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RINGKASAN PENELITIAN

Periodontitis merupakan penyakit multifaktorial, etiologi periodontitis merupakan
interaksi antara plak gigi pada subgingiva yang mengandung bakteri patogen penyebab
periodontitis dan host. Etiologi utama penyakit pada jaringan periodontal adalah bakteri anaerob
fakultatif gram negatif yang terdapat di dalam lapisan biofilm subgingiva. Bakteri ini
mempunyai kemampuan untuk mengaktifkan mekanisme pertahanan host dalam memperbaiki
jaringan yang rusak tetapi dalam waktu yang bersamaan, bakteri ini akan memproduksi toksin
yang akan menghancurkan epitel dan struktur jaringan periodontal. Bakteri patogen penyebab
periodontitis dipengaruhi oleh kebersihan rongga mulut, adanya plak atau retensi makanan, dan
diet. Sedangkan host dipengaruhi oleh adanya faktor genetik yang menentukan respons imun
spesifik dan non spesifik, kebiasaan, faktor sosial dan fisik. Adapun bakteri utama penyebab
periodontitis agresif adalah Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans)
sedangkan bakteri predominan pada periodontitis kronis adalah Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis)

Elektrolisis merupakan proses pengolahan air yang akan menghasilkan dua bentuk air
berupa air bersifat basa (pH tinggi) dan air bersifat asam dan teroksidasi (pH rendah).
Electrolyzed Reduced Water (ERW) merupakan air yang bersifat alkalis, ERW memiliki pH
tinggi dan air yang teroksidasi (ORP) akan memiliki pH rendah. Dari beberapa penelitian yang
telah dilakukan terdahulu ERW mempunyai kemampuan sebagai anti kanker, menghambat
angiogenesis pada tumor dan efektif sebagai terapi pada penderita dengan Diabetes Mellitus.

Penggunaan ERW sampai saat ini masih belum banyak dipakai dibidang kedokteran gigi.
Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan analisis pengaruh dari penggunaan ERW terhadap
kesehatan jaringan periodontal pada kondisi periodontitis. Metoda yang dilakukan pada
penelitian ini adalah dengan melakukan analisis pada biomarker dari terjadinya kerusakan
jaringan periodontal, sehingga pada penelitian ini dilakukan pengamatan pada marker-marker
untuk reaksi inflamasi dan aktivitasnya terhadap kerusakan tulang alveolar. Dengan
dilakukannya penelitian ini akan memberikan kontribusi dari penggunaan ERW dalam

penatalaksanaan penderita periodontitis baik agresif maupun kronis.
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PRAKATA

Dengan mengucap syukur Alhamdulillah akhirnya laporan akhir penelitian yang berjudul
Kemampuan Electrolyzed Reduced Water pada Proses Inflamasi Jaringan dengan Periodontitis
pada pendanaan dari Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat Direktorat Jenderal
Penguatan Riset dan Pengembangan Kementerian Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi tahun
pertama dapat diselesaikan dengan baik. Penelitian ini  bertujuan untuk menganalisis
kemampuan pengaruh dari penggunaan ERW terhadap kesehatan jaringan periodontal pada
kondisi periodontitis. Metoda yang dilakukan pada penelitian ini adalah dengan melakukan
analisis pada biomarker dari tetjadinya kerusakan jaringan periodontal, sehingga pada penelitian
ini dilakukan pengamatan pada marker-marker untuk reaksi inflamasi dan aktivitasnya terhadap
kerusakan tulang alveolar. Pemeriksaan yang dilakukan pada penelitian ini meliputi kadar MDA
yang menunjukkan aktivitas ROS, jumlah osteoblas, jumlah osteoklas, ekspresi RANKL dan
OPG pada gigi dengan dan tanpa pergerakan ortodonti. Dengan dilakukannya penelitian ini akan
memberikan kontribusi dari penggunaan ERW dalam penatalaksanaan penderita periodontitis
baik agresif maupun kronis.

Terimakasih pada semua pihak yang telah membantu peneliti sehingga laporan penelitian
ini dapat diselesaikan dengan tepat waktu. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat
pada bidang kedokteran gigi khususnya untuk pengelolaan penderita periodontitis agresif dan

kronis.

Surabaya, 14 November 2018
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BAB 1. PENDAHULUAN - BURABAYA

1.1 Latar Belakang

Periodontitis merupakan penyakit multifaktorial, etiologi periodontitis merupakan
interaksi antara plak gigi pada subgingiva yang mengandung bakteri patogen penyebab
periodontitis dan host. Bakteri patogen penyebab periodontitis dipengaruhi oleh kebersihan
rongga mulut, adanya plak atau retensi makanan, dan diet. Sedangkan host dipengaruhi oleh
adanya faktor genetik yang menentukan respons imun spesifik dan non spesifik, kebiasaan,
faktor sosial dan fisik (Wolf et al., 2004). Penyebab utama keradangan gingiva pada periodontitis
adalah plak bakteri subgingiva meliputi bakteri obligat anaerobik gram negatif yaitu
Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Fusobacterium
nucleatum, Selenomonas dan Campylobacter serta fakultatif anaerob gram negatif seperti
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophaga dan Eikenella corrodens. Periodontitis
agresif berbeda dengan periodontitis kronis terutama pada : 1. kecepatan dan agresifitas penyakit
ini pada individu yang sehat, 2. tiadanya akumulasi dari plak atau kalkulus, 3. adanya riwayat
keluarga dan faktor genetik yang berpengaruh pada agresifitasnya (Novak, 2006). Pada tahap
awal terjadinya periodontitis, terjadi peningkatan PMN yang sekaligus akan meningkatkan
pengeluaran radikal bebas dalam proses fagositosis melawan infeksi. Pasien dengan penyakit
periodontal mempunyai kadar PMN yang tinggi dan ROS yang berlebihan yang akan
menyebabkan destruksi jaringan gingiva, ligamen periodontal dan tulang alveolar melalui
berbagai cara termasuk merusak DNA dan merangsang pembentukan sitokin proinflamasi. Hal
ini sekaligus menjelaskan bahwa keterlibatan ROS yang berlebihan berkaitan dengan kerusakan
jaringan periodontal.
Electrolyzed Reduced Water (ERW) merupakan air yang bersifat alkalis, ERW tidak hanya
memiliki pH tinggi dan ORP rendah, tetapi juga mengandung beberapa ion magnesium. lon
magnesium ini terbukti efektif untuk pencegahan berbagai penyakit (Sander, 2003). Magnesium
di ERW memberi kontribusi pada efek antikanker. ERW akan menghambat angiogenesis pada
tumor. Pada penelitian terdahulu didapatkan ERW memberikan keterlambatan pertumbuhan
tumor dan rentang hidup akan diperpanjang secara signifikan. ERW juga menunjukkan
penghambatan metastasis dengan mengurangi jumlah koloni sel kanker. Jumlah spesies oksigen
reaktif (ROS) sangat berkurang ketika diberi asupan dengan ERW. Bahkan untuk tikus normal,
asupan ERW akan merangsang keluarnya sitokin sistemik, seperti, Th1 (IFN-y, IL-12) dan Th2

8
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(IL-4, IL-5), hal ini menunjukkan efek immunomodulasi yang kuat. Air dapat mencapai pada
setiap jaringan tubuh manusia dalam waktu 30 menit setelah minum. Bahkan mengalir melalui
darah ke otak tanpa penghalang, dan hampir tidak ada efek samping. ERW merupakan cara yang
ideal untuk menjaga kesehatan. Sampai saat ini penggunaan ERW masih belum banyak dipakai
di bidang kedokteran gigi, oleh karena itu peneliti akan melakukan penelitian tentang
penggunaan ERW ini khususnya dibidang kedokteran gigi agar dapat memberikan kontribusi
untuk tindakan preventif atau kuratif pada penyakit di bidang kedokteran gigi. Pada penelitian ini
akan dilakukan analisis dari pemberian asupan ERW pada kasus periodontitis kronis dan agresif

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

yang prevalensinya tampak semakin meningkat.

1.2 Rencana Target Capaian Tahunan

LAPORAN PENELITIAN KEMAMPUAN ELECTROLYZED REDUCED WATER

No. | Jenis Luaran Indikator Capaian
TS' TS+1 TS+2
1 Publikzzisi Internasional reviewed | Accepted/published | Accepted/published
limiah Nasional reviewed | Accepted/published | Accepted/published
Terakreditasi
2 | Pemakalah Internasional terdaftar terdaftar sudah dilaksanakan
?ﬂ?:‘hgem“ Nasional terdaftar | sudah dilaksanakan | sudah dilaksanakan
ilmi
3 | Invited speaker | Internasional
dalam temu -
iimiah? Nasional
4 | Visiting Internasional
Lecturer’
5 | Hak Kekayaan | Paten
Intelelgtual Paten sederhana
(HKI) Hak cipta
Merek Dagang
Rahasia Dagang
Indikasi Geografis
Perlindungan
varietas tanaman
Perlindungan
topografi sirkuit
terpadu
6__| Teknologi Tepat Guna’
7 | Model/Purwarupa/Desain/Karya
seni/Rekayasa Sosial®
8 | Buku Ajar (ISBN)’ draft draft Editing/ sudah terbit
9 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT)
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2.1 PERIODONTITIS

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi kronik rongga mulut yang umum dijumpai.
Penyakit ini ditandai dengan destruksi jaringan lunak dan jaringan tulang rongga mulut.
Klasifikasi penyakit periodontal berdasarkan International Workshop for a Classification of
Periodontal Disease and Conditions, 1999 didasarkan pada macam infeksi atau respon host.
Semua klasifikasi tergantung pada lama dan kecepatan kerusakannya. Kategori I dan II
merupakan penyakit periodontal dengan prevalensi yang tinggi. Kategori I meliputi penyakit
gingival, dan kategori II terdiri dari bentuk periodontitis kronis.

Periodontitis didefinisikan sebagai penyakit inflamasi pada jaringan penyangga gigi yang
disebabkan oleh mikroorganisme spesifik atau sekelompok mikroorganisme, schingga
menghasilkan kerusakan pada jaringan periodontal dan tulang alveolar dengan adanya
pembentukan poket, resesi gingiva atau keduanya. Secara klinis periodontitis ditandai dan dapat
dideteksi dengan kehilangan perlekatan jaringan periodontal diikuti dengan pembentukan poket
periodontal dan tingginya resorbsi tulang alveolar (Novak, 2006).

Periodontitis kronis banyak ditemukan pada orang dewasa, namun istilah kronis tidak
berarti tidak dapat disembuhkan. Periodontitis agresif (lokal atau general) digolongkan dalam
kategori III meliputi kerusakan yang berat tetapi tidak tergantung pada usia. Kategori ini
termasuk early onset periodontitis (prepubertal, juvenile, dan periodontitis progresif). Kategori
IV adalah yang dikaitkan dengan penyakit sistemik, kategori V dengan abses, kategori VI
periodontitis yang dihubungkan dengan lesi endodontik dan kategori VII dengan perubahan
bentuk (Armitage, 2002).

Menurut American Academy of Periodontology pada tahun 2000 periodontitis
diklasifikasikan menjadi periodontitis kronis, periodontitis agresif dan periodontitis sebagai
manifestasi penyakit sistemik yang dapat dilihat pada tabel 2.1. Karakteristik periodontitis
agresif adalah perkembangan penyakit yang berjalan cepat pada individu sehat, tidak terdapat
akumulasi plak dan kalkulus dalam jumlah banyak, dan sering terjadi dalam satu keluarga yang
mengindikasikan bahwa faktor genetik berperan pada penyakit ini (Newman ef al., 2006)

10
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Tabel 2.1 Klasifikasi periodontitis menurut American Academy of Periodontology

(Thomas,2004)
i Classification of periodontitis (American Academy of Periodontology, 2000)
IClassification Strata Description
(Agressive Periodontitis An otherwise clinically healthy patient

-Rapid attachment loss and bone destruction
-Amount of microbial deposits inconsistent with
-Familial aggregation of diseased individuals
|Chronic periodontitis Amount of destruction consistent with local factors
-Slow to moderate rate of progression
-prevalent in adults but can occur in
children-Possibly modified by systemic
diseases(diabetes) environmental factors(cigarette smoking)
Periodontitis associated with systemic disease -Hematologic disorders
é:ﬁ.imd neutropema

Papillon-Lefevre syndrome
Chediak-Higashi syndrome

Familial and cyclic neutropenia
Leukocyte adhesion deficiency syndrome

Dahulu penyakit periodontitis agresif disebut sebagai periodontosis karena etiologinya
masih belum diketahui dengan jelas, diduga berkaitan dengan faktor genetik dan keberadaan
bakteri A.actinomycetemcomittans. Keberadaan bakteri A.actinomycetemcomitans ditunjukkan
dengan bukti-bukti sebagai berikut (Newman ef al., 2006) :

1. A.actinomycetemcomitans dominan pada penyakit periodontitis agresif dengan frekuensi
sekitar 90 % dibanding pada periodontitis kronis hanya 21 % dan pada individu sehat sekitar
17 %.

2. Penyakit periodontitis agresif sering dihubungkan dengan peningkatan bakteri
A.actinomycetemcomitans.

3. Pada pemeriksaan kilnis ada hubungan antara penurunan jumlah  bakteri
A.actinomycetemcomitans dengan keberhasilan perawatan.

4. A.actinomycetemcomitans mempunyai sejumlah faktor virulensi yang membantu
progresifitas penyakit.

Periodontitis merupakan penyakit multifaktorial, etiologi periodontitis merupakan
interaksi antara plak gigi pada subgingiva yang mengandung bakteri patogen penyebab
periodontitis dan host. Bakteri patogen penyebab periodontitis dipengaruhi oleh kebersihan
rongga mulut, adanya plak atau retensi makanan, dan diet. Sedangkan host dipengaruhi oleh
adanya faktor genetik yang menentukan respons imun spesifik dan non spesifik, kebiasaan,
faktor sosial dan fisik (Wolf ef al., 2004). Etiologi periodontitis dapat dilihat pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Etiologi periodontitis yang merupakan penyakit multifaktorial (Wolf er a.1, 2004)

Penelitian terdahulu pada beberapa dekade ditujukan pada identifikasi bakteri patogen

pada jaringan periodontal. Kriteria klasik yang digunakan untuk identifikasi bakteri patogen

adalah postulat Koch tetapi sulit untuk diterapkan pada penyakit periodontal.  Alasan

kesulitannya meliputi ketidakmampuan untuk melakukan penanaman bakteri yang berhubungan

dengan penyakit ini, adanya bakteri suspek patogen pada individu sehat, kesulitan untuk

identifikasi dan penanaman pada daerah dengan penyakit yang progresif aktif dan kurangnya

model hewan coba untuk penelitian periodontitis. Sebagai alternatif menempatkan kriteria untuk

menentukan bakteri patogen pada jaringan periodontal terdiri dari hal-hal di bawah ini :

1.
2,

Berhubungan dengan penyakit ini didasarkan pada peningkatan jumlah bakteri patogen.
Pengurangan atau penurunan jumlah bakteri patogen pada tempat yang diterapi ditunjukkan
dengan kembali pada keadaan sehat secara klinis.

Adanya respons dari /ost terhadap bakteri patogen yaitu imunitas humoral dan selular.
Adanya faktor  virulensi dari  bakteri yang berpotensi  menyebabkan
kerusakan jaringan periodontal. Sesuai dengan kriteria diatas, dua bakteri periodontal A.
actinomycetemcomitans dan P. gingivalis merupakan bakteri utama yang berperan pada
periodontitis. (Haake er al, 2006). Gambar 2.8 dan 2.9 menunjukkan patogenesis

12
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periodontitis. Perbedaan periodontitis kronis dan periodontitis agresif dapat dilihat pada
tabel 2.2

Tabel 2.2 Perbedaan periodontitis kronis dan agresif

No. Periodontitis Kronis Periodontitis Agresif
1. | Terjadi pada orang dewasa, namun dapat | Biasanya terjadi pada pasien yang
juga terjadi pada anak-anak. secara klinis sehat.
2. | Jumlah kerusakan tulang sebanding Jumlah deposit mikroba tidak
dengan faktor lokal. sebanding dengan keparahan penyakit.
3. | Berhubungan dengan beberapa pola Terdapat hubungan keluarga pada
mikroba. pasien yang menderita periodontitis
agresif.
4. | Biasanya ditemukan kalkulus subgingiva. | Area penyakit diinfeksi oleh
Penyebab utama adalah bakteri Aggregatibacter
Porphyromonas gingivalis actinomycetemcomitans.
5. | Proses perkembangan penyakit yang Kerusakan tulang dan kehilangan
lambat-sedang dengan kemungkinan perlekatan yang cepat.
adanya masa periode cepat.
6. | Dapat dimodifikasi atau berhubungan Lokalisata :
dengan : Terjadi pada usia sekitaran pubertas.
Penyakit sistemik seperti DM dan HIV. | Lokalisata pada molar pertama dan
Faktor lokal yang mempengaruhi insisivus dengan kehilangan
terjadinya periodontitis. perlekatan pada paling sedikit dua gigi
Faktor lingkungan seperti merokok dan | permanen, yang salah satunya adalah
stress emosional. molar pertama.
Respon serum antibody yang sehat
terhadap agen infeksi.
7. | Dapat disubklasifikasikan menjadi : Generalisata :
Lokalisata : melibatkan <30% gigi yang | Biasanya terkena pada pasien yang
terlibat. berusia dibawah 30 tahun, walau dapat
Generalisata : melibatkan >30% gigi juga terjadi pada pasien yang lebih
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yang terlibat. tua.
Ringan : 1-2 mm clinical attachment Generalisata melibatkan paling
loss. sedikit tiga gigi permanen selain molar

Sedang : 3-4 mm clinical attachment pertama dan insisivus.
loss. Respon serum antibodi yang kurang

Berat : >5 mm clinical attachment loss. | terhadap agen infeksi.

8. Terdapat keabnormalan pada fungsi
fagosit.

9. Makrofag yang hiperresponsif,
menghasilkan peningkata PGE; dan
IL-1B.

(Newman et al.,2012)

2.2 PERIODONTITIS AGRESIF
Periodontitis agresif diketahui dari periodontitis kronis dengan tiga (3) faktor utama yaitu :
1. Keparahan penyakit tidak konsisten dengan keberadaan faktor lokal yaitu plak dan kalkulus
2. Kerusakan jaringan secara progresif berlangsung cepat
3. Sering terdapat pola kekerabatan pada keberadaan periodontitis agresif, faktor genetik
berperan signifikan pada kepekaan penyakit ini (Haake ef al., 2006)

Periodontitis agresif paling banyak dihubungkan dengan A.actinomycetemcomitans, penderita
dengan periodontitis agresif menunjukkan abnormalitas PMN, atau respons berlebihan dari
makrofag yang menghasilkan peningkatan mediator yang menyebabkan kerusakan jaringan,
seperti prostaglandin dan IL-1p.
Periodontitis agresif dikelompokkan menjadi dua (2) kelompok yaitu :

1. Periodontitis lokal (Localized Aggressive Periodontitis / LAP)

2. Periodontitis agresif menyeluruh (Generalized Aggressive Periodontitis / GAF)
LAP banyak dijumpai pada awal masa pubertas dan meliputi pada gigi I} dan M;, dan
menunjukkan respons antibodi yang tinggi pada penderita dari infeksi bakteri ini. GAP biasanya
ditemukan pada penderita dibawah usia 30 tahun dan meliputi paling sedikit 3 gigi lain selain
gigi I, dan M, , pada penderita menunjukkan respons antibodi yang rendah karena infeksi bakteri
ini. Pemeriksaan radiologis pada LAP memperlihatkan adanya kerusakan tulang alveolar arah
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vertikal dan spesifik berupa gambaran busur panah pada area apeks I, atau M,. Pada GAP sangat
bervariasi tergantung pada luas kerusakan yang terjadi, terlihat kerusakan tulang parah pada
sejumlah gigi, hingga kerusakan tulang yang lanjut dan mengenai sebagian besar atau hampir
seluruh gigi. Kerusakan tulang alveol pada periodontitis agresif sangat cepat, penelitian
terdahulu menunjukkan kerusakan yang semula seluas 25%, dalam periode 9 bulan menjadi
60%. Sebagai pembanding kerusakan tulang alveolar yang umum terjadi pada individu dengan
jaringan periodontal sehat adalah sebesar 0,1 - 0,2 mm dalam periode waktu 1 tahun ( Meyer ef
al., 2004; Newman et al., 2006; Kinane et al., 2007).

Periodontitis agresif berbeda dengan periodontitis kronis terutama pada : 1. kecepatan
dan agresifitas penyakit ini pada individu yang sehat, 2. tiadanya akumulasi dari plak atau
kalkulus, 3. adanya riwayat keluarga dan faktor genetik yang berpengaruh pada agresifitasnya
(Novak, 2006).

Faktor genetik dan suku bangsa dipercaya memegang peranan penting pada terjadinya

kelainan periodontitis agresif ini. Angka kejadian pada orang Afrika menunjukkan bahwa
mereka rentan terhadap terjadinya periodontitis agresif yaitu sebesar 10% dan merokok
merupakan faktor resiko terjadinya kelainan ini (Levin et al., 2006).
Terapi pada periodontitis agresif non bedah dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu terapi
yang ditujukan pada komponen dan produk bakteri, dengan melakukan mekanikal terapi dengan
pemberian antimikroba atau antiseptik, terapi yang ditujukan pada host diberikan preparat anti
inflamasi non steroid (NSAID) untuk jaringan periodontal.

2.3 PERIODONTITIS KRONIS

Periodontitis kronis merupakan penyakit peradangan pada jaringan periodontal yang
disebabkan terutama oleh bakteri spesifik pada subgingiva, yang dapat menimbulkan respon
inflamasi gingiva, dan berlanjut ke struktur jaringan penyangga gigi yaitu sementum,
ligamentum periodontal dan tulang alveolar. Keadaan ini mengakibatkan hilangnya perlekatan
gingiva dan terjadinya kerusakan tulang alveolar lebih dalam, pembentukan poket periodontal,
migrasi patologis yang menimbulkan diastema, dan kegoyangan gigi yang dapat berakibat
tanggalnya gigi (Newman, 2012). Penyebab utama keradangan gingiva pada periodontitis adalah
plak bakteri subgingiva meliputi bakteri obligat anaerobik gram negatif yaitu Porphyromonas

gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Fusobacterium nucleatum,
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Selenomonas dan Campylobacter serta fakultatif anaerob gram negatif seperti Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga dan Eikenella corrodens. Periodontitis kronis
merupakan inflamasi pada jaringan periodontal dengan prevalensi terbanyak pada penderita
dewasa pada usia diatas 35 tahun tetapi dapat juga dijumpai pada anak-anak. Periodontitis
kronis dihubungkan dengan plak dan kalkulus, tetapi pada umumnya tingkat pengembangan
penyakitnya lambat atau sedang dan kecepatan kerusakan jaringan periodontal dan tulang
alveolar dapat diamati. Kecepatan kerusakan yang terjadi pada periodontitis kronis kemungkinan
disebabkan oleh faktor lokal, sistemik, atau faktor lingkungan yang mempengaruhi interaksi
kondisi normal dari host dengan bakteri.

2.4 KERUSAKAN JARINGAN PERIODONTAL PADA PERIODONTITIS
2.4.1 Mekanisme Inflamasi Pada Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal adalah penyakit yang bersifat multifaktorial. Salah satu etiologinya
adalah adanya reactive oxygen species yang distimulasikan oleh antigen bakteri. Etiologi utama
penyakit periodontal adalah bakteri anaerob fakultatif gram negatif yang terdapat di dalam
lapisan biofilm subgingiva. Bakteri ini mempunyai kemampuan untuk mengaktifkan mekanisme
pertahanan pejamu dalam memperbaiki jaringan yang rusak tetapi dalam waktu yang
bersamaan, bakteri ini akan memproduksi toksin yang akan menghancurkan epitel dan struktur
jaringan periodontal. Bila organisme terpapar dengan serangan bakteri, hal tersebut akan memicu
respons imun antara patogen bakteri dan pejamu. Bakteri tersebut akan menyebabkan pelepasan
sitokin seperti interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-o. lpha (TNF-a ), sehingga
meningkatkan jumlah produksi polimorfonuklear leukosit (PMN). Leukosit adalah sel pertama
yang akan melawan bakteri patogen yang menyerang jaringan periodonsium. Pada tahap awal
terjadinya periodontitis, terjadi  peningkatan PMN yang sekaligus akan meningkatkan
pengeluaran radikal bebas dalam proses fagositosis melawan infeksi. Pasien dengan penyakit
periodontal mempunyai kadar PMN yang tinggi dan ROS yang berlebihan yang akan
menyebabkan destruksi jaringan gingiva, ligamen periodontal dan tulang alveolar melalui
berbagai cara termasuk merusak DNA dan merangsang pembentukan sitokin proinflamasi. Hal
ini sekaligus menjelaskan bahwa keterlibatan ROS yang berlebihan berkaitan dengan kerusakan
jaringan periodonsium. Proses inflamasi dapat menyebabkan destruksi jaringan periodonsium.

Pada awalnya, PMN yang diproduksi memiliki peran protektif terhadap jaringan periodonsium.
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Namun PMN yang secara fungsional diaktifkan akan menunjukkan peningkatan produksi radikal
bebas. Produksi prostaglandin juga meningkat karena stimulasi dari bakteri patogen gram
negatif. Dalam mencapai kestabilan antara inflamasi dan sistem kekebalan tubuh, bakteri
patogen secara langsung juga telah menyebabkan kerusakan pada jaringan periodonsium. Enzim-
enzim seperti collagenase, hyaluronidase dan elastase juga turut berperan dalam kerusakan sel
dan jaringan periodonsium sebagai efek dari mekanisme kerja dari enzim tersebut sehingga
dalam hal ini dapat disimpulkan bahwa sistem imun, fagositosis maupun enzim merupakan
faktor yang menyebabkan terjadinya inflamasi sehingga menimbulkan destruksi terhadap
jaringan periodontal. Mekanisme inflamasi pada penyakit periodontal ini dapat ditunjukkan
dalam gambar 2.2

» Antigen
Endotoksin
Aktivitaskomplemen,
Kerusakan jaringan Mediator Inflamasi
secara '0"!'5008 dansifokin -» Respon Imun
; Xompleks
metabolisme, imun 1gG
Collagenases : . dan igM
Hyaluronidase (m
Chondroitin sulphatase
itosi
Upopolysaccharide Fagos t_os s

Leukotoxin

AN

(Supresi T-sel i(-1,PGE-2 Radikal
Imunoglobulin Proteases oksigen, TNF.LTB-4,
(Proteases komplemen + | Enzimlisosom, ResptorL-1 :
matrix metaloproteinases ~ Mekanisme
Antioksidan -

Destruktif

Pericdontitis,

Kerusakan
janngan

Gambar 2.2 Mekanisme inflamasi pada penyakit periodontal
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2.5 ELECTROLYZED REDUCED WATER(ERW)

Mineral tertentu dapat menghasilkan electrolyzed reduced water (ERW) dengan pH tinggi
dan potensial oksidasi-reduksi (ORP) rendah ketika dilarutkan dalam air. (ERW) menunjukkan
efek antikanker yang signifikan. Ketika sel-sel melanoma B16 diinokulasi secara subkutan dan
intra-peritoneal dan tikus diberi makan dengan ERW menunjukkan keterlambatan pertumbuhan
tumor dan rentang hidup diperpanjang secara signifikan. ERW juga menunjukkan
penghambatan metastasis dengan mengurangi jumlah koloni melanoma B16 ketika disuntikkan
melalui vena ekor. Jumlah spesies oksigen reaktif (ROS) sangat berkurang ketika diberi makan
dengan ERW kecuali pada limpa, yang merupakan organ utama untuk kekebalan. Bahkan untuk
tikus normal, asupan ERW akan merangsang keluarnya sitokin sistemik, seperti, Th1 (IFN-y, IL-
12) dan Th2 (IL-4, IL-5), hal ini menunjukkan efek immuno-modulasi yang kuat kuat. Efek
ROS dan efek immunomodulasi akan bertanggung jawab untuk efek antikanker ERW (Lee ef
al..2010) ERW dengan pH tinggi dan potensi redoks negatif yang signifikan memiliki aktivitas
seperti SOD dan aktivitas seperiti katalase dan dengan demikian akan mengeluarkan ROS dan
melindungi DNA dari kerusakan oleh radikal oksigen in vitro. ERW sebenarnya bertindak
sebagai  antioksidan dan  melindungi DNA  dari kerusakan, asupan ERW
menunjukkan efek antikanker. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Hofman dan Shah pada
tahun 200 dan 2002 menunjukkan efek antikanker dari ERW. Asupan ERW memperlambat
pertumbuhan  tumor, dan  menghambat metastasis  intravena,  menyebabkan
berkepanjangan tikus akan mempunyai rentang hidup yang panjang pada saat disuntik dengan
sel melanoma B16. Sel melanoma B16 merupakan salah satu tumor yang paling sering di
manusia dan ditandai oleh kapasitas tinggi untuk invasi dan metastasis. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa ERW tidak hanya bertindak sebagai antioksidan, tetapi juga bertindak
sebagai immnuo-moduator kuat, keduanya bertanggung jawab untuk antikanker. Dengan
demikian, ERW diharapkan efektif untuk berbagai penyakit akibat kekebalan rendah dan / atau
spesies dengan oksigen reaktif tinggi serta untuk pencegahan kanker (Hofmann ef al., 2000 ;
Shah et al., 2002).

ERW tidak hanya memiliki pH tinggi dan ORP rendah, tetapi juga mengandung
beberapa ion magnesium. Ion magnesium ini terbukti efektif untuk pencegahan berbagai
penyakit (Sander, 2003). Magnesium di ERW memberi kontribusi pada efek antikanker. Air

mencapai setiap jaringan tubuh manusia dalam waktu 30 menit setelah minum. Bahkan mengalir
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melalui darah ke otak tanpa penghalang, dan hampir tidak ada efek samping. ERW merupakan

cara yang ideal untuk menjaga kesehatan.
Cara kerja alat penghasil ERW dapat dilihat pada gambar 2.3 di bawah ini.
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Gambar 2.3 Skema dari sistem elektrolisis air untuk menghasilkan ERW

Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya adalah :
1. Menganalisis pengaruh electrolyzed reduced water pada beberapa indikator inflamasi pada

kondisi periodontitis agresif dan kronis yaitu dengan melakukan pemeriksaan pada jumlah
beberapa sel radang

2. Menganalisis pengaruh electrolyzed reduced water pada aktivitas ROS pada kondisi
periodontitis agresif dan kronis dengan melakukan mengukuran kadar MDA

3. Menganalisis pengaruh penggunaan electrolyzed reduced water pada terjadinya kerusakan
tulang di jaringan periodontal pada kondisi periodontitis agresif dan kronis dengan
melakukan pengukuran jumlah osteoblas dan osteoklas.
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BAB 3 : TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:

1. Menganalisis pengaruh electrolyzed reduced water pada proses inflamasi pada
kondisi periodontitis

2. Menganalisis pengaruh electrolyzed reduced water pada jumlah osteoblas dan
osteoklas, ekspresi RANKL dan OPG pada kondisi periodontitis

3. Menganalisis pengaruh electrolyzed reduced water pada aktivitas ROS pada kondisi
periodontitis

4. Menganalisis mekanisme pengaruh penggunaan electrolyzed reduced water
terhadap terjadinya kerusakan jaringan periodontal dan tulang alveolar pada kondisi

periodontitis

3.2 Manfaat Penelitian:

Dengan mengetahui kemampuan electrolyzed reduced water terhadap biomarker
kerusakan jaringan periodontal pada kondisi periodontitis agresif dan kronis maka
diharapkan electrolyzed reduced water akan dapat dipergunakan sebagai salah satu material
untuk pengelolaan penderita periodontitis agresif dan kronis yang prevalensinya semakin

meningkat.

!

HILIK
FERPUSTAKAAN
UHIVERSITAS AIRLANGSA |
SURABAYA
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] WILIK
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BAB 4. METODE PENELITIAN SURABAYA

4.1 Kultur bakteri A.actinomycetemcomitans serotipe b strain Y4 ATCC 43718

Stok bakteri dari A.actinomycetemcomitan serotipe b strain Y4 ATCC 43718 dilakukan
penanaman ulang pada media Luria Berthani (LB) selama 2 / 3 hari sehingga tampak gambaran
morfologi dari bakteri tersebut (dibuat dalam 2 plat agar). Mempersiapkan kultur
A.actinomycetemcomitans masing-masing sebanyak 200 pl untuk 3 kelompok hewan coba (30
ekor tikus) sehingga dipersiapkan kultur minimal sebanyak 5 ml dengan kepadatan

A.actinomycetemcomitans adalah sebesar 10*

4.2 Kultur bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

Bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 ditumbuhkan dalam media yang
mengandung tryptic soy broth (TSB). Kemudian diinkubasi dalam suasana anaerob selama 24
jam. Selanjutnya ditanam dalam media blood agar yang mengandung hemindan vitamin K.
Dimasukkan dalam inkubator anaerob selama 24 jam pada suhu 37°C. Koloni terbesar
dipindahkan dalam medium cair yang mengandung thioglikolat, kemudian diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C dalam suasana anaerob. Setelah itu ditambahkan PBS, kemudian dengan

spektrofotometri panjang gelombang 624 nm, dibuat konsentrasi bakteri sebanyak 1X10° cfu.

4.3 Persiapan Electrolyzed Reduced Water

ERW adalah air dengan pH tinggi yang diproduksi oleh suatu alat dengan potensial
reduksi oksidasi, 600 mV; PH 10 yang disiapkan oleh electrolyzing air ultra murni yang
mengandung 0.002M NaOH pada 100 V selama 60 menit menggunakan perangkat electrolyzing
dilengkapi dengan elektroda titanium berlapis platinum (TI-200s, Nihon Potong Co, Osaka,
Jepang), dan biasanya mengandung 0,2 ppb Pt Nps ketika diuji dengan ICP-MS spektrometer
(data tidak dipublikasikan). Sebuah jenis batch electrolyzing perangkat yang digunakan. Alat ini
terdiri dari 4-1 mm vessel dengan lebar tertentu, (panjang :190 -210 mm,  tinggi : 40 mm)
dibagi dengan membran semipermeabel (lebar 190 mm, tinggi 130 mm, 0,22 mm ketebalan, pori
ukuran tidak diungkapkan, Yuasa Membran Sistem Co, Osaka Jepang). Dua elektroda (lebar70
mm, panjang 110 mm) yang ditempatkan pada jarak 55 mm dari setiap sisi membran

semipermeabel.
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4.4 Induksi bakteri A.actinomycetemcomitans serotipe b strain Y4 ATCC 43718

Induksi bakteri A.actinomycetemcomitans serotipe b strain Y4 ATCC 43718 dilakukan
pada daerah intrasulkuler di bagian bukal molar kanan atas tikus Wistar dan dilakukan sesuai
metode Dumitrescu, 2006. Dosis yang diberikan untuk mendapatkan kondisi periodontitis agresif
adalah sebesar 100 pg/ml selama 7 hari sehingga didapatkan gejala yang nyata.

4.5 Induksi bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 pada tikus Wistar

Induksi bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 dilakukan pada daerah
intrasulkuler di bagian bukal molar kanan atas tikus Wistar dan dilakukan sesuai metode
Dumitrescu, 2006. Dosis yang diberikan untuk mendapatkan kondisi periodontitis kronis adalah
sebesar 50 pg/ml selama 7 hari sehingga didapatkan gejala yang nyata.

4.6 Pemberian Electrolyzed Reduced Water pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis

dan agresif

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah Tikus Wistar yang dibagi dalam 4
kelompok, masing-masing kelompok 10 ekor tikus. Pada kelompok 1 merupakan kelompok
periodontitis kronis dan diberi minum dengan air mineral, kelompok ke-2 merupakan kelompok
dengan periodontitis kronis dan diberi minum dengan Electrolyzed Reduced Water dan
kelompok ke-3 adalah kelompok dengan periodontitis agresif dan diberi minum dengan air
mineral dan kelompok ke-4 adalah kelompok dengan periodontitis agresif dan diberi minum
dengan Electrolyzed Reduced Water. Asupan air mineral dan ERW diberikan sesuai dengan
kebutuhan air minum sehari-hari untuk tikus Wistar umur 2 bulan dengan berat badan berkisar
200-300 gram. Asupan air yang diberikan sebesar 8-11 ml/100 BB per hari.

4.7 Pemeriksaan jumlah osteoblas dan osteoklas pada jaringan tulang alveolar
dengan proses Pewarnaan Hematoxilen-Eosin
a. Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit.
b. Kemudian diwarnai dengan hematoxilen selama 10 menit.
c. Setelah itu, direndam dalam tap water selama 10 menit.
d. Kemudian dibilas dengan dH,O.
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e. Dilakukan dehidrasi dengan alkohol berseri 30% dan 50% masing-masing selama 5

menit.

=@ o

-
.

Kemudian diwarnai dengan larutan Eosin selama 3 menit.

Setelah itu dibilas dengan alkohol 30%.

Dicuci dengan dH,0 selama 5 menit dan dikering anginkan.

Kemudian dilakukan mounting dengan entelan dan tutup dengan cover glass.

4.8 Pemeriksaan ekspresi RANKL dan OPG dengan tehnik Imunohistokimia
Imunohistokimia merupakan metoda yang digunakan untuk mendeteksi adanya Ag-Ab
tertentu baik pada bahan yang berupa cairan maupun bahan yang berupa jaringan atau sel. Pada

penelitian ini metode imunohistokimia untuk pemeriksaan ekspresi osteokalsin dengan tahapan

sebagai berikut :

1. Tahapan pembuatan sediaan histopatologi menurut metode Humason, 1972 yang dikutip dari
Sudiana, (2005).

2. Metode penghitungan terhadap hasil pewarnaan imunohistokimia menurut Soini et al., 1998;
Pizem and Cor, (2003).

Tahapan teknik imunohistokimia untuk pengamatan tersebut adalah:

1. Pembuatan sediaan parafin blok

a.
b.

C.

Jaringan dicuci dengan PBS 3-5 x untuk membersihkan dari kontaminan.

Kemudian difiksasi pada formalin 10%.

Setelah itu dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%,
80%, 96% dan absolut) masing-masing 60 menit.

Dilakukan Clearing menggunakan xilol 2 kali masing-masing 60 menit.

e. Kemudian dilakukan infiltrasi dengan parafin lunak selama 60 menit pada suhu 48°C.

Kemudian dilakukan block dalam parafin keras pada cetakan dan didiamkan selama
sehari.

Keesokan harinya ditempelkan pada holder dan dilakukan pemotongan setebal 4-6
um dengan rotary microtome.

Dilakukan mounting pada gelas objek dengan gelatin 5%.
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2. Proses Deparafinisasi

a.

Gelas obyek hasil parafin block direndam dalam xilol 2 kali masing-masing selama 5
menit.

Setelah itu dilakukan rehidrasi menggunakan alkohol berseri (absolut, 96%, 80%,
70%, 50% dan 30%) masing-masing selama 5 menit.

Kemudian dibilas dalam dH,0 selama 5 menit.

3. Proses Pewarnaan Hematoxilen-Eosin

m~

8

B

=2 B 0

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit.

Kemudian diwarnai dengan hematoxilen selama 10 menit.

Setelah itu, direndam dalam tap water selama 10 menit.

Kemudian dibilas dengan dH,O.

Dilakukan dehidrasi dengan alkohol berseri 30% dan 50% masing-masing selama 5
menit.

Kemudian diwarnai dengan larutan Eosin selama 3 menit.

Setelah itu dibilas dengan alkohol 30%.

Dicuci dengan dH,O selama 5 menit dan dikering anginkan.

Kemudian dilakukan mounting dengan entelan dan tutup dengan cover glass.

4. Pengamatan ekspresi IL-6 dan MMP-1 sebagai penanda pada tulang alveolar dengan

imunohistokimia

a.
b.

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 satu kali selama 5 menit.
Bloking endogenous peroksida menggunakan 3% H202 selama 20 menit.

¢. Cuci menggunakan PBS pH 7.4 tiga kali, selam 5 menit.

e.

=@ oo

Bloking protein tidak spesifik menggunakan 5% FBS yang mengandung 0,25%
Triton X-100.

Cuci menggunakan PBS pH 7.4 tiga kali, selama 5 menit.

Inkubasi menggunakan monoklonal anti NFkB (LabVision), selama 60 menit.

Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selam 5 menit.

Inkubasi menggunakan anti mouse HRP conjugated selama 40 menit.

Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selam 5 menit.
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j. Tetesi dengan DAB (Diamino Benzidine) dan inkubasi selama 10 menit.

k. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selam 5 menit.

1. Cuci menggunakan dH,0, selama 5 menit.

m. Counterstaining menggunakan Mayer Hematoxilen yang diinkubasi selama 10 menit
dan cuci menggunakan fap water.

n. Bilas menggunakan dH,O dan kering anginkan.

0. Mounting menggunakan entelan dan tutup dengan cover glass.

p- Amati pada mikroskop cahaya.

5. Metode Perhitungan terhadap hasil pewarnaan imunohistokimia dan histokimia

a. Penelitian ini menggunakan jaringan epidermal tikus

b. Dengan nilai konfiden interfal 90% dan kekuatan uji 80% maka didapatkan, bahwa
masing-masing kelompok harus terdiri dari 10 sampel

c. Terdapat 60 slide (jumlah slide), yang terdiri dari 10 slide x 6 kelompok pemeriksaan

d. Setiap sampel jaringan dibuat sediaan irisan dengan ketebalan 4pm, kemudian
dideteksi pemeriksaan Hematoxilen-Eosin  pengamatan  distribusi  sel-sel
imunokompeten (makrofag dan limfosit serta mast cells) dan pemeriksaan
immunohistokimia terhadap fibronektin untuk melihat pertumbuhan sel-sel fibroblas

e. Untuk keperluan perhitungan, slide yang sudah berkode ditutup nomer kodenya dan
diberi nomer baru secara acak,sehingga pemeriksa tidak mengetahui slide yang
diperiksa merupakan sampel kelompok apa (Blind)

f. Pemeriksa terdiri dari 2 orang, masing-masing adalah:

g. Operator | b. Operator II (peneliti).
h. Pemeriksaan dan perhitungan sampel dilakukan secara terpisah antara kedua
pemeriksa.

i. Pemeriksaan dan perhitungan perkembangan sel fibroblas diamati ekspresinya
dengan melihat adanya warna coklat pada membran sel, yang dihitung menurut Soini
et al, 1998 dan Pizem and Cor, 2003 yang dimodifikasi untuk kepentingan sel
fibroblas, masing-masing slide pada bidang pandang dengan perbesaran 1000x dan
sebanyak 20 lapang pandang.
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j. Hasil setiap perhitungan ditulis pada lembar kerja dan diambil nilai rata-rata per
lapang pandang

k. Dilakukan pemulasan Hematoksilin-Eosin yang digunakan sebagai penghitungan
jumlah sel immunokompeten berdasarkan model struktural

l. Analisis statistik bila semua hasil sudah dikembalikan ke kode sebenarnya

m. Dalam rangka menjamin representasi dan mengurangi kesalahan hasil,
diperlukan pengamatan pada kurang lebih sejumlah 20 lapang pandang
dengan perbesaran 1000x yang masing-masing berisi lebih kurang 1500
sel (Soini et al, 1998; Pizem and Cor, 2003).

4.9 Pengukuran aktivitas ROS

Mekanisme kerusakan sel atau jaringan akibat serangan radikal bebas yang paling awal
diketahui dan terbanyak diteliti adalah peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid paling banyak terjadi
di membran sel, terutama asam lemak tidak jenuh yang merupakan komponen penting penyusun
membran sel. Pengukuran tingkat peroksidasi lipid diukur dengan mengukur produk akhirnya,
yaitu malondialdehyde (MDA), yang merupakan produk oksidasi asam lemak tidak jenuh dan
yang bersifat toksik terhadap sel. Pengukuran kadar MDA merupakan pengukuran aktivitas
radikal bebas secara tidak langsung sebagai indikator stres oksidatif. Pengukuran ini dilakukan
dengan tes Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS test) (Slater, 1984; Powers and
Jackson, 2008). Untuk megukur kadar malondialdehide menggunakan metode MDA/TBARS
(Malondialdehide/Thiobarbituric Acid Reactif Substance). Cara kerja dari metode ini adalah
dengan mengambil jaringan gingival tikus Wistar dengan berat 1 gr lalu ditempatlan dalam
tabung reaksi dan ditambahkan PBS dingin sebanyak 9 ml lalu digerus dengan spatula. Cairan
tersebut kemudian disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Supernatan diambil
sebanyak 4 ml dan ditambahkan larutan TCA 15% sebanyak 1 ml, kemudian ditambahkan 1 ml
larutan TBA 0,37% dalam HC1 0,25 N dan dipanaskan dengan waterbath pada suhu 80°C selama
15 menit. Setelah didinginkan pada suhu ruang selama 60 menit lalu disentrifuse dengan
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Selanjutnya nilai absorban dibaca terhadap warna merah
yang terbentuk dengan menggunkan spektrofotometer dengan A, = 532 nm.
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4.10 Kerangka Operasional Penelitian

| Tikus Wistar jantan 1

Adaptasi 7 X 24 jam

Induksi Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Induksi A.actinomycetemcomitans serotipe b

v v

Air mineral ERW “ Air mineral I ERW
} } !

e

e

Jumlah Jumlah osteoklas Ekspresi Ekspresi Aktivitas
osteoblas RANKL OPG ROS

b

Keparahan periodontitis

v

.

Analisis Data

Kesimnulan

Gambar 4.1 Garis besar kerangka operasional penelitian
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4.11 Indikator Capaian Tahunan

Obyek penelitian Indikator capaian Metode Luaran

Serum dan Jaringan Kadar dan Ekspresi IL- | Elisa dan Kerusakan
gingiva 1 Imunohistokimia | jaringan

periodontal

Serum dan Jaringan Kadar i dan Ekspres IL- | Elisa dan Kerusakan
6 Imunohistokimia | jaringan

Periodontal

Serum dan Jaringan Kadar dan Ekspresi Elisa dan Kerusakan
gingiva IL-10 Imunohistokimia | jaringan

periodontal

Serum dan Jaringan Kadar dan Ekspresi Elisa dan Kerusakan
gingiva MMP-1 Imunohistokimia | jaringan

periodontal

Darah Kadar ROS Elisa Kerusakan
jaringan

periodontal

4.12 Luaran penelitian

Luaran penelitian ini adalah : hasil penelitian yang telah dilakukan akan diterbitkan pada jurnal

ilmiah internasional.
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1. Kadar MDA Pada Tikus Wistar Dengan Periodontitis Kronis Dengan Konsumsi ERW
Dan Air Mineral.

Tabel 5.1 Rerata - rata kadar MDA pada Tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Kadar Standar Nilai uji | Nilai levene | Nilai P
MDA Deviasi Kolmogorof | test oneway
smirnov ANOVA
Kontrol 7 Hari 0.591 0.032 0.644 0.193 0.000
Perlakuan 7 hari 0.304 0.026 0.991
Kontrol 14 Hari 0.564 0.057 0.991
Perlakuan 14 hari 0.311 0.033 0.999

Kadar MDA pada Periodontitis Kronis

1 0.591 0.564
0.5 0.304 0.311

Kontrol 7 hari Perlakuan 7 hari Kontrol 14 hari Perlakuan 14
hari

Kadar MDA

Kelompok

Gambar 5.1 Grafik kadar MDA pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan konsumsi
ERW dan air mineral
Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan
nilai levene test menunjukkan bahwa data homogen (P>0,05) schingga dapat dilanjutkan dengan
uji beda oneway ANOVA
Hasil uji one way ANOVA menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
tukey HSD untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok. Terdapat perbedaan yang
signifikan (P<0,05) antara kelompok kontrol 7 hari dengan kelompok perlakuan 7 hari; serta
kelompok control 14 hari dan kelompok perlakuan 14 hari.

HILBIK
. BTAKAAL
7 AS AIRLANG®a |
BURABAYA

| ——
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5.2. Kadar MDA Pada Tikus Wistar Dengan Periodontitis Agresif Dengan Konsumsi
ERW Dan Air Mineral.

Tabel 5.2 Rerata-rata kadar MDA pada Tikus Wistar dengan periodontitis Agresif dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Kadar Standar Nilai uji | Nilai levene | Nilai P uji
MDA Deviasi Kolmogorof | test kruskal
SMIrnov wallis
Kontrol 7 Hari 0.646 0.041 0.995 0.001 0.000
Perlakuan 7 hari 0.357 0.118 0.749
Kontrol 7 Hari 0.842 0.066 0.930
Perlakuan 7 hari 0.212 0.053 0.991
Kadar MDA pada Periodontitis Agresif
0.9 0.842
0.8
0.7 0.646
< 06
= 05
5 04 0.357
<03 0.212
0.2
0.1
0

Kontrol 7 hari Perlakuan 7 hari

Kelompok

Kontrol 14 hari Perlakuan 14

hari

Gambar 5.2 Grafik kadar MDA pada tikus Wistar dengan periodontitis Agresif dengan konsumsi
ERW dan air mineral

Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan

nilai levene test menunjukkan bahwa data tidak homogen (P<0,05) schingga tidak dapat

dilanjutkan dengan uji beda oneway ANOVA. Uji beda dilakukan dengan menggunakan uji

kruskal wallis.

Hasil uji kruskal wallis menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa terdapat

perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji mann-witney

untuk melihat perbedaan dua kelompok. Terdapat perbedaan yang signifikan (P<0.05) antara

kelompok kontrol 7 hari dengan kelompok perlakuan 7 hari dan kontrol 14 hari; kelompok

LAPORAN PENELITIAN KEMAMPUAN ELECTROLYZED REDUCED WATER
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control 14 hari dan kelompok perlakuan 14 hari; serta kelompok perlakuan 7 hari dan kontrol 14
hari.
5.3 Jumlah Osteoblas Pada Tikus Wistar Dengan Periodontitis Kronis Dengan Konsumsi
ERW Dan Air Mineral.

Tabel 5.3 Rerata - rata jumlah osteoblas pada Tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Jumlah Standar Nilai uji | Nilai levene | Nilai P
osteoblas | Deviasi Kolmogorof | test oneway
sSmirnov ANOVA
Air kemasan 7 Hari 8,20 0,789 0,587 0,147 0,000
ERW 7 hari 17,00 0,943 0,531
Air kemasan 14 Hari 11,00 1,054 0,673
ERW 14 hari 21,50 1,434 0,631

Jumlah Osteoblas pada Periodontitis Kronis

» 25.00 21.50
o
‘_g 20.00 17.00
£ 15.00 11.00
o .20
= 10.00 :
1]
£ 5.00
2

0.00

Air kemasan ERW 7 hari Air kemasan ERW 14 hari
7 hari 14 hari
Kelompok

Gambar 5.3 Grafik jumlah osteoblas pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan
nilai levene test menunjukkan bahwa data homogen (P>0,05) sehingga dapat dilanjutkan dengan
uji beda oneway ANOVA

Hasil uji one way ANOVA menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
tukey HSD untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok. Terdapat perbedaan yang
signifikan (P<0,05) antara kelompok Air kemasan 7 hari dengan kelompok ERW 7 hari dan Air
kemasan 14 hari; kelompok Air kemasan 14 hari dengan kelompok ERW 14 hari; dan kelompok
Air kemasan 7 hari dengan ERW 14 hari.
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5.4 Jumlah Osteoblas pada tikus Wistar dengan Periodontitis Agresif dengan Konsumsi
ERW dan Air Mineral.

Tabel 5.4 Rerata jumlah osteoblas pada Tikus Wistar dengan periodontitis agresif dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Jumlah Standar Nilai uji | Nilai levene | Nilai P
osteoblas | Deviasi Kolmogorof | test oneway
smirnov ANOVA
Air kemasan 7 Hari 10,00 1,155 0,329 0,178 0,000
ERW 7 hari 15,30 1,059 0,582
Air kemasan 14 Hari 10,50 0,850 0,709
ERW 14 hari 18,70 1,567 0,927

Jumlah Osteoblas pada Periodontitis Agresif

18.70
. 20.00
© 15.30
2 15.00
g 10.00 10.50
6 10.00
L
& 500
E
3 0.00
Air kemasan ERW 7 hari Air kemasan ERW 14 hari
7 hari 14 hari

Kelompok

Gambar 5.4 Grafik jumlah osteoblas pada tikus Wistar dengan periodontitis agresif dengan
konsumsi ERW dan air mineral.

Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan
nilai levene test menunjukkan bahwa data homogen (P>0,05) sehingga dapat dilanjutkan dengan
uji beda oneway ANOVA

Hasil uji one way ANOVA menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
tukey HSD untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok. Terdapat perbedaan yang
signifikan (P<0,05) antara kelompok Air kemasan 7 hari dengan kelompok ERW 7 hari;
kelompok Air kemasan 14 hari dengan kelompok ERW 14 hari; dan kelompok Air kemasan 7
hari dengan ERW 14 hari.
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5.5 Jumlah Osteoklas pada Tikus Wistar dengan Periodontitis Kronis dengan Konsumsi
ERW dan Air Mineral.

Tabel 5.5 Rerata jumlah osteoklas pada Tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Jumlah Standar Nilai uji | Nilai levene | Nilai P
osteoklas | Deviasi Kolmogorof | test oneway
smirnov ANOVA
Air kemasan 7 Hari 8.40 0,789 0,587 0,238 0,000
ERW 7 hari 5,40 0,516 0,110
Air kemasan 14 Hari 5,70 0,823 0,320
ERW 14 hari 3,50 0,527 0,230

Jumlah Osteoklas pada Periodontitis Kronis

10.00 8.80

-
% 8.00 <95
a 5.40 C
£ 6.00
2 3.50
s 4.00
€ 200
=2

0.00

Air kemasan ERW 7 hari Air kemasan ERW 14 hari
7 hari 14 hari
Kelompok

Gambar 5.5 Grafik jumlah osteoklas pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan
nilai levene test menunjukkan bahwa data homogen (P>0,05) sehingga dapat dilanjutkan dengan
uji beda oneway ANOVA

Hasil uji one way ANOVA menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
tukey HSD untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok. Terdapat perbedaan yang
signifikan (P<0,05) antara kelompok Air kemasan 7 hari dengan kelompok ERW 7 hari dan
ERW 14 hari; kelompok Air kemasan 14 hari dengan kelompok ERW 14 hari; dan kelompok Air
kemasan 7 hari dengan ERW 14 hari.
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5.6 Jumlah Osteoklas pada Tikus Wistar dengan Periodontitis Agresif dengan Konsumsi
ERW dan Air Mineral.

Tabel 5.6 Rerata jumlah osteoklas pada Tikus Wistar dengan periodontitis agresif dengan
konsumsi ERW dan air mineral

Kelompok Jumlah Standar Nilai yji | Nilai levene | Nilai P
osteoklas | Deviasi Kolmogorof | test oneway
Smirnov ANOVA
Air kemasan 7 Hari 8,10 1,197 0,923 0,726 0,000
ERW 7 hari 5,10 0,876 0,570
Air kemasan 14 Hari 8.70 0,949 0.697
ERW 14 hari 4,30 1,160 0,809

Jumlah Osteoklas pada Periodontitis Agresif

P 10.00 8.10 8.70
é = 5.10
2 6.00 ) 4.30
< 4.00
o
E 2.00
=

0.00

Air kemasan ERW 7 hari Air kemasan ERW 14 hari
7 hari 14 hari
Kelompok

Gambar 5.6 Grafik jumlah osteoklas pada tikus Wistar dengan periodontitis agresif dengan
konsumsi ERW dan air mineral.

Nilai uji komogorof smirnov menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (P<0,05) dan
nilai levene test menunjukkan bahwa data homogen (P>0,05) sehingga dapat dilanjutkan dengan
uji beda oneway ANOVA

Hasil uji one way ANOVA menunjukkan nilai P<0,05 sehingga disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan pada semua kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
tukey HSD untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok. Terdapat perbedaan yang
signifikan (P<0,05) antara kelompok Air kemasan 7 hari dengan kelompok ERW 7 hari;
kelompok Air kemasan 14 hari dengan kelompok ERW 14 hari.
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5.7 Hasil dan Analisis Jumlah Osteoklas pada Pergerakan Gigi Ortodonti

Tabel 5.7 Nilai rerata dan standar deviasi hasil pemeriksaan jumlah Osteoklas

Waktu (hari) Kelompok Rerata SD
3 K3 733 1,211
P3 4,16 0,752
5 K5 10 1,549
P5 7 0,894
7 K7 8,16 2,316
P7 5,83 0,752

Tabel diatas menunjukkan hasil rerata jumlah Osteoklas pada kelompok perlakuan lebih
rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Jumlah Osteoklas pada kelompok kontrol
cenderung naik pada hari ke 5 (K5) dan menurun pada hari ke 7 (K7), sedangkan pada kelompok
perlakuan jumlah Osteoklas juga naik pada hari ke 5 (P5) dan menurun pada hari ke 7 (P7). Nilai
rerata tertinggi jumlah Osteoklas pada kelompok kontrol terlihat pada hari ke (10 + 1,549) dan
rerata terendah terlihat pada hari ke 3 (7,33 + 1,211). Sedangkan pada kelompok perlakuan,
rerata tertinggi terlihat pada hari ke 5 (7 £ 0,894) dan rerata terendah terlihat pada hari ke 3
(4,16 + 0,752). Distribusi nilai rerata jumlah Osteoklas juga dapat dilihat pada gambar 5.7.

B K control group

P treatment group

Gambar 5.7 Grafik rerata jumlah Osteoklas pada sel jaringan tulang alveolar masing-masing
kelompok
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Tabel 5.8 Uji normalitas jumlah Osteoklas

Waktu (Hari) Kelompok Normalitas
3 K3 0,197
P3 0,154
5 K5 0,642
P5 0,999
7/ K7 0,800
P7 0,056

Berdasarkan data yang diperoleh dilajukan uji beda dengan menggunakan Oneway
ANOVA, dan didapatkan nilai Sig. jumlah Osteoklas sebesar 0,000 (p<0,05) yang artinya terdapat
perbedaan bermakna antar kelompok.

Tabel 5.9 Uji T-test jumlah osteoklas

Waktu (Hari) Kelompok Sig.
3 K3 P3 0,000
5 K5 P5 0,002
71 K7 P7 0,040

Pemeriksaan jumlah Osteoklas dilakukan pada kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan. Pemeriksaan dilakukan dengan teknik histopatologi untuk mengetahui jumlah sel
yang mengekspresikan Osteoklas. Tampak jumlah Osteoklas terdistribusi pada sel osteoklas

tulang alveolar pada kelompok penelitian seperti terlihat pada gambar 5.8 berikut ini.
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Gambar 5.8 Pewarnaan HE pada kelompok kontrol (K) dan perlakuan (P) : A. K3, B. P3,
C.X5,D.P5, B KL E.Pi
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5.8 Hasil dan Analisis Ekspresi RANKL pada Gigi Ortodonti

Tabel 5.10. Nilai rerata dan standar deviasi (SD) ekspresi RANKL pada kelompok kontrol (K) dan
kelompok perlakuan (P)

Waktu (hari) Kelompok Rerata SD
3 K3 8,33 0,816
P3 7,33 0,816
5 K5 11,33 1,032
P5 9,33 1,751
7 K7 10,33 0,816
P7 8,33 0,752
Mean
5 7 __—’. R
- y 7
ol W= @
8 7 b _
7 3 | e ¥ K control group
6 [ - d .
4 j i _ ® P treatment group
2 'J/ ) — = —
g “— < /
3 5 7

Gambar 5.9 Graﬁk Rerata;kﬁpresi RAI\}KL pada sel osteoklas jaringal;_tulang alveolar masing-
masing kelompok

Pada tabel 4 dan gambar 3 menunjukkan hasil rerata ekspresi RANKL pada kelompok
perlakuan lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Ekspresi RANK pada
kelompok kontrol cenderung meningkat pada hari ke 3 (K3) dan 5 (K5) yang kemudian menurun
pada hari ke 7 (K7), sedangkan pada kelompok perlakuan ekspresi RANKL cenderung lebih
turun dibandingkan kelompok kontrol. Nilai rerata tertinggi pada ekspresi RANKL pada
kelompok kontrol terlihat pada hari ke 5 (11,33 £ 1,032), dan rerata terendah terlihat pada hari
ke 3 (8,33 £ 0,816). Sedangkan untuk kelompok perlakuan rerata tertinggi terlihat pada hari ke 5

(9,33 % 1,751), dan rerata terendah terlihat pada hari ke 3 (7,33 £ 0,816).
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Hasil uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk W menunjukkan semua data

berdistribusi normal (p>0,05) seperti terlihat pada tabel 5.11.

Tabel 5.11 Nilai Uji Normalitas ekspresi RANKL

Waktu (Hari) Kelompok Normalitas
3 K3 0,200
P3 0,200
5 K5 0915
P5 0,882
7 K7 0,200
P7 0,056

Berdasarkan data yang diperoleh dilajukan uji beda dengan menggunakan Oneway
ANOVA, dan didapatkan nilai Sig. Ekspresi RANKL sebesar 0,000 (p<0,05) yang artinya
terdapat perbedaan bermakna antar kelompok. Untuk mengetahui secara detail kelompok mana

yang berbeda bermakna dilakukan uji 7-fest yang dapat dilihat pada tabel 6 berikut.

Tabel 5.12 Perbedaan bermakna ekspresi RANKL antara kelompok penelitian pada hari ke 5

dan 7
Waktu (Hari) Kelompok Sig.
3 K3 P3 0,0599
5 K5 P5 0,0367
7 K7 P7 0,0079°

Pada penelitian ini dilakukan pengamatan ekspresi RANKL pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. Pemeriksaan dilakukan dengan teknik imunohistokimia, untuk mengetahui
jumlah sel yang mengekspresikan RANKL. Tampak ekspresi RANKL terdistribusi pada sel

osteoklas tulang alveolar pada kelompok penelitian seperti terlihat pada gambar 5.10
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Gambar 5.10. Pewarnaan IHC pada kelompok kontrol dan perlakuan (P) A. K3, B. P3, C. K5, D.
P53 E. K7 E.P7
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5.9 Hasil dan Analisis Ekspresi OPG pada Gigi Ortodonti

Tabel 5.13 Nilai rerata dan standar deviasi hasil pemeriksaan jumlah ekspresi OPG

Waktu (hari) Kelompok Rerata SD
3 K3 10,33 1,032
P3 8.5 1,048
5 K5 11,66 1,366
PS 9 1,414
7 K7 9 0,894
P7 6,83 1,169

Tabel diatas menunjukkan hasil rerata ekspresi OPG pada kelompok perlakuan lebih
rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Ekspresi OPG pada kelompok kontrol
meningkat pada hari ke 5 (K5) dan menurun pada hari ke 7 (K7), sedangkan pada kelompok
perlakuan ekspresi OPG juga meningkat pada hari ke 5 (P5) dan menurun pada hari ke 7 (P7).
Nilai rerata tertinggi ekspresi OPG pada kelompok kontrol terlihat pada hari ke 5 (11,6 + 1,366,
dan rerata terendah terlihat pada hari ke 7 (9 + 0,894). Sedangkan pada kelompok perlakuan,
rerata tertinggi terlihat pada hari ke 5 (9 + 1.414) dan rerata terendah terlihat pada hari ke 7
(6,83 + 1,169). Distribusi nilai rerata ekspresi OPG juga dapat dilihat pada gambar 5.11 berikut
ini.

Mean

12 7

10+~

8 i ./".'
H K control group

M P treatment group

| 3 5 7

Gambar 5. 11 Grafik rerata ekspresi OPG pada sel osteoblas jaringan tulang alveolar masing-

masing kelompok
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Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan semua data berdistribusi normal

(p>0,05) seperti terlihat pada tabel 5.14
Tabel 5.14 Nilai Uji Normalitas ekspresi OPG

Waktu (Hari) Kelompok Normalitas
3 K3 0915
P3 0,996
5 K5 0.847
P 0,999
7 K7 0,999
P7 0,594

Berdasarkan data yang diperoleh dilajukan uji beda dengan menggunakan Oneway ANOVA, dan
didapatkan nilai Sig. Ekspresi OPG sebesar 0,000 (p<0,05) yang artinya terdapat perbedaan
bermakna antar kelompok. Untuk mengetahui secara detail kelompok mana yang berbeda

bermakna dilakukan uji 7-fest yang dapat dilihat pada tabel 5.15 berikut.

Tabel 5.15 Perbedaan ekspresi OPG antara kelompok penelitian pada hari ke 3, 5, dan 7

Waktu (Hari) Kelompok Sig.
3 K13 K23 0,007
5 K15 K25 0,012
7 K17 K27 0,004

Pemeriksaan Ekspresi OPG dilakukan pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Pemeriksaan dilakukan dengan teknik imunohistokimia, untuk mengetahui jumlah sel yang
mengekspresikan OPG. Tampak ekspresi OPG terdistribusi pada sel osteoblas tulang alveolar

pada kelompok penelitian seperti terlihat pada gambar 5.12 berikut ini.
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Gambar 5.12 Pewarnaan IHC kelompok kontrol (K) dan perlakuan (P) A. K3, B. P3, C. K5,
D.P5,E. K7, F. P7
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Menyelesaikan laporan penggunaan anggaran.

Menyelesaikan laporan tanggungjawab keuangan.

Meneruskan penelitian dengan beberapa parameter dan biomarker yang menunjukkan
adanya pengaruh ERW pada inflamasi, khusus nya periodontitis, sehingga didapatkan
mekanisme yang jelas kemampuan ERW pada periodontitis.

Penentuan ERW sebagai salah satu alternatif tindakan preventif pada periodontitis.

HILIK

PERPUSTAKAAN
YRIVERSITAS Al

SURABAYA
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1. Pemberian ERW pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis selama 7 dan 14 hari
menurunkan kadar MDA dan jumlah osteoklas.

2. Pemberian ERW pada tikus Wistar dengan periodontitis kronis selama 7 dan 14 hari
meningkatkan jumlah osteoblast.

3. Pemberian ERW pada tikus Wistar dengan periodontitis agresif selama 7 dan 14 hari
menurunkan kadar MDA dan jumlah osteoklas

4. Pemberian ERW pada tikus Wistar dengan periodontitis agresif selama 7 dan 14 hari

meningkatkan jumlah osteoblas

5. Peningkatan ekspresi RANKL dan jumlah osteoklas pada hari ke 5 pada gigi ortodonti

6. Penurunan ekspresi RANKL dan jumlah osteoklas pada hari ke 7 pada gigi ortodonti

7. Peningkatan Ekspresi OPG pada hari ke 5

8. Penurunan ekspresi OPG pada hari ke 7

9. Ratio RANKL/OPG yang rendah menggambarkan regenerasi dan perbaikan jaringan
7.2 Saran

1. Dilakukan analisis bagaimana reaksi inflamasi yang terjadi pada periodontitis agresif dan
periodontitis kronis pada pemberian ERW pada tikus Wistar melalui berbagai jalur.

2. Dilakukan analisis terjadinya kerusakan jaringan periodontal dan tulang alveolar pada
periodontitis agresif dan periodontitis kronis pada pemberian ERW pada tikus Wistar.

3. Dilakukan analisis terjadinya perbedaan mekanisme kerja ERW pada periodontitis agresif

dan periodontitis kronis.

e ————

————
HIiLix
: R AS Al

—
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Abstract

Purpose: To evaluate the effects of electrolyzed reduced water (ERW) on malondialdehyde (MDA)
levels and neutrophil cells in Wistar rats suffering from aggressive periodontitis.

Methods: Wistar rats (Rattus norvegicus) were infected with A. actinomycetemcomitans before being
divided into a control group and a treatment group. The control group was treated orally with distilled
water (pH 7.0), while the treatment group was administered with ERW (pH 9.8, 20 ml/day) for three
successive days. Gingival tissue taken post-treatment was examined to determine the number of
neutrophils and MDA level. Hematoxylin eosin staining was performed to identify neutrophil cells while
MDA levels were delermined by colorimelric assay.

Results: The number of neutrophils in the control group (30.04 + 15.30) was higher than that of the
treatment group (7.76 + 2.52), while the MDA levels of the control and treatment groups were 4.58 =
0.66 and 4.30 + 0.81, respectively (p < 0.05).

Conclusion: ERW demonstrates the ability to reduce neutrophil cells without altering MDA levels in
Wistar rats suffering from aggressive periodontitis. This is an indication that ERW was an effective
malerial to manage aggressive periodontitis.

Keywords: Periodontitis, Electrolyzed reduced water, Malondialdehyde, Neutrophil cells
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INTRODUCTION constituting the second most prevalent oral
disease after caries [3].

Periodontitis is an inflammatory disease resulting
in the destruction of tissues and structures

surrounding the teeth and represents a major

Aggressive  periodontitis is a destructive
inflammatory  disease  characterized by

worldwide oral disease [1]. Data issued by the
Health Research and Development Department
of the Indonesian Ministry of Health (Riskesdas)
in 2014 confirmed that the prevalence of
periodontitis within the country remained high [2],

periodontal attachment loss and bone resorption
[4]. Patients with this condition often demonstrate
an inadequate immune response to pathogenic
organisms. Periodontal pathogens will induce a
significantly elevated production of inflammatory
mediators [5]. Aggressive periodontitis is
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predominantly caused by the gram-negative
bacteria, A. actinomycetemcomitans one virulent
factor of which is leukotoxin, an inflammatory
mediator activating inflammatory cells, such as
leukocytes, polymorphonuclear (PMN), and
macrophages [6,7].

The superoxide of reactive oxygen species
(ROS) Is produced by Iinflammatory celis as a
defense mechanism response to infection. An
increased level of ROS can be destructive to the
body since it has the same properties as
interleukin which damages tissue If produced in
excessive amount. High levels of ROS can lead
to lipid peroxidation a secondary product of
which is malondialdehyde (MDA), a biomarker of
ROS activiies [8,9). Excessive ROS must be
eliminated in order to avold tissue damage. it can
be reduced by a component such as active
hydrogen which is able to bind to the free
electrons of ROS. In addition, active hydrogen
atoms can Inhibit the expressions of
proinflammatory cytokine [10].

Electrolyzed reduced water (ERW) is also known
as alkaline electrolyzed water, alkall-ionic water,
alkaline cathodic water and alkaline ionized
water. ERW can be defined as water with an
alkaline pH which contains hydrogen-rich
molecules [11]. Active hydrogen atoms can be
obtained from ERW at the cathode by means of
an electrolysis process.

ERW contains low levels of dissolved oxygen
and high levels of dissolved hydrogen, while
demonstrating a negative redox potential. ERW
at a pH of 9.8 has been reported to reduce levels
of ROS in the blocd plasma of patients with
kidney disorders {12]. Previous studies have
also confimed active hydrogen atoms as
demonstrating the ability to decrease the
activities of ROS [11,12].

ERW is produced through a process of
electrolysis or lonization. The result of water
electrolysis is either acid or base form. Acidic
water, while unsuitable for human consumption is
appropriate for the treatment of the human body
and maintaining levels of hygiene. Meanwhile,
ERW or alkaline water has certain health benefits
when consumed [13]. The aim of this study is to
evaluate the effects of ERW on MDA levels and
neutrophil cells in Wistar rats suffering from
aggressive periodontitis.

EXPERIMENTAL
Animals

This study consisted of laboratory-based experi-

LAPORAN PENELITIAN KEMAMPUAN ELECTROLYZED REDUCED WATER

mental research involving the use of rats (Rattus
norvegicus) as animal subjects. The inclusion
criteria included the following; male, aged 2-5
months, in healthy condiion and weighing
between 150 and 250 g. Research subjects were
given seven days to acclimatize. Ethical
permission for the study was obtained in
accordance with the guidelines of the Board for
Animal Experiments at the Faculty of Dental
Medicine, Universitas Ailangga (no.
176/KKEPK.FKG/VIIN2016) which followed the
Guidelines on the Care and Use of Animals for
Scientific Purposes [14].

Induction of aggressive periodontitis

The research subjects were divided into two
groups: control and treatment (n = 7), both of
which were induced with A
actinomycetemcomitans bacteria 0.5 mL at a
dose of 10° CFU/mL once a day for five days or
until their mandibular right and left first molar
regions were inflamed.

Experimental design

The animals in the control group were treated
orally with distilled water of neutral pH (pH 7.0) at
a dose of 20 mL per day (5 mL x 4) for three
days. In contrast, those constituting the treatment
group were orally treated with ERW with a pH of
9.8 at a dose of 20 mL per day (5 mL x 4) over
the same period.

Histological staining

After three days of ERW supplementation, the
experiment animals were sacrificed by injecting a
50 mg/kg dose of ketamine (Combipar, Jakarta,
indonesia). The gingival tissues were extracted
and fixed with buffered formatin solution (P4417,
Sigma, Indonesia) for 24 hours before being
dehydrated and cleared with alcohol. Samples
were then embedded in paraffin prior to HE
staining. Neutrophil cell Identification was
performed by means of a light microscope at
1000x magnification.

Determination of MDA levels

300 mg of gingival tissues were pulverized and
homogenized using 1 mL of cold phosphate
buffer, (P4417, Sigma, Indonesia) and 10 pL of
probucol solution. Samples of 200 uL were
placed in assay tubes, and R1 reagents of MDA
kit (MDA-586 Bioxytech, OXIS Health Products,
Portland, USA) were added. The samples were
vortexed and 150 pL of R2 reagents were added
to each tube. All control and treatment group
assay tubes were incubated at a temperature of

Trop J Pharm Res, February 2018; 17(2): 234

..... . RINIDEVIJANTIR



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Rahardjo et al

45 °C for 60 minutes. The samples were
subsequently centrifuged (DSC-200A Dslab,
Taiwan) at 6,000 rpm for ten minutes. The
supernatants were removed and the absorbance
values were read using a spectrophotometer
(Shimadzu UV-1800, Japan) at a wavelength of
586 nm.

Statistical analysis

All the data obtained are presented as mean *
standard deviation (SD) and were analyzed using
independent t-test using SPSS 21. Differences
were considered significant if p < 0.05.

RESULTS

The levels of MDA and neutrophil are shown in
Table 1. There was no significant difference in
MDA levels (p = 0.489) between control and
treatment groups. The numbers of neutrophils in
the control and treatment groups were
significantly different (p = 0.003). The HE
staining results for the control and treatment
group neutrophils are shown in Figure 1.

Table 1: Mean MDA levels and neutrophils in the rats

Group MDA levels Neutrophil

(mean * SD) (mean £ SD)
Control 4.58 + 0.66 30.04 £+ 15.30
Treatment 4.30 + 0.81 7.76 + 2.52"
*Significant different (p < 0.05)

¥
1 Q. o
&i" .41 -.A\M’ﬁ‘.-.b

Figure 1: Neutrophil expression (yellow arrow) after
HE staining using light microscope 1000x in treatment
(A) and control (B) group

DISCUSSION

L

Aggressive periodontitis is a periodontal disease
which demonstrates a high level of A.
actinomycetemcomitans. The host response to
bacterial infection plays a critical role in
periodontal pathogenesis. PMN is a first-line host
defense, against the bacteria which utilizes
oxygen-dependent and oxygen-independent
mechanisms. The oxygen-dependent pathway
involves the production of ROS [15], the
excessive presence of which may induce
periodontal tissue destruction [15,16].

This study used ERW as an alternative therapy
for aggressive periodontal disease and was

conducted to evaluate its effectiveness in this
regard. The subjects were divided into two
groups, control and treatment. The control group,
serving as a reference standard for comparing
MDA and neutrophil levels with those of the
treatment group, was treated with distilled water
of neutral pH. Distilled water is a clear, colorless,
odorless, non-toxic liquid with a molecular weight
of 18.0 g/mol and pH of 5 - 7. The treatment
group was treated using ERW with a pH of 9.8.
Previous studies have shown pH 9.8 to be
capable of reducing ROS and inflammation in
kidney disease [17].

The average level of MDA in the treatment group
was lower than that of the control group.
However, the results of the analysis confimed
there was no significant difference in the level of
MDA between the two groups. This was possibly
due to a decrease in the antioxidant activities of
ERW. ERW is affected by heat and cannot be
consumed immediately since this would lead to
the instability of active hydrogen atoms and a
decrease in antioxidant activites [18].
Furthermore, the antioxidant capabilities of ERW
did not reach their maximum level due to the
comparatively short treatment period (three
days). Previous results indicated that ERW can
reduce the inflammatory process in atopic
dermatitis when consumed for 25 days [19].
Furthermore, ERW can decrease ROS activities
in blood plasma after being consumed for one
month [17].

The level of neutrophil in the treatment group
was significantly lower than that of control group.
This is related to the anti-inflammatory activities
of ERW [17]. For example, ERW with a pH of 9.8
promotes anti-inflammatory activities by lowering
the levels of cytokines in mice suffering from
atopic dermatitis triggered by Dermatophagoides
farinae. Active hydrogen atoms can also reduce
pro-inflammatory expressions, including: tumor
necrotizing factor-alpha (TNF-a), interleukin-6
(IL-6), IL-1, IL-10, IL-12, chemokine (C-C motif)
ligand 2 (CCL2), intercellular  adhesion
molecule 1 (ICAM-1), high-mobility group protein
1 (HMGB-1), nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB),
and prostaglandin E2 (PGE2). ERW also inhibits
cyclooxygenase (Cox-2) expressions by
decreasing IL-1 and TNF-a. The inhibition of IL-1
and TNF-a synthesis leads to reduced
stimulation of cell membrane phospholipids.
Consequently, arachidonic acid is not released
from the cell membrane phospholipids by
phospholipase activation. This condition leads to
a reduction in both cox-2 protein synthesis and
prostaglandin biosynthesis which, in turn, results
in a decreased inflammatory response [20]. The
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inhibition of IL-1 and TNF a synthesis also leads
to capillary vasoconstriction and increased
capillary permeability. According to Ohta, ERW
can also inhibit the release of PGE2 resulting in a
decrease in the pain threshold and inflammatory
response [10].

CONCLUSION

The findings of this study indicate that ERW
reduces the number of neutrophils without
affecting MDA levels In Wistar rats suffering from
aggressive periodontitis. These results confirm
that ERW was an effective material to manage
aggressive periodontitis.
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Electrolyzed Reduced Water Effect on Osteoclast Number, RANKL and OPG
Expression during Orthodontics Tooth Movement in Mice (Rattus Novergicus) (Invivo)

ABSTRACT

Ananda Firman Putranto*, Ida Bagus Narmada* Retno Indrawati**, Rini Devijanti**
*Orthodonsia Departement

**Biologi Oral Department

Faculty of Dental Medicine Universitas Airlangga

Surabaya-Indonesia

Correspondence:Rini Devijanti Ridwan, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga. J1. Prof. Moestopo 48,
Surabaya 60132. E-mail: rini-d-r@fkg unair.ac.id

Purpose: To analyze Electrolyzed Reduced Water Effect (ERW) during orthodontic tooth
movement by means of osteoclast number, RANKL and OPG expression.

Materials and Method: A true experimental analytic design with incorporating a random
sampling method was adopted. The samples consisted of 36 Wistar Rats (Rattus Novergicus)
divided into six groups (three control groups treated with aquadest and three treatment groups
treated with ERW 2.5 ml / 100 gr body weight) with six samples contained in each group.
Each group was treated with a rubber separator with 0.0284N force applied to the maxillary
incisive tooth for seven days. The samples were euthanized on Days 3, 5 and 7 with the
maxilla bone subsequently removed for immunohistochemistry examination. A Shapiro -
Wilk test [p > 0.05] followed by an Analysis of Variance (ANOVA) and independent t - test
[p < 0.05] were performed to analyze the data.

Results: ERW decreased the osteoclast number in the treatment group on Day 3 with Mean +
Standard Deviation (SD) [4.16 = 0.752] and OPG expression on Day 7 [6.83 + 1.1.69] with
significant difference between groups [p < 0.05]. RANKL expression decreased on Day 7
[8.33 = 0.752) with significant different between treatment groups on Day 5 and 7 [p < 0.05].
Conclusion: ERW significantly decreased the number of osteoclasts on Day 3, while
RANKL and OPG expression decreased on Day 7 during orthodontic tooth movement.
Keywords: Electrolyzed Reduced Water (ERW), Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa-B Ligand, Orthodontic Tooth Movement, Osteoclast, Osteoprotegerin.
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INTRODUCTION

Malocclusion is the third most common dental health problem after caries and periodontal
disease [1]. The prevalence of malocclusion has reached 80% and continues to grow year by
year increasing, in turn, the demand for orthodontic treatment in Indonesia [2]. Orthodontic
Tooth Movement (OTM) occurs as a result of orthodontic mechanical strength applications
occupying an area as large as 20 - 25g / cm’ around the tooth. [3] This represents one
determinant of successful treatment. The tooth movement resulting from orthodontic
treatment places the periodontal ligament under pressure and tension causing bone apposition
and resorption [4]. Several attempts to accelerate the process of orthodontic treatment,
including the effects of prostaglandins (PGE! and PGE2), have been made which stimulate
bone resorption by increasing the number of osteoclasts. It has also been found that the use of
Low-Intensityl Laser Therapy (LILT) involving the application of 4 joules / cm’ with a
wavelength of 650 nm can decrease the expression of Heat Shock Protein-70, Matrix Metallo
Proteinase - 8, and Bone Alkaline Phosphatase {5, 6, 7).

Electrolyzed Reduced Water (ERW) is one medical therapy using water from the
electrolysis process which demonstrates potential as an anti-inflammatory and antioxidant [8].
In a previous study, hydrogen-rich water consumption was found capable of suppressing
ligature - induced inflammation in mice [9). The ERW anti - inflammatory effect is thought to
decrease the expression of the receptor activator of nuclear factor kappa - B ligand and

osteoprotegerin and the number of osteoclasts during OTM [10].

The purpose of this study was to analyze the effect of ERW on the number of
osteoclasts, RANKL and OPG expression during OTM.

MATERIALS AND METHODS

The research represented a true experimental laboratory analytical study. The sample
consisted of 36 healthy male Wistar rats (Rattus Novergicus) aged 10 - 12 weeks and
weighing 200 - 250 gram. The sample was randomly divided into six groups each further sub
- divided into three control groups and three treatment groups. The control group subjects
were provided with mineral water, while members of the treatment group received ERW 25
ml / 100 gr for seven days via a pipe.
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The application of a 0.0284N (Newton) power rubber separator to the maxillary left
incisor for seven days was intended to induce orthodontic tooth movement in both the control
and treatment groups. This represented the optimum force for promoting orthodontic tooth
movement in Wistar rats (Rattus norvegicus). According to the method employed by Lerner
et al. [11], this constitutes the conversion dose for humans to experimental subjects. Forces
potentially resulting in teeth tipping in humans require the application of a 35 - 60gm
mechanism [12]. At this point, the samples were sacrificed on Day 3, Day 5 and Day 7,
anesthetized with ketamine and acepromazine and, finally, decapitated. The maxillary bone
tissue was subsequently removed and placed in a buffered formalin solution (10 % buffer
formalin solution with pH 7.0). Periodontal tissue around the left maxillary incisive was
collected then immunohistochemistry using monoclonal antibody and stainning technique
using 3.3' - Diaminobenzidine (DAB) was performed to find out the expression of RANKL
and OPG while the Hematoxylin Eosin (HE) staining used to determine osteoclast number.
Immunohistochemical results (IHC) were then observed with an electron microscope (CX22
Binocular, Olympus) at 400x magnification. All data was subjected to analysis by Shapiro -
Wwilk (p > 0.05) and subsequently Analysis of Variance (ANOVA) (p < 0.05) using a
Statistical Package for the Social Sciences 20.0 (SPSS inc, IBM Corporation, Illinois,
Chicago, USA).

RESULTS

In this study, all data was distributed normally (Tables 1, 2 and 3). The osteoclast was
expressed positively with HE staining in the periodontal tissue (Figure 1). The RANKL
expression was positive with IHC DAB staining in periodontal tissue (Figure 2). The OPG
expression was expressed positively with IHC DAB staining in the periodontal tissue (Figure
3). ERW decreased osteoclast numbers in the treatment group on Day 3 (Table 3 and Figure
4) and OPG expression on Day 7 (Table 5 and Figure 5) with significant difference between
groups (p < 0.05), while RANKL expression decreased on Day 7 (Table 7 and Figure 6) with
significant difference between treatment groups on Day 5 and 7 (p < 0.05) (Table 8).

Table 1. Normality test result for Osteoclast number.

Time (Day) Group Normality
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3 K3 0.197
P3 0.154
5 K5 0.642
P5 0.999
7 K7 0.800
P7 0.056

Table 2. Normality test result for RANKL expression.

Time (Day) Group Normality
3 K3 0.200
P3 0.200
5 K5 0.915
PS5 0.882
7 K7 0.200
P7 0.056

Table 3. Normality test result for OPG expression.

Time (Day) Group Normality
3 K3 0.915
P3 0.996
5 K5 0.847
P5 0.999
7 K7 0.999
P7 0.594
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Figure 1. The number of osteoclasts in Wistar rat (Ratfus Novergicus) periodontal tissue. A. K3, B. P3 the
number of osteoclasts in the control and treatment groups on Day 3. C. K5, D. P5 the number of
osteoclasts in the control and treatment groups on Day 5. E. K7, F. P7 the number of osteoclasts in the
control and treatment groups on Day 7. Positive osteoclast (arrow) examination using (CX22 Binocular,

Olympus) at 400x magnification.
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Figure 2. The RANKL expression in Wistar rat (Rattus Novergicus) periodontal tissue. A. K3, B. P3 the
RANKL expression in the control and treatment groups on Day 3. C. K5, D. P5 the RANKL expression
in the control and treatment groups on Day 5. E. K7, F. P7 the RANKL expression in the control and
treatment groups on Day 7. Positive RANKL expression (arrow) examination using (CX22 Binocular,

Olympus) at 400x magnification.
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Figure 3. The OPG expression in Wistar rat (Rattus Novergicus) periodontal tissue. A. K3, B. P3 the
OPG expression in the control and treatment groups on Day 3. C. K5, D. P5 the OPG expression in the
control and treatment groups on Day 5. E. K7, F. P7 the OPG expression in the control and treatment
groups on Day 7. Positive OPG expression (arrow) examination using (CX22 Binocular, Olympus) at

400x magnification.

Table 3. The result of Mean=SD in osteoclast number of each group.
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Time (Day) Group Mean=SD
3 K3 7.33 £ 1.211
P3 4.16 = 0.752
5 K5 10.0 = 1.549
P5 7.0 £ 0.894
7 K7 8.16x 2316
P7 5.83 +0.752
10 1
s 1
67 BK control group
4 ‘ ; P treatment group
‘A
!
0 .

Figure 4. Result of Mean = SD diagram for the osteoclast number in each group.

Table 4. The result of ANOVA of osteoclast number confirmed significant difference between groups.

Time (Day) Group Sig.
3 K3 P3 0.000
5 K5 P5 0.002"
7 K7P7 0.040°

Information: *significant at p < 0.05

Table 5. The result of Mean + SD OPG expression in each group.

Time (Day) Group Mean = SD
3 K3 10.33 £1.032

P3 8.5+1.048
5 KS 11.66 = 1.366
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Figure 5. Result of Mean = SD diagram in OPG expression in each group.

Table 6. The result of ANOVA of OPG expression showed significant difference between groups.

Time (Day) Group Sig.
3 K13 K23 0.007"
5 K15 K25 0.012"
7 K17 K27 0.004"

Information: *significant at p<0.05.
Table 7. The result of Mean + SD RANKL expression in each group.

Time (Day) Group Mean = SD
3 K3 8.33 = 0.816
P3 7.33 £ 0.816
5 K5 11.33 £ 1.032
P5 9.33 £ 1.751
7 K7 10.33 £ 0.816
P7 8.33 £0.752
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Figure 6. Result of Mean + SD diagram in RANKL expression in each group.

Table 8. The result of ANOVA of RANKL expression between groups.

Time (Day) Group Sig.
3 K3 P3 0.0599
5 K5 P5 0.0367
7 K7 P7 0.0079"

Information: *significant at p < 0.05

DISCUSSION

Orthodontic movement of the tooth depends on the balance of alveolar bone remodeling.
Consumption of Electrolyzed Reduced Water (ERW) / alkaline water can improve this
process. In this study, a significant difference existed in the osteoclast number between
groups. Orthodontic pressure produced cellular reactions characterized by increased pro -
inflammatory cytokines and stimulated RANKL expression. RANKL will bind to RANK on
osteoclast precursors that trigger differentiation and osteoclast proliferation resulting in
osteoclasts becoming active. Osteoclast activation resulted in bone resorption [11, 12].
Decreased RANKL expression and osteoclast number on day 7 indicated a decrease in
osteoclast activity. Kitaura et al., through their research on rats as experimental models given
orthodontic strength, state that RANKL expression decreases on day 7 due to reduced
orthodontic strength [12]. Based on the results of this study, there was a difference in RANKL

expression between each study group, while there was an increase in RANKL expression on
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Day 5 and decreased RANKL expression on Day 7. This increase in RANKL expression was
due to increased production of pro-inflammatory cytokines that play an important role in

osteoclast proliferation and differentiation [12].

The formation and activation of osteoclasts is controlled by cytokines, composed of
RANKL, RANK and OPG, which constitute a family group of TNF [13]. RANKL, RANK
and OPG are key regulators of bone remodeling, being directly involved in osteoclast
differentiation and activation [14]. The formation of RANKL is controlled in response to pro -
inflammatory cytokines, such as TNF - o and IL - 1. When RANKL interacts with RANK,
intracellular signals may result in the formation of mature multinuclear osteoclasts from
osteoclast precursors [13, 14, 15]. The role of RANKL in orthodontic tooth movement is that
of binding to RANK to activate osteoclasts resulting in resorption. On the other hand, OPG
(Osteoprotegerin) acts as an antagonist receptor. Consequently, when binding to RANKL, it

will activate osteoblasts resulting in bone apposition on the tensile area side [16].

In this study, OPG expression was significantly different between groups. Pro -
inflammatory cytokines induced by orthodontic forces inhibit the expression of OPG [12].
OPG inhibits RANKL binding of RANK to osteoclast precursors and stimulates osteoclast
apoptosis to inhibit osteoclastogenesis. The low RANKL / OPG ratio indicates regeneration
and tissue repair. The analytical results for OPG expression showed an increase on day 5 (P5)
compared to day 3 and a decrease on day 7 in the treatment group. This decrease in OPG
expression is due to increased production of pro - inflamatory cytokines, thus inhibiting OPG

expression [17].

In a previous study, it was found that hydrogen - rich water / alkaline water
consumption can suppress periodontal inflammation triggered by the use of ligature wire in
mice [18]. The hydrogen molecule is known to have antioxidative and anti - inflammatory
properties [19]. Hydrogen - rich water consumption causes down-regulation of NF-kB gene
expression in periodontal tissue where IL - 1B production is involved [20]. Consumption of
hydrogen - rich water may decrease the expression of IL - 1B protein, but this study did not
show any change in the expression of IL - 1B protein in experimental models. The
consumption of alkaline water can protect against the oxidative damage associated with tissue
aging. Alkaline water has the potential to decrease the effects of systemic oxidative damage
on periodontal tissues [21]. Oxidative damage contributes to osteoclast differentiation [22]).

Hydrogen - rich water consumption can suppress the osteoclast differentiation that
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accompanies periodontal inflammation. Consumption of hydrogen water can decrease the
number of TRAP - positive osteoclasts on the surface of alveolar bone along with aging. This
suggests that hydrogen - rich water has an aging effect on osteoclast differentiation by
reducing oxidative damage. Hydrogen - rich water consumption is aimed at reducing alveolar

bone loss effectively as a result of aging and / or periodontal inflammation [20, 21, 22].

CONCLUSION
Electrolyzed Reduced Water has an anti - inflammatory effect that significantly decreases the

number of osteoclasts, RANKL and OPG expression during orthodontic tooth movement.
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