bebas karies dilakukan dengan cara, subyek diinstruksikan untuk menggosok gigi dan makan
pagi, selanjutnya tidak boleh makan dan minum selama 1 jam sebelum diambil salivanya.
Subyek duduk, kepala dimiringkan sedikit ke depan, saliva ditampung dalam Salimetrics
Saliva colection sampai didapat 5 ml. pelaksanaan pengambilan sampel dilakukan pada pagi
hari antara jam 9.00-11.00 dengan metode Passive drool, setiap pasien dicatat OHI, DMF-t,
BMI, saliva flow, pH danlevel HBD-1,2 dan 3. Setelah dilakukan pengambilan sampel dan
pencatatan, semua subyek sampel karies 25 siswa dilakukan terapi tumpatan. 2 minggu

post perawatan (25 siswa dengan Karies gigi). Dilakukan pengambilan saliva kembali.
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Seluruh sampel saliva yang terkumpul disentrifus dengan kecepatan 13.000 rpm selama 10
menit pada suhu -4°C, dibagi dalam beberapa aliquot dan disimpan dalam -80°C sampai
dilakukan pengujian. Hasil sekresi HBD-1,2,3 pada grup sebelum tumpatan dan sesudah
tumpatan diukur dengan ELISA kit Nunc Maxisorp ™ 96 sesuai protokol pabrik

4.5.Analisis Human beta defensin saliva

sampel saliva digunakan untuk mengukur tingkat HBD dengan tes enzyme-linked
immunosorbent (ELISA). dilakukan sesuai dengan petunjuk pabrik, Sandwich ELISA tes
untuk HBD-1,2 dan HBD-3. Nunc Maxisorp ™ 96 lubang pada plate dilapisi dengan 100 ml
capture antibodi semalam. Antibodi capture yang digunakan adalah 2 mg / ml anti-HBD-1,2
dan 3. lubang pada plate diblokir dengan 300 ml dari 1% bovine serum albumin (BSA) di
phosphate buffered saline (PBS) selama 1 jam dan diinkubasi dengan standar peptida
rekombinan dan sampel air liur selama 1 jam. Standar dan sampel air liur diencerkan dalam
pengencer sampel (0,05% Tween-20, 0,1% BSA, 300 mM MgCl2 di PBS) dan diuji dalam
rangkap tiga. kation divalen yang ditambahkan ke sampel pengencer untuk mengatasi efek
saliva masking peptida tersebut. Setelah inkubasi sampel, masing -2 lubang pada plate
diinkubasi dengan 100 ml antibodi selama 1 jam, HRP konjugat selama 30 menit dan 2,2
Azinobis (asam 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonat) (ABTS) substrat cair (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Optical density (OD) pembacaan yang dibaca pada panjang gelombang 405-650
nm. Masing-masing. konsentrasi total protein dalam sampel saliva diukur menggunakan

asam bicinchoninic (BCA) assay protein ,sesuai dengan instruksi pabrik

4.6 Analisa statistik

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan dua-sample t-test. A non-parametrik
Wilcoxon rank-sum test digunakan ketika asumsi data terdistribusi normal menjadi tidak sah
dengan uji Shapiro-Wilks. analisis korelasi dilakukan dengan menggunakan uji korelasi
Pearson dan Spearman uji korelasi rank. Untuk semua tes, kriteria untuk signifikansi statistik
adalah p-nilai <0.05.

4.7 Metode Tahun ke 2

Western blot ekstrak HBD1,2 dan 3 saliva dari grup penderita karies dan bebas karies,
Hasil elektroelusi HBD1,2 dan 3 tahun 1 dimasukkan dalam selofan digunakan sebagai
antigen. Hewan coba kelinci jawa (Lepus negricollis) secara random dibagi dalam 3 grup

masing-2 sejumlah 7 ekor disimpan di kandang. Setelah 7 hari aklimatisasi terhadap
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lingkungan dengan diet pellet dan air dan diamati untuk tanda-tanda penyakit. sampel darah
kelinci pra-imun (1-3 ml) diambil sebelum imunisasi pertama dari auricular arteri pusat
menggunakan jarum suntik. Kelinci ditempatkan dalam kotak penahanan kelinci dan telinga
diusap dengan alkohol. Salep anestesi (yaitu Lanocaine) kemudian digosok pada kulit di atas
arteri. Setelah S menit atau lebih telinga kembali diusap dengan alkohol untuk mendisinfeksi
dan menghapus bius yang tersisa. Kemudian kelinci diberi imunisasi primer (antigen HBD)
dalam 1ml volume emulsi PBS dan complete Freund Adjuvant, secara subkutan di 5 lokasi
dengan dosis 100 p g antigen. Setelah hari ke 28 serum dipanen, kemudian diteruskan
injeksi antigen dengan ditambah incomplete freud ajuvan di 2 lokasi sampai 6 hari, setelah
itu dipanen serumnya setiap hari hingga 5 hari. Titer antibody poliklonal di periksa dengan
ELISA. Hasil antibodi poliklonal dianalisis immunoassay menggunakan metode dot blot dan
SDS PAGE intrepetasi data kuantitatif dengan Corel. Pembuatan prototip depstik (Dipstick
adalah strip reagen berupa strip plastik tipis yang ditempeli kertas seluloid yang mengandung
bahan kimia tertentu sesuai jenis parameter yang akan diperiksa. Saliva Dip merupakan
analisis kimia cepat untuk mendiagnosa prognosa karies gigi. Uji kimia yang tersedia pada
reagen strip adalah : protein (HBD1,2,3), pH, kapasitas buffer.
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BAB 5 SURABAYA

HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI e
5.1. Hasil Tahun 1
Hasil 1. Telah diikutkan dalam seminar Internasional IMEDITEC 2017 pada tanggal 6-7
September di Johor Malaysia dengan judul “Increasesd levels of Human Beta Defensin chils
with dental caries”
hBD-1.2 dan 3 kelompok karies dan bebas karies diuji untuk Uji Normalitas Satu Sample
Kolmogorov-Smirnov, untuk mengetahui apakah data yang diperoleh terdistribusi normal. Pada
setiap kelompok sampel (Karies Gigi n = 33 dan Bebas Karies n = 22), nilai signifikansi p>
0,05 maka semua kelompok data penelitian terdistribusi normal. Tingkat saliva rata-rata hBDI,
hBD2 dan hBD3 untuk kelompok bebas karies (n = 22) adalah 0,86 pg / ml, 1,76 pg / ml dan
1,88 pg / ml dan untuk kelompok karies (n = 33) adalah 5,26 pg / ml , 4,25 pg / ml dan 4,85 pg
/ ml. Artinya, tingkat hBD1, hBD2 dan hBD3 berkorelasi dengan pengalaman karies secara
signifikan (p <0,01). PH air liur pada pasien kelompok karies lebih asam (6,0 - 6.,5)
dibandingkan dengan pH kelompok bebas karies (6,9 - 7,0)
HBD-1
Merupakan sebagian penelitian kolaborasi dengan mahasiswa S-1 FKG Unair dan telah
dipresentasikan pada Seminar Internasional di APDSA Malaysia 6-9 Juli 2018 dan menjadi
juaral

Tabel 5.1 Rerata DMF-T/def-t dan konsentrasi HBD-1 saliva pada masing-masing

kelompok
DMF-T/def-{ Konsentrasi HBD-
SAMPEL | _
Mean+SD Mean+SD
Kelompok 1
0 1000.8+339.38
(bebas karies)
Kelompok 2 B
1.86+0.83 1036.8+366.9
(karies rendah]
 Kelompok 3 i
7.8042.68 709.934243.30
(karies tinggi)

Sampel bebas karies sebagai kontrol menunjukkan bahwa pada penelitian ini diperoleh
indeks DMF-T/def-t= 0 (bebas karies) dengan rerata konsentrasi HBD-1 saliva sebesar 1000.8+
339.38pg/ml. (Tabel 5.1)

Sampel indeks DMF-T/def-t rendah menunjukkan bahwa pada penelitian ini diperoleh
rerata indeks DME-T/def-t= 1-3 (karies rendah) sebesar 1.86+0.83 dengan rerata konsentrasi
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bahwa pada penelitian ini diperoleh sebesar 7.80+2.68 dengan rerata konsentrasi HBD-1
sebesar 709.93+243.30pg/ml.

Sebelum dilakukan uji kadar HBD-1 saliva, data yang diperoleh terlebih dahulu
dilakukan uji normalitas dan homogenitas terhadap data hasil penelitian. Uji normalitas
dilakukan dengan menggunakan uji Ko/mogorov-Smirnov. (Tabel 5.2)

Tabel 5.2 Hasil uji Spearman’s

. . P
uji Spearmany DMF-T/def-t Konsentrasnr
DMF 1.000 -0.451
0.002
Konsentras -0.451 1.000

Hasil vji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan probabilitas masing masing kelompok

perlakuan, yaitu kelompok bebas karies nilai dari sampel Kelompok 1 DMF-T/def-t= 0 (bebas
karies) < alpha (0,5) maka distribusi data DMF-T/def-t konstan. Sedangkan nilai dari sampel
kelompok 2 pada DMF-T/def-t= 1-3 (karies rendah) dan kelompok 3 DMF-t/def-t= > 6 (karies
tinggi) dari data konsentrasi > alpha (0,5) maka distribusi data konsentrasi normal. Nilai p
(0.002) < alpha (0.05) menunjukkan bahwa nilai DMF-T/def-t pada konsentrasi HBD-1 saliva
berkorelasi secara signifikan. Nilai r < 0 menunjukkan bahwa korelasi antara DMF-T/def-t dan
HBD-1 saliva berhubungan terbalik, yang artinya DMF-T/def-t rendah memiliki kadar HBD-1
saliva pada konsentrasi yang meningkat, sedangkan DMF-T/deft tinggi memiliki kadar HBD-1
saliva pada konsentrasi yang rendah
HBD-2
Merupakan sebagian penelitian kolaborasi dengan mahasiswa PPDGS FKG Unair telah
dipresentasikan pada Seminar Internasional APSP di Seoul tanggal 22 sd 24 September 2017
dengan judul “Evaluating Human Beta Defensin-2 in patients with chronic periodontal
whether treatment affected this process “
Uji T berpasangan dilakukan dengan p = 0,001 yang berarti secara statistik ada perbedaan yang
signifikan (p <0,005) untuk kadar HBD-2 pada pasien sebelum dan sesudah pengobatan dan
tingkat HBD-2 lebih tinggi pada kelompok periodontitis dibandingkan kelompok
kontrol.(gambar 1 : Grafik skor HBD-2 pada masing-2 kelompok)

LAPORAN PENELITIAN Ekspresi Peptida Antimikroba ... Retno Indrawati



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

il

Mean Kadar
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ol 2 Periodoniiiz 1 Periodornd s 2

Kelompok
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Kewdrol 1

HBD-3

Merupakan sebagian penelitian kolaborasi dengan mahasiswa S-1  dan telah
dipresentasikan pada Seminar Internasional 7th Hiroshima Conference on Education and
Science in Dentistry, tanggal 29 sd 30 Maret 2018
Kelompok (1) Bebas karies dengan BMI <15 kg/m2 sebanyak (n=14); (2) Bebas karies dengan
BMI >16 kg/rn2 sebanyak (n=14); (3) Berkaries DMF > 3 dengan BMI SlSkg,/m2 sebanyak
(n=17); (4) Berkaries DMF > 3 dengan BMI =16 k[g,/rn2 sebanyak (n=17).
Tabel 5.3. Rerata dan simpangan baku kadar HBD-3 masing-masing kelompok.

Kadar HBD-3
Kelompok sampel
X £ SD (ng/ml)
Kelompok 1 3.366 + 0.892
(bebas Karies)
Kelompok 2
(bebas Karies) 2.941 £ 0.772
Kelompok 3
(Karies) 3.262 + 0.742
Kelompok 4
(Karies) 2.579 + 0.636
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bebas karies dan berkaries.
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Kadar
Skor BMI
Kelompok HBD-3
X+SD
sampel X+SD
(kg/m’)
(ng/ml)
IIZeb.as 3.153
aries
(Kelompok | df‘e 17.46 £ 3.60
2) 0.847
Berkaries 2.920 +
(kelompok 3 das
4) 17.05 + 4.24
0.764

Data hasil kadar HBD-3 pada keempat kelompok dilakukan

normalitas dengan uji One-Sample Komogorov-Smirnov yang ditunjukkan tabel 3. Pada hasil
uji normalitas didapatkan hasil p>0.05 pada semua kelompok yang berarti semua data
kelompok penelitian berdistribusi normal. Uji homogenitas selanjutnya dilakukan dengan uji
Levene untuk melihat varians data, dari hasil uji didapatkan p>0.05 untuk keempat kelompok

sampel yang menunjukkan bahwa varians data homogen (tabel 5.5).

Tabel 5.5. Hasil uji normalitas kadar HBD-3 pada kelompok sampel.

Kelompok sampel Sig. (p)
Kelompok | 0.20
Kelompok 2 0.20
Kelompok 3 0.20
Kelompok 4
0.20
Tabel 5.6. Hasil uji Levene
Levene dfl df2 Sig. (p)
Statistic
412 3 58 .745

uji

[asil varippagdatagranghgmogen mcmcnglllsip@gﬂ;%% Héétﬁlr?tr?ﬁk‘r‘%a“.‘f‘ya dilakukan uji t sampel independen
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untuk melihat perbedaan kadar HBD-3 antara kclompok 1 dan 2, serta antara kelompok 3 dan 4
Diperoleh p=0.189 schingga p>0.05, berarti tidak terdapat berbedaan yang signifikan pada kadar HBD-
3 kelompok 1 dan 2. Pada kelompok 3 dan 4 didapatkan nilai p<0.05 yakni p=0.007 yang berarti ada
perbedaan yang signifikan pada kedua kclompok ini.

Tabel 5.7 Hasil signifikansi uji t sampel independen.

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
1 2 3 4

Sig.
0.189 0.007
()

Pada kelompok bebas karies dan berkaries dilakukan uji normalitas One-sampel Komogorov-
Smirnov untuk melihat distribusi data. Kelompok berbas karies ataupun berkaries didapatkan
nilai signifikansi normalitas skor BMI p<0.05 yang berarti tidak berdistribusi normal. Pada
nilai signifikansi kadar HBD-3 kelompok bebas karies dan berkaries diperoleh nilai p>0.05
yang berarti berdistribusi normal (tabel 5.8).

Tabel 5.8. Hasil uji normalitas skor BMI dan kadar HBD-3 kelompok bebas karies dan

berkaries.
Kadar
Kelompok | Skor BMI
HBD-3
sampel Sig. (p)
Sig. (p)
Bebas karies 0.008 0.20
Berkaries 0.015 0.20
LAPORAN PENELITIAN Ekspresi Peptida Antimikroba ... Retno Indrawati
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5.3 Hasil Tahun ke 2

Gambar 1 : hasil imunobloting

Gambar 2 : pembuatan poliklonal HBD1,2,3 pada hewan coba tikus wistar
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Gambar 3 : panen antibodi poliklonal, darah diambil dari ekor tikus

Gambar 5 : rencana pembuatan prototip depstik

LAPORAN PENELITIAN Ekspresi Peptida Antimikroba ...
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BAB 6
RENCANA TAHUN BERIKUTNYA

Hasil poliklonal antibody digunakan sebagai standard pembuatan dipstick diagnostic karies

gigi dan akan diajukan pada Penelitian Insinas

MILIK

' PERPUSTAKAAN

WaIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA

———
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Penelitian keseluruhan telah dianalisis melihat hubungan antar variabel (BMI, SES, pH
saliva, flow saliva, jumlah DMF-t sebelum dan setelah ditumpat, pada kelompok bebas karies
dan karies, menunjukkan adanya peningkatan kosentrasi HBD-1,2,3 saliva pada kelompok
karies dari pada kelompok bebas karies. Sehingga dapat disimpulkan bahwa HBD-1,2.3 saliva

bisa digunakan sebagai kandidat biomarker deteksi dini karies gigi

6.2. Saran
Diperlukan penelitian lanjutan Pembuatan rancangan Dipstick dari HBD-1,2 dan 3
untuk memperkuat dalam proses prognosa serta pencegahan karies gigi melalui marker deteksi

dini HBD 1,2,3 saliva

et

WMILIF
FERPUSTAKAAIN
JHIVERSITAS AIRLAN®®A !
SURABAYA

——————
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Pengambilan sampel saliva dan pengukuran BMI di SD Qommarudin

No. Deskripsi Kegiatan Foto Kegaiatan

1. | Pengambilan sampel saliva dari
anak yang telah di screening
kondisi tubuh secara umum dan
kondisi rongga mulut

2. | Pengisian kuisioner dan
pengukuran berat badan, tinggi
badan, lingkar kepala dan lingkar

pinggang
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3. | Perwatan pasien dengan Kriteria
inklusi penumpatan untuk
kemudian diambil ulang salivanya
setelah satu minggu penumpatan

Persiapan sampel saliva

No. Deskripsi Kegiatan Foto Kegaiatan

I. | Sampel saliva yang telah
terkumpul disimpan dalam lemari
pendingin dengan suhu -30 °C
hingga waktu pengujian sampel
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Sampel saliva yang akan
digunakan, dipindahkan dari
lemari pendingin dengan suhu -30
°C ke lemari pendingin dengan
suhu 4 °C kurang lebih selama 20
menit

Sampel saliva selanjutnya
ditowing dengan menggunakan
kedua telapak tangan hingga
konsistensi kembali menjadi cair

Sampel dipindahkan ke dalam
tabung eppendorf (1,5 ml)

Sampel disentrifugasi dengan
kecepatan 2400g selama 10 menit
dalam suhu -4 °C

LAPORAN PENELITIAN

Ekspresi Peptida Antimikroba ...
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Supernatan yang terbentuk
kemudian dipindahkan ke dalam
tabung eppendorf baru dengan
menggukan mikropipet

Sampel disimpan kembali dalam
lemari pendingin dengan suhu -30
°C hingga akan dilakukan
pengujian ELISA

Prosedur ELISA

No.

Deskripsi Kegiatan

Foto Kegaiatan

Sampel saliva yang akan digunakan
dikeluarkan dari lemari pendingin
kurang lebih 30 menit hingga
mencapai suhu ruang

ELISA kit yang akan digunakan
dikeluarkan dari lemari pendingin
kurang lebih 30 menit hingga
seluruh reagen bersuhu ruang
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Dilakukan fortex pada sampel agar
sampel homogen

Supernatan sampel saliva sebanyak
40ul dimasukan dalam well,
ditambah 10ul anti-DEFB3/HBD3
antibody, kemudian ditambah 50pl
streptavidin-HRP

Supernatan sampel dan reagen
dalam plate dicampur
menggunakan micromixer

LAPORAN PENELITIAN
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INTRODUCTION

The prevalence of dental caries in the workl
according o data Warkd Heatth Organizaticn (WHO)
, there are §0-90% of elementary school- chiddren
and nearly 100% of adults have cavities

Dental caries is an infection with multifactorial
causes that one of them may be affected by host

| factors such as salivary antimicrobial peptides

Unstimulated saifva was collected § mi with saita |
eollection tube [Safimetrics, USA), then added
Neal-P-49 (Sigma, St Louss, M0) detergent 0.1%,
and stored in 800C for further analysis. For the
analysis of level HSD1, hE02 and hBO2, saliva
diluted and then centrifuged twice at 15,000 rpm
for 10 pvin_ Safiva samples were tested by ELISA
(Salimetrics, USA} tests as per manufacturer's
instructions (Winteret al, 2012) Saliva sampling
was performed In the moming (310 am). pH saliva
were analyzed using a digital pH meter (Shenzhen
Youfu Cima) .[Janetel o, 2005)
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= hBD-2 and hBD-3 are peplides that appear when
induced by microorganisms or components of
proinflammatory cytokines TNF-g, FN-y, and IL.
1[10. This causes the levels of h80-2 and hBD-3
ta increase in the caries group compared with the
caries-free group (Hahn el 2, 2007, Jolyet ol
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RESULTS

|+ The ressits of K50-1.2 20d 3 caries and caries-bree chanters |

| muﬁhmwmmi

| Tesd, to sex ¥ the cala obtained were ncrmolly dntbuted i

| wach sample groep {Dental Carles l-nﬂl‘.ﬂshuni

| =I0), De sigrificance valot p> .65 then a groeps of

| research daty s nocmaly dstbuted,

« The median BED, b802 and HED3 saliva levels for the

| taries-fras group (n = 22} were .86 pg [ mi, 1.76 pg [ md and

¢ 153 pgiml and for B caries grovp (= M were S g |
md, .25 pq /oo and 485 pg /ml Moaning thal the Levels of

| hBOY, hBDZ aned hEDY did corelate with caries experence |

| ware sigréficantly p <001} The saliva pH inthe caries |
group patient was more ackic (8.0 + 6.5) than the cares-free

| eup pH{ES-T0 !

i

DISCUSSIOR

= Human Beta Defensin-1(hBD-1) secreted in salive
to inhibit normal flora such as Streplococcus
mutans from b ling opportmistic pathog
s0 in this study BBD-1 increased highest in the
caries group (0.5 pofml, to 5.26 poml), because it
Is responsibie for microorganisme thal cause
dental caries not become pathogen | virulent
{Hzhn ef af, 2000

CORCLUSIGN

the high saliva levels secretion hBO-1,2 and
3, can represent the immune response to
dental caries. It aiso can be used as a new
way to prevent dental caries and caries risk
assessment
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» pH of saliva in patients with dental caries was
mare acidic than pH of salfva of the control group.
This can be explained in accordance with the
study conducted by Takahashi et al (1999), that
the microorganism which are responsible for
caries have a favourable eavironment for growth
in an acidic pH such as Streplococcus mutans

grows at a pH of 5.5-7.9 (Jolye! al 2004; Andersoa, | B8

etal, 2001
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INTRODUCTION

The prevafence of dental canes i e worhd accondig o
Jata World Health Orpanizaion (WHOL | there are Sl-afs ol
clementary school- children and pearly 100% of adults have cavibies
tWHOD, 20120 Acoording 1o the Natonal Health and Nutnfion
Examination Surves (NHANES) i 19RO children aged 6%
vears had a prevalence of demtal canes and permanent tieth 6 12%
and the prevaience of untreated and permancnt unirestad permuancnt
torth by 3738% (WHO, 201 2; Ghazaler ul . 20169

boxternal and mternal factors affect cach other's condition in

the ol cavits  Ihet o aufritien o well as mechanical (3133
{loothbrushing) dre examples of exlernal factors, while aliva
uncluding pH and saliva flow rater DME levels nunber of

Streprococcus mutans, and ofal ITENUne syNenn e ome sxamples
of intermal factons in masintining ol copditons, becouse o balawed
ol cavity condition will maintin normel fom o the omd casvay,
whervas i conditions changs, normal flore may wm ww opporunistic
pathuogens, one of which s charsctenzed by dental canes (Beverive
af , 2008)

Dental caries s an mbection with muliitactonad vauses tha
one of them may be sfected by host actors sich as salivary
amtimictobial peptides. AMP 15 a natueal antimicrobian which s the
first hine of Jefense agains a wule spectrum of pathopens Human
twta defensin as pant of the AMP Pe very amportant in the o
cavity, where members of the microbial fom present at
fugh quantities (Heverls ol 2000

Human Beta Defensin (11D
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canes. the purpose o
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mi Mesning that the Fevels of hEEL RRDY and RIS did cormelate with canes expenence wore sig
S Sroup Patient was mere acidic 16U - 6.5 than the canes-ree eroup pH (6.9 - 70, Conclusion. From the results of this <tudy i can he

Tihwere S26 g ml 4 25 pp o ml and 485 pe
icantly {p <1001y The salivi pH in the

and 3 represent the amune responss to dental canes 10 also can be used as g new

Flimar ety Pretfensine ] (hHU- s constitutive, and seeves
cntmyp  commensal bactena lrom becoming opponuaistic,
whergss cxpression of AID-23 was induced by prosnflamimators
mediators sireh s 11 -1 ENFaz BN=2 ipopolysacchande (LIS ) and
are more cffective inst almwst all pathogens. These peplide has o
function in maintaming the level of commensal hacteria
(Reserty et @l 2005 Human beta  defensin acts as
chemoattractants for [ cshis, immature dendntic cells, B cells
neutrophils and macrophages in cnhancing adaptive immunity so that
the expression of saliva human beta defensin could have a role in
proteviing the touih structure from canes as well as protecting ol
qosa | Beverls 2006 Gash er gl 207
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MATERIALS AND METHOD
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wEvaluating Human beta defensin-2
in patients with chronic periodontal
whether treatment affected this process

Retno Indrawati, Erni Maduratna, Johan,
Seno Pradopo

APSP-GR-3Q

INTRORUCTION

Human B-defensins (HBDs) play an important role
in the oral cavity as a firstline defence against
gram-negative and gram-positive bacteria. The
modulation of the B-defensins expression in the oral
cavity can be orchestrated by receptors present in
the cell membrane that recognize certain molecular

patterns  associated to periodontal pathogens, | g

including Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, and Fusobacterium
nucleatum. Gingipains, trypsinlike proteases
produced by P. gingivalis, up-regulate HBD-2 mRNA
expression through protease-activated receptor-2
(PAR2) in gingival epithelial cells.

—

METHODRS

Salivary fluid samples were collected from
periodontally  healthy (Control) and  chronic
periodontitis patients. The data were collected twice,
at the first visit and four weeks later. The data
obtained are divided into four groups. The treatment
carried out in the control group was toothbrush
intructiction, .

LAPORAN PENELITIAN

where as in the periodontitis group were the’
toothbrush intructions coupled with scaling
and root planing. Salivary HBD-2 levels were!
analysed by ELISA. Data analysis result of
HBD-2 score was obtained by using statistic
test with 95% significance level (p<0,05) and

processed with SPSS programe version 18

f

There was a difference in scores of hBD-2 levels
for both groups in the Control and Periodontitis

. group. In the Ttest. p = 0.14 which means there:

was a statistically significant difference (p <0.05)
in both groups. Before and after therapy of
Periodontitis in the Periodontitis group was
0.09871 + 0.04422. Paired T-Test was tested

with p = 0.001 which means that there was [
statistically significant difference (p <0.005) for @&

hBD-2 levels in periodontitis patients before and
after therapy.

HBD-2 levels were higher in periodontitis group

than in controls group

Ekspresi Peptida Antimikroba ...

DISCUSSION

HBD-2 éx_;}-ression in normal orgi_e'pi'thefium is_cit_lel i

to the constant stimulation of the innate immune
response by commensal,non-pathogenic bacteria.
In periodontitis  patiens, the presence of
pathogenic bacteria will upregulation of HBD-2
expression at the gingival margin, in the inflamed
epithelium (Dale BA et al 2001)

In a recent study Increasese P.Gingivalis and TNF-
a were associated with increase production of
HBD-2 in chronic periodontitis. Periodontal
treatment significantly reduced HBD-2 levels in
chronic periodontitis patients associated with a
decrease in P. gingivalis

)
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Retno Indrawati, Muhammad Luthfi, Hendri Setiyobudi, Maretaningtias
Dwiariani, Dien Nisa Aulia,Tamima Izzat, Seno Pradopo

BACKGROUND = = e . RESULTS

Body Mass Index may also serve as an indicator to predict the occurrence
of a disease, including dental caries. The WHO data shows 60-90% children
suffered perforated teeth.Dental caries is the damage the surface of the teeth
due to imbalance in the process of demineralization and remineralization
with multifactorial etiology such as the presence of the substrate, agents,
and host response. One form of response to the first host in the oral cavity is
i the presence of antimicrobial peptides or antimicrobial peptides (AMP)
| which is contained in saliva and provide broad-spectrum defense against
1 pathogens.

: HBD -3 is the biomarkers response to lipopolysaccharide (LPS) bacteria,
| Peptidoglycan and lepoteichoic acid bacteria, proinflamasi mediator, as
{ well as interferon. Previous research showed that BMI is closely related to
| the number of cells are leukocytes, monocytes, neutrophils and total
il modulate immune system parameters. Adipose tissue in individuals with
| high BMI scores were producing many proinflamasi cytokines including
| TNF-a,1L-1,IL-6 and IL-8, which then affect the workings of the immune
{ system and stimulates the cells of theinnateimmune including HBD-3

S'a;mfll'e' SAMPLE  BMI SCORE HBD-:
Grour  X-SD(kg/m)  jovel

HBD-3 Levels
Groups

X - SD (ng/ml)
Group 1 3.366 - 0.892
Group 2 2.941 - 0.772
Group 3 3.262 - 0.742
Group 4 2.579 - 0.636

Caries-free  17.46- 3.60 3.153- 0.

Caries 17.05- 424 2920-09

Caries-free group show the value o
significance p = 0.199, p> 0.05
meaning there is no correlation
between the score and BMI levels o
HBD.-3. The value of significanc
| on the caries group p = 0.009
p<0.05 means there are correlatior
{ between BMI and score levels HBD
| 3 correlation coefficient r =-0443
shows connected upside down witl
{ the power relationships are,

correlation ||
Sig(p) coefficient [
(n

0.199 0.250

METHODS
This research is observational cross sectional
study. 62 student are prompted to fill in a

questionnaire for sampling, the measurements

of height, weight and condition of oral cavity
screening

Tao et al. (2005) stating that the b beta-defensins primarily HBD-3 lot of contained
the oral cavity on the infected spot and effectively to prevent the occurrence of bacter
| Infection of Streptococcus mutans, On the results of the research that has been done, shows th
| thereisa difference between the 3 levels of HBD caries-free group BMI<15 kg/m2 with carli
o = ( freegroup BMI = 16 kg/m2, the average levels of HBD-3 on group BMI<15 kg/m2 higher th:
Saliva samples from children aged [ the BMI = 16 kg/m2. However, there was no significant difference. This indicates that t
9 to 10 years as much as 62 in [ secretion of HBD-3 still occur in conditions free of caries, is supported by the opinjons
boarding schools Qemmarudin | Dhople (2006 ) reported that analysis using RT-PCR detect any HBD-3 on the mucosa of t

¢ || oralcavity and the saliva glands, inflammatory conditions or no infl Y, the exi ¢

Gresik.Children are Instructed not |8 (1 5.3 levelsis also caused due to the stimulation of focal Ibacteria,
to cat an hour before sampling. The Carles group BMI < 15 kg/m2 and a BMI 2 16 kg/m2, there is the difference in the levels
collecting whole saliva (5 ml) done | | HBD-3, average levels of HBD-3 on group BMI < 15 kg/m2 higher than group BMI> 16 kg/m
with the technique of passive droll [¥f Streptococcus mutans induces cell surface  TLR-2 along with TLR-1 or TLR-6 on 1]
at8-10in the morning, | eplthelium of the oral cavity, due to the presence of Peptidoglycan and lepotheicoic acid on tl
cell walls of bacteria, then mengaktifasi NF-KB to induce they produced cytokines TNF.
prolnflamation, IL-1 B, 1FN-y, IL-6, IL-8, which activate Innate Immune system and secre
HBD-3,

A A Y T T S

=T

HBD-3 levels in the sample is measured by ELISA using

Bioassay Technology Laboratory Human beta-defensins 3
ELISA kit. HBD-3 levels of testing done at the Institute of
Tropical Diseases University of Airlangga.

the results of the study can be seen that the average levels of HBD-3
saliva on caries-free group higher than caries group

# Khaled A, Mok d W5, Moustafa A ef al. 2016. The Associaton BetweenBody Mass Index and
Dental Caries: Cross-Sectional Study. J Clinic Med Res. 8 (2) pp. 147-152.

Tao R, Richard J, Juveric, Kimbery K, Coulton et al, 2005. Salivary

Antimicrobial Peptide Expression and Dental caries Expericnee in Children. Antimicrob Apents
Chemoter. 49 (9) 3883-85.

Dhoptle V, Krukemeyer A, Ramamoarthy A. 2006. Elsevier BBA-Biomembranes 1758 pp. 1499-
1512

Ekarat P. 2010. The role of salivary antimicrobial peptides in shaping Sterptocaccus mutans
ecology. University of lowa. lowa Research online pp:10-18.
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HUMAN B-DEFENSIN-1, 2 AND -3 IN SALIVA FOR STUDIES
OF INNATE IMMUNITY
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ABSTRACT

Background: Microbial infections will trigger proinflammatory cytokines and activate the
secrction of human beta deficiency (HBD) from the epithelial mucosa of the oral cavity and
salivary glands. The immunc system is affected by the Body Mass Index (BMI). The BMI
represents the condition of the structure of adipose tissue and blood vessels, which affect
the number of immune cells and cytokine production.

Purposc: To prove the Reclation between body mass index (BMI) with salivary HBD-3
secretion in children with caries and caries free.

Method: 5 ml of saliva from 9-10- year old elementary school students at Qommarudin
Gresik. collected without stimulation using passive droll techniques. Dental caries is
cxamined by mouth glass and sonde by the dentist to find out DMF-t samples (according to
WHO standards). HBD-3 titers were tested with bioassay ELISA kit laboratory technology.
Result; There was a relationship between BMI and HBD-3 levels in the caries group (p
<0.05, p = 0.009) with a medium level of association. HBD-3 levels in the caries group
showed significant differences (p <0.05, p = 0.007), but no significant differences in the
caries-free group (p> 0.05, p = 0.189).

Conclusion: Levels of HBD-3 sccretion in caries children are influenced by individual BMI
conditions.

Keywords: Innate immune system, proinflammatory cytokines, saliva defense, adiposa tissue
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