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ACTIVITY OF
Aggregatibacter actinomycetemcomitans AND
Porphyromonas gingivalis POLYCLONAL IgY TO
COLONIZATION INHIBITION OF
Fusobacterium nucleatum AND Streptococcus sanguis

ABSTRACT

Background: The prevalence of periodontitis in Indonesia is quite high at 70%. F.
nucleatum and S. sanguis have a role in the formation of dental plaque which is
the cause of periodontitis. IgY as a controller of biological plaques. IgY is present
in serum and egg yolk. IgY can bind to the surface components of bacteria. F.
nucleatum and S. sanguis have the same type IV pili as A. actinomycetemcomitans.
SsaB on S. sanguis is a fimA homolog, fimA is a element of P. gingivalis. F.
nucleatum and P. gingivalis have the same OMP molecular mass. Purpose: To
determine the activity of A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis polyclonal
IgY that can inhibit colonization of F. nucleatum and S. sanguis. Methods: IgY
samples were diluted with PBS. Holes were made of agar, add 10ul antigen (F.
nucleatum/S. sanguis) into the middle hole, then add 10ul PBS, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 dilution of A. actinomycetemcomitans or P. gingivalis polyclonal IgY into the
surrounding hole. Incubation at 37 C, results are observed after 24-48 hours.
Result: A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis polyclonal IgY groups in
serum against F. nucleatum and S. sanguis showed precipitation lines at 1:1 and
1:2 dilutions, whereas in egg yolk at 1:1 dilutions. There was no statistically
significant differences in each dilution (p>0.05) and there were no difference
between serum and egg yolk (p>0.05). Conclusion: A. actinomycetemcomitans
and P. gingivalis polyclonal IgY in serum and egg yolk have activities that can
inhibit colonization of F. nucleatum and S. sanguis.

Keywords: 1gY, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sanguis.
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AKTIVITAS IgY POLIKLONAL
Aggregatibacter actinomycetemcomitans DAN
Porphyromonas gingivalis
TERHADAP HAMBATAN KOLONISASI
Fusobacterium nucleatum DAN Streptococcus sanguis

ABSTRAK

Latar Belakang: Prevalensi periodontitis di Indonesia cukup tinggi yaitu 70%. F.
nucleatum dan S. sanguis berperan dalam pembentukkan plak gigi yang
merupakan penyebab periodontitis. IgY sebagai pengendali plak biologis. IgY
terdapat dalam serum dan kuning telur. IgY dapat berikatan dengan komponen
permukaan bakteri. F. nucleatum dan S. sanguis memiliki pili tipe I'V sama seperti
A. actinomycetemcomitans. SsaB pada S. sanguis merupakan homolog fimA,
fimA merupakan unsur permukaan P. gingivalis. F. nucleatum dan P. gingivalis
memiliki massa molekul OMP sama. Tujuan: Untuk mengetahui aktivitas IgY
poliklonal A. actinomycetemcomitans dan P. gingivalis yang dapat menghambat
kolonisasi F. nucleatum dan S. sanguis. Metode: Sampel IgY diencerkan dengan
PBS. Agar dibuatkan lubang, 10l antigen (F. nucleatum atau S. sanguis)
dimasukkan ke lubang tengah, kemudian 10pl PBS, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16
pengenceran IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans atau P. gingivalis
dimasukkan ke lubang sekitarnya. Inkubasi pada suhu 37°C, hasil diamati setelah
24-48 jam. Hasil: Kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan P.
gingivalis dalam serum terhadap F. nucleatum dan S. sanguis menunjukkan garis
presipitasi pada pengenceran 1:1 dan 1:2, sedangkan dalam kuning telur pada
pengenceran 1:1. Berdasarkan analisis statistika, tidak ada perbedaan yang
signifikan pada tiap pengenceran (p>0.05) dan tidak ada perbedaan antara serum
dan kuning telur (p>0.05). Kesimpulan: IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dan P. gingivalis dalam serum dan kuning telur
mempunyai aktivitas yang dapat menghambat kolonisasi F. nucleatum dan S.
sanguis.

Kata kunci: IgY, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sanguis.
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1.1 Latar Belakang Masalah

Penyakit periodontal merupakan salah satu penyakit gigi dan mulut yang
banyak dijumpai di Indonesia. Penelitian Notohartojo dan Sihombing (2015)
yang mencakup 33 propinsi, 497 kabupaten/kota di Indonesia didapatkan hasil
bahwa dari 722.329 orang yang berumur >15 tahun, prevalensi jaringan
periodontal sehat sebesar 4,79% atau 34.614 orang, sedangkan prevalensi untuk
jaringan periodontal yang tidak sehat sebesar 95,21% atau 687.715 orang
(Notohartojo & Sihombing, 2015). Prevalensi periodontitis di Indonesia cukup
tinggi yaitu sebesar 70% (Wardhana et al., 2015). Global Burden of Disease Study
(GBD) menunjukkan bahwa: (i) periodontitis merupakan penyakit pada urutan
ke-6 di seluruh dunia, dengan prevalensi keseluruhan 11,2% dan sekitar 743 juta
orang terkena, dan (ii) penyakit periodontal meningkat 57,3% dari 1990 hingga
2010 (Tonetti et al., 2017).
‘ Gingivitis umumnya terjadi dalam waktu 10 sampai 21 hari, setelah
terbentuknya plak gigi dengan kondisi oral hygiene yang buruk dan tidak diobati,
dapat berlanjut ke periodontitis (Han and Shin, 2016). Periodontitis adalah hasil
dari ketidakseimbangan ekologis dalam komunitas mikroba pada biofilm
gigi sehingga mendukung pertumbuhan bakteri pathogen (Xu ef al., 2018).
Streptococcus sanguis (S. sanguis) merupakan bakteri pionir pada permukaan
gigi, bakteri ini berperan penting dalam proses maturasi plak karena

kemampuannya untuk agregat dengan bakteri lain dan menyebabkan penyakit

SKRIPSI AKTIVITAS IgY POLIKLONAL ... OKTAVIANI SUCI LESTARI
o —




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

periodontal (Safitri et al., 2017). Inisiasi dan perkembangan periodontitis
disebabkan oleh bakteri Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  (A.
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Tannerella
forsythia (T. forsythia), Treponema denticola (T. denticola), Prevotella intermedia
(P. intermedia) dan Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) (Stingu et al., 2008).
Bakteri A. actinomycetemcomitans merupakan agen etiologi utama LAgP
(localized aggressive periodontitis) dan juga terlibat dalam periodontitis kronis
dan infeksi non-oral yang berat (Aberg et al., 2015). Bakteri P. gingivalis
merupakan bakteri anaerob Gram-negatif, terlibat sebagai patogen utama dalam
etiologi periodontitis kronis (Xu ef al., 2018). Bakteri F. nucleatum dan S. sanguis
memiliki peran dalam pembentukkan plak gigi yang merupakan penyebab
periodontitis. Plak gigi adalah suatu biofilm yang mengandung sejumlah spesies
bakteri penyebab penyakit infeksi (Hung et al., 2016). Penghambatan
pembentukan matriks plak dan penghambatan inisiasi agregasi bakteri dapat
mencegah kolonisasi awal bakteri sehingga kolonisasi akhir juga tidak terbentuk
(Hayati et al., 2018).

Selama dua dekade terakhir, dokter gigi menggunakan terapi antibiotik untuk
1 terapi penyakit periodontal (Kapoor ef al., 2012). Antibiotik ideal digunakan
untuk pengobatan penyakit periodontal (Prabhu et al., 2014). Antibiotik menekan
\ pertumbuhan mikroorganisme atau membunuh mikroorganisme. Antimikroba ini
dapat digunakan secara sistemik atau lokal (Kumar et al., 2012). Antibiotik
| biasanya digunakan dalam pengobatan untuk menghilangkan infeksi yang
disebabkan invasi oleh mikroorganisme patogen (Pejcic et al., 2010). Selain itu,

cara yang lain adalah menggunakan obat kumur. Obat kumur dapat mencegah
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pembentukan plak. Chlorhexidine adalah komponen utama obat kumur.
Chlorhexidine, dikembangkan pada tahun 1950 dan dianggap sebagai standar
emas hingga saat ini, merupakan agen anti plak. Obat kumur chlorhexidine
gluconate dapat secara signifikan mengurangi bakteri plak dan mencegah
perkembangan gingivitis. Chlorhexidine memiliki kemampuan untuk membantu
menghambat perlekatan mikroorganisme schingga mencegah pertumbuhan dan
perkembangan biofilm (Kumar, 2017; Prasad ez al., 2015).

Saat ini, resistensi mikroba merupakan tantangan besar secara global, dengan
meningkatnya jumlah strain, termasuk bakteri rongga mulut komensal dan
patogen, yang menjadi resisten terhadap antibiotik yang umum digunakan
(Rahman et al., 2013). Selain itu, iritasi oral dan gejala alergi lokal telah
dilaporkan sebagai efek samping penggunaan obat kumur chlorhexidine gluconate.
Obat kumur tersebut juga memiliki efek samping seperti perubahan warna
kecoklatan pada gigi dan dorsum lidah, gangguan rasa, ulserasi mukosa mulut, dll.
(Kumar, 2017; Prasad et al., 2015).

Adanya keterbatasan ini, diperlukan pendekatan terapi baru yaitu dengan cara
dilakukan eksplorasi imunoterapi pasif oral dengan menggunakan IgY sebagai
pengendali plak biologis (Rahman et al., 2013). Imunoglobulin Y (IgY)
merupakan salah satu kelas antibodi yang terdapat dalam serum darah dan kuning
telur kelompok amfibi, reptil dan unggas (Cahyaningsih, 2016). IgY adalah
antibodi poliklonal yang telah terbukti sebagai antibodi yang efisien dalam
pencegahan dan pengobatan beberapa penyakit (Zeynalian et al., 2017). Biaya
penggunaan IgY murah dan dapat dihasilkan melalui proses produksi yang mudah

sehingga menjadikannya antibodi yang menarik untuk penelitian dan diagnosis
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(Amro et al., 2017). Keuntungan utama penggunaan antibodi IgY dalam
kaitannya dengan antibodi yang diproduksi pada mamalia yaitu produksi IgY
kurang invasif, karena tidak memerlukan darah atau bahkan kematian hewan
untuk mendapatkan antibodi dalam jumlah besar (Montini et al., 2017). IgY dapat
diaplikasikan untuk diagnostik dan antibiotik alternatif. Fungsi bakteriostatik IgY
didapat dari interaksi IgY dengan komponen permukaan bakteri (Guimardes et al.,
2009). IgY dapat menghambat pelekatan bakteri ke sel host. IgY juga dapat
digunakan sebagai imunisasi pasif untuk mengobati dan mencegah penyakit pada
manusia dan hewan (Barati et al., 2016).

Imunoglobulin unggas yang utama yakni IgY terdapat dalam serum dan
kuning telur (Polanowski ef al., 2012). Terdapat kontroversi mengenai konsentrasi
IgY dalam kuning telur dan IgY dalam serum. Beberapa penulis melaporkan tidak
ada perbedaan di antara kuning telur dan serum, sedangkan penulis yang lain
mendeteksi konsentrasi IgY yang lebih tinggi dalam kuning telur (Schade ef al.,
2005). Beberapa laporan menunjukkan bahwa konsentrasi IgY lebih rendah dalam
kuning telur daripada dalam serum (He et al., 2014). Imunoglobulin Y spesifik
(IgY) yang terdapat dalam kuning telur berasal dari ayam yang telah diimunisasi
dengan antigen spesifik. IgY berhasil dikembangkan terhadap berbagai macam
antigen termasuk protein, peptida, hormon lipid dan komponen karbohidrat dari
virus, bakteri, jamur, tumbuhan dan hewan. IgY banyak digunakan sebagai
imunisasi pasif untuk menyembuhkan banyak penyakit infeksi (Dubie e al., 2015;
Xu et al., 2012).

Beberapa cara kerja IgY dalam melawan aktivitas patogen yaitu aglutinasi

bakteri, penghambatan adhesi, serta opsonisasi diikuti oleh fagositosis dan
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penetralisasi racun. Penghambatan adhesi dianggap sebagai mekanisme utama
dari fungsi IgY (Li ef al., 2015). IgY dapat berikatan pada komponen tertentu
pada permukaan bakteri seperti outer membrane protein (OMP), lipopolisakarida
(LPS), flagella, dan fimbriae (atau pili) (Chalghoumi et al., 2009). Bakteri A.
actinomycetemcomitans  diidentifikasi memiliki pili tipe IV (Kinane and
Mombelli, 2012). Pili tipe IV juga diekspresikan oleh patogen Gram-positif
seperti Clostridium perfringens dan Streptococcus sanguis (Kline et al., 2009).
Genomic screening juga menunjukkan pili tipe IV terdapat pada F. nucleatum
(Zijnge et al., 2012). Pili bakteri P. gingivalis mengandung fimA (Hospenthal et
al., 2017). Bakteri S. sanguis mengandung SsaB pada permukaannya, yang
merupakan homolog fimA. Homolog tersebut berhubungan dengan adhesi bakteri,
memungkinkan memainkan peran yang sama (InterPro, 2018). P. gingivalis dan F.
nucleatum memiliki outer membrane protein dengan massa molekul 40-kDa (Wu,
2014; Namikoshi ef al., 2003). Adanya persaamaan yang dimiliki bakteri-bakteri
tersebut, memungkinkan IgY dapat mengenali bakteri tersebut sehingga dapat
terjadi interaksi dengan bakteri tersebut.

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka peneliti ingin mengetahui aktivitas
dari IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal P. gingivalis

terhadap hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis.

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans mempunyai aktivitas yang

dapat menghambat kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis?
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2. Apakah IgY poliklonal P. gingivalis mempunyai aktivitas yang dapat

menghambat kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis?

1.3 Tujuan

1.3.1 Tujuan Umum

1. Untuk mengetahui aktivitas IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans yang
dapat menghambat kolonisasi F. nucleatum dan S. sanguis.

2. Untuk mengetahui aktivitas IgY poliklonal P. gingivalis yang dapat

menghambat kolonisasi F. nucleatum dan S. sanguis.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui aktivitas IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dalam
serum dan kuning telur terhadap hambatan kolonisasi bakteri
‘ F. nucleatum.
2. Mengetahui aktivitas IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam
serum dan kuning telur terhadap hambatan kolonisasi bakteri S. sanguis.
3. Mengetahui aktivitas IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan
! kuning telur terhadap hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum.
f 4. Mengetahui aktivitas IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan

kuning telur terhadap hambatan kolonisasi bakteri S. sanguis.
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1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat Teoritis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam

perkembangan ilmu pengetahuan tentang aktivitas IgY poliklonal A.

actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal P. gingivalis terhadap hambatan

kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis.

1.4.2 Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi pilihan alternatif untuk tindakan

preventif pada periodontitis.
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2.1 Imunoglobulin

Imunoglobulin merupakan glikoprotein atau disebut antibodi, yang disekresi
oleh sel plasma untuk merespon antigen dan dianggap sebagai produk yang sangat
mempengaruhi imunitas humoral (Amro ef al., 2017). Semua imunoglobulin
memiliki struktur empat rantai sebagai unit dasarnya. IgY terdiri dari dua rantai
ringan identik (L) dan dua rantai berat identik (H) yang disatukan oleh ikatan
disulfida antar rantai dan oleh interaksi non-kovalen (Chailyan e al., 2012).
Unggas menghasilkan tiga tipe imunoglobulin (IgM, IgY dan IgA) dan mamalia
menghasilkan lima tipe imunoglobulin (IgM, IgD, IgG, IgE dan IgA) (Miiller et
al., 2015).

Tabel 2.1 Perbandingan tipe immunoglobulin antara unggas dan mamalia (Miiller ef al., 2015).

Vertebrate class Immunoglobulin isctype
Mammals IgM g IgG gk IgA
Avian species IgM IgY IgA
Antigen
Binding Site

Light Chain

Heawy Chain

Gambar 2.1 Struktur immunoglobulin (Dubie ef al., 2015).
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2.1.1 Imunoglobulin Y (IgY)

Imunoglobulin Y (IgY) merupakan salah satu kelas antibodi yang terdapat
dalam serum darah dan kuning telur kelompok amfibi, reptil dan unggas
(Cahyaningsih, 2016). IgY adalah antibodi poliklonal yang telah terbukti sebagai
antibodi yang efisien dalam pencegahan dan pengobatan beberapa penyakit
(Zeynalian et al., 2017). IgY mengandung dua rantai polipeptida berat dan dua
rantai polipeptida ringan, berbentuk Y dan terdapat dua binding sites untuk
antigen (Munhoz et al., 2014). Tipe imunoglobulin unggas yang utama yakni IgY
| terdapat dalam serum dan kuning telur. Serum IgY ditransfer secara selektif ke
‘ kuning telur melalui reseptor pada permukaan membran kuning telur yang
spesifik untuk translokasi IgY (FcRY) (Polanowski ef al., 2012). Ayam dapat
digunakan untuk produksi antibodi. Injeksi yang dilakukan biasanya dengan cara
injeksi intramuskular, tetapi injeksi subkutan juga telah banyak dilakukan
(Carlander, 2002). Terdapat kontroversi mengenai konsentrasi IgY dalam kuning
telur dan IgY dalam serum. Beberapa penulis melaporkan tidak ada perbedaan di
antara kuning telur dan serum, sedangkan penulis yang lain mendeteksi
konsentrasi IgY yang lebih tinggi dalam kuning telur (Schade ef al., 2005).
Beberapa laporan menunjukkan bahwa konsentrasi IgY lebih rendah dalam
kuning telur daripada dalam serum (He ef al., 2014). Konsentrasi berbagai IgY
u mungkin dikaitkan dengan teknik yang berbeda yang digunakan untuk ekstraksi,

pemurnian, dan konsentrasi IgY oleh penulis yang berbeda (Agrawal et al., 2016).
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2.1.1.1 Aplikasi Imunoglobulin Y (IgY)

Antibodi pada kuning telur ayam atau IgY telah berhasil diaplikasikan untuk
ilmiah, diagnostik, profilaktik, dan tujuan teraupetik (Dubie ef al., 2015). Pada
masalah pencernaan, IgY poliklonal efektif digunakan untuk mengelola diare akut
pada penderita anak-anak. Sedangkan dalam masalah mulut, IgY dapat
diaplikasikan untuk mencegah bakteri penyebab karies, perlindungan lokal yang
efektif terhadap plak gigi dan karies gigi. IgY berikatan dengan komponen
permukaan bakteri S. mutans dapat menghambat metabolik penting untuk
pertumbuhan, perlekatan dan kolonisasi bakteri tersebut. Selain Karies,
periodontitis juga berperan penting dalam penyakit gigi. Pada tahun 2007
didemonstrasikan bahwa IgY terhadap protein membran P. gingivalis
menghambat perkembangan biofilm patogen pada permukaan gigi dan berkaitan
dengan penyakit periodontal. Untuk masalah pernafasan, antibodi IgY sebagai
profilaktik melawan infeksi P. aeruginosa (Miiller et al., 2015; Rajeswari ef al.,
2018, Naidu, 2000).

Pada umumnya IgY yang dimasukkan melalui oral memiliki target yang
spesifik. Beberapa mekanisme untuk perlindungan host: (1) penghambatan adhesi
mikroba ke permukaan sel; (2) penekanan kolonisasi virus dengan mencegah
penyebaran sel ke sel; (3) aglutinasi bakteri dengan hasil imobilisasi mikroba; (4)
penghambatan aktivitas enzim; (5) netralisasi aktivitas toksin (Rahman ez al.,
2013).

Tindakan utama yang dilakukan IgY adalah pengikatan antibodi pada

komponen tertentu tertentu pada permukaan bakteri seperti outer membrane

protein (OMP), lipopolisakarida (LPS), flagella, dan fimbriae (atau pili).
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Dihipotesiskan bahwa komponen permukaan sel ini dapat dengan mudah dikenali
dan diikat oleh antibodi. Pengikatan ini dapat menyebabkan penurunan fungsi
biologis dari komponen-komponen yang berperan penting dalam pertumbuhan
bakteri dan perlekatan sel. Antibodi melindungi terhadap adhesi bakteri dan

mencegah invasi pada tindakan tersebut (Chalghoumi et al., 2009).

2.1.1.2 Manfaat Imunoglobin Y (IgY)

Penggunaan IgY sebagai alternatif terapeutik ini memberikan manfaat seperti:
(1) produksi IgY adalah alternatif non-invasif untuk metode saat ini; (2)
pemeliharaan ayam tidak mahal; (3) hewan coba mudah ditangani; (4)
menghindari pendarahan hewan laboratorium berulang-ulang; (5) sangat efektif
dalam hal biaya untuk konsentrasi IgY yang tinggi dalam kuning telur (Miiller
etal., 2015).

Imunoglobin Y pada imunoterapi mempunyai beberapa ciri yang menarik
seperti: 1). kurangnya reaktivitas dengan sistem komplemen pada tubuh manusia
dan Fc reseptor manusia sehingga dapat mencegah peradangan non-spesifik; 2).
tidak termasuk penggunaan senyawa beracun atau aditif, 3). kolesterol dan
trigliserida dapat dikontrol hingga tingkat rendah; 4). IgY memberikan efek

antimikroba dan efek imunostimulan yang menguntungkan (Rahman et al., 2013).

2.1.1.3 IgY spesifik A. actinomycetemcomitans
IgY telah terbukti efektif mencegah dan mengobati beberapa patogen.
Secara singkat, untuk menghasilkan antibodi IgY spesifik, ayam petelur

diimunisasi (diinjeksi) dengan patogen asing spesifik yang dapat menginduksi
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respon imun, termasuk produksi antibodi yang beraktivitas melawan penyakit
spesifik tersebut. Antibodi ini kemudian ditransfer ke kuning telur dan disimpan
dalam jumlah besar. Imunisasi booster biasanya diberikan untuk memastikan
1 transfer antibodi lanjutan dari serum ayam ke kuning telur. Antibodi ini kemudian
diekstrak dari kuning telur dan diproses untuk diberikan langsung ke hewan atau
dimasukkan ke dalam diet (Li ef al., 2015). IgY ini banyak digunakan sebagai
imunisasi pasif untuk menyembuhkan banyak penyakit (Xu ef al., 2012). IgY
spesifik memiliki target spesifik dan tergantung pada interaksi antigen-antibodi
terhadap benda asing. IgY spesifik A. actinomycetemcomitans dapat digunakan
sebagai pencegahan alternatif akumulasi plak yang dapat menyebabkan
periodontitis karena IgY spesifik A. actinomycetemcomitans dapat menghambat
pertumbuhan bakteri 4. actinomycetemcomitans (Febrianti, 2017).

A. actinomycetemcomitans adalah bakteri Gram negatif, fakultatif anaerob
cocobacillus yang mengkolonisasi rongga mulut manusia, terkait dengan etiologi
periodontitis agresif dan juga dapat dideteksi dalam rongga mulut pasien

periodontitis kronis (Brigido ez al., 2014).

2.1.1.4 IgY spesifik Porphyromonas gingivalis

IgY spesifik banyak digunakan sebagai imunisasi pasif untuk menyembuhkan
banyak penyakit. Untuk pengobatan penyakit mulut, IgY spesifik yang
ditargetkan terhadap P. gingivalis dikembangkan untuk digunakan dalam
pengobatan periodontitis (Xu et al., 2012).

P. gingivalis merupakan bakteri anaerob Gram-negatif, terlibat sebagai

patogen utama dalam etiologi periodontitis kronis. IgY spesifik P. gingivalis ini
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memiliki kemampuan mengikat yang tinggi terhadap bakteri patogen dan akan
mengubah permukaan bakteri tersebut, sehingga dapat mencegah pertumbuhan
bakteri dan adhesi (Xu et al., 2018).

Menurut Hamajima et al., IgY spesifik dapat berikatan dengan OMP dari
bakteri P. gingivalis yang menghambat bakteri ini untuk melakukan koagregasi
(Handajani et al., 2016). IgY spesifik P. gingivalis dapat mengurangi jumlah
mikroba. Hal tersebut menunjukkan bahwa IgY poliklonal P. gingivalis efektif
dalam mengontrol mikroorganisme periodontal (Xu et al., 2018).

Pada penelitian sebelumnya, terkait dengan imunisasi pasif IgY spesifik P.
gingivalis dalam pengobatan penyakit periodontal, mengungkapkan bahwa IgY
jenis ini dapat mengurangi kedalaman probing dan tingkat P. gingivalis dalam
plak subgingival pada pasien periodontitis selama pengobatan penyakit

periodontal (Xu et al., 2012).

2.2 Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum adalah bakteri anaerob Gram negatif, sering ditemukan di
rongga mulut baik pada individu yang sakit maupun yang sehat. Bakteri ini
terlibat dalam penyakit periodontal yaitu periodontitis. F. nucleatum berperan
peran penting selama perkembangan periodontitis, dengan memfasilitasi adhesi
dan koagregasi berbagai bakteri, berperan penting dalam pembentukan plak gigi,
dan mendukung keparahan peradangan dan resorpsi tulang (de Molon ef al., 2015;
Han, 2015).

F. nucleatum berperan penting dalam pembentukan biofilm subgingival

dengan menjembatani koloni awal (Streptococci dan Actinomyces) dan koloni
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akhir (P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola) yang terkait dengan lesi periodontal
aktif (Lagha et al., 2017). F. nucleatum juga dapat mengikat berbagai sel mamalia,
salah satunya adalah sel epitel mulut. Selanjutnya, F. nucleatum menginvasi sel
epitel mulut tersebut. Perlekatan dan invasi adalah mekanisme penting untuk
kolonisasi, penyebaran, penghindaran pertahanan host, dan induksi respon host
(Han, 2015). F. nucleatum dapat berinteraksi dengan P. gingivalis dan A
actinomycetemcomitans, interaksi tersebut dapat meningkatkan kemampuan
adhesi dan invasi P. gingivalis dan A. actinomycetemcomitans ke sel epitel
gingiva manusia. Koinfeksi F. nucleatum dengan P. gingivalis atau A.
actinomycetemcomitans dapat menghambat respon imun bawaan host (Y. Li et al.,
2015).

Prevalensi F. nucleatum yang meningkat berhubungan dengan tingkat
keparahan penyakit, perkembangan inflamasi dan kedalaman poket (Han, 2015).
F. nucleatum diketahui memiliki potensi untuk menjadi patogen periodontal
dengan menggunakan produksi metabolit beracun. Komponen beracun ini
memiliki kemampuan untuk menahan proliferasi sel-sel normal di sekitarnya dari
periodonsium (fibroblas). Karena itu menyebabkan hilangnya tulang alveolar
diikuti oleh hilangnya gigi (Pranati et al., 2017).

Dengan tidak adanya F. nucleatum, jumlah koloni akhir yang terkait dengan
kerusakan periodontal berkurang secara signifikan. Bakteri ini juga terdeteksi
dengan prevalensi yang lebih tinggi pada pasien dengan kedalaman probing yang

meningkat (Ding and Tan, 2016).
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2.3 Streptococcus sanguis

Streptococcus sanguis adalah bakteri anaerob Gram positif yang termasuk
flora normal dari rongga mulut. Namun, S. sanguis juga telah diidentifikasi
sebagai salah satu agen mikroba penyebab penyakit periodontal (Khosropanah et
al., 2012).

Streptococcus sanguis berperan sebagai perintis dan membantu pembentukan
biofilm (Pramesti, 2016). Pada penelitian Lancy dkk. menunjukkan bahwa S
sanguis dapat bergabung dengan B. matruchotii dan F. nucleatum untuk
membentuk struktur corncob dan menempelkan dirinya ke permukaan akar gigi
dan gigi yang dapat menyebabkan penyakit mulut. S. sanguis berperan penting
dalam proses adhesi karena menempel langsung ke permukaan dan memfasilitasi
adhesi koloni selanjutnya (Hung et al., 2016). S. sanguis berfungsi sebagai
pengikat untuk perlekatan mikroorganisme oral lain yang mengkolonisasi
permukaan gigi, membentuk plak gigi, dan berkontribusi pada perkembangan

karies dan penyakit periodontal (Xu et al., 2007).

2.4 Faktor Virulensi

Faktor-faktor virulensi adalah molekul yang membantu bakteri
mengkolonisasi host di tingkat sel (Sharma er al., 2017). Kemampuan bakteri
untuk mengkolonisasi dan menginfeksi organisme host sangat bergantung pada
kapasitas mereka untuk menempel pada permukaan seluler dari 4ost. Adhesi tidak
hanya memperkenankan bakteri untuk mengkolonisasi, dengan menempel pada

permukaan sel host dan menghasilkan platform yang stabil untuk tumbuh, tetapi
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juga diperlukan untuk pelepasan toksin dan faktor virulensi yang mendorong

infeksi (Stones and Krachler, 2015).

2.4.1 Pili/Fimbriae

Bakteri dapat menempel pada permukaan yang berbeda di rongga mulut
seperti gigi, mukosa mulut, dan bakteri mulut lainnya (Lin et al., 2006). Bentukan
struktur permukaan adhesif yang disebut pili atau fimbriae (‘rambut bakteri')
merupakan kontributor penting terhadap patogenitas bakteri dan persistensi
(Busch et al., 2015). Pili ada berbagai macam tipe, seperti pili tipe I, P-pili, pili
tipe IV pili, pili Curli, pili tipe V. P-pili adalah organel adesif yang merupakan
faktor virulensi dalam pembentukan pielonefritis oleh E. coli, mediasi pengenalan
dan perlekatan pada jaringan ginjal. Pili Curli telah terlibat dalam sejumlah proses
biologis, termasuk pembentukan biofilm, agregasi sel, adhesi sel inang dan invasi,
dan sebagai penginduksi potensial dari respon inflamasi host (Proft and Baker,
2009). Tipe I dan tipe IV pili terlibat dalam perlekatan terhadap sel host dan
induksi pensinyalan di sel-sel ini (Telford et al., 2006).

Pili tipe IV merupakan faktor virulensi penting pada permukaan bakteri
pathogen (Muschiol et al., 2017). Protein diperlukan untuk pembentukkan dan
fungsi mekanis pili tipe [V (juga disebut tfp atau fimbriae tipe 4) (Mattick, 2002).
Pili tipe IV adalah pelengkap permukaan bakteri yang berbentuk seperti rambut,
berperan dalam berbagai proses seperti adhesi, kolonisasi, twitching motility dan
pembentukan biofilm. Pili tipe IV membentuk suatu jembatan fisik antara bakteri
yang berasosiasi dengan sel epitel manusia dan hewan (Xicohtencatl-cortes et al.,

2009). Adhesif pili tipe IV memediasi untuk mengkolonisasi permukaan gigi
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(Nunes et al., 2016). Pili tipe IV telah dikarakterisasi secara ekstensif pada bakteri
Gram-negatif, dan kemajuan terbaru dalam sekuensing genomik yang tinggi telah

menunjukkan bahwa Pili tipe IV juga tersebar luas pada bakteri Gram-positif

(Piepenbrink and Sundberg, 2016). Pili tipe IV diekspresikan oleh patogen
Gram-positif seperti C. perfringens dan S. sanguis (Kline et al., 2009). Selain itu,
genomic screening menunjukkan kebenaran pili tipe IV dalam F. nucleatum
(Zijnge et al., 2012). Bakteri A. actinomycetemcomitans juga diidentifikasi
memiliki pili tipe IV (Kinane and Mombelli, 2012).

Pili tipe V adalah faktor virulensi penting dari Porphyromonas gingivalis,
terkait dengan adhesi, koagregasi dan pembentukan biofilm yang dapat
menyebabkan gingivitis dan periodontitis parah. Selain itu, pili tipe I juga telah
diamati pada bakteri P. gingivalis. Pili bakteri P. gingivalis mengandung fimA
(Hospenthal et al., 2017; Kinane and Mombelli, 2012). Bakteri S. sanguis
memiliki adhesin SsaB pada permukaannya, yang merupakan homolog fimA.
Homolog tersebut berhubungan dengan adhesi bakteri, memungkinkan
memainkan peran yang sama (InterPro, 2018). Adhesin FimA dan SsaB terlibat

dalam kolonisasi rongga mulut (Easton, 2009).

2.4.2 Outer Membrane Protein (OMP)

Bakteri Gram-negatif mengandung membran ganda yang berfungsi untuk
perlindungan dan menyediakan nutrisi untuk kelangsungan hidup. Selaput terluar
; dari membran ini disebut outer membrane (OM), yang mengandung sejumlah
protein membran terintegrasi yang berfungsi penting bagi sel, seperti nutrient

uptake, adhesi sel, cell signaling. Banyak outer membrane protein (OMP) juga
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berfungsi sebagai faktor virulensi untuk mengambil nutrisi dan menghindari
mekanisme pertahanan host (Rollauer et al., 2015).

P. gingivalis menghasilkan outer membrane protein dengan massa molekul
40-kDa (40k-OMP). Penelitian lebih lanjut telah menunjukkan bahwa 40k-OMP
adalah faktor virulensi utama untuk koagregasi dan ditemukan pada banyak strain
P. gingivalis (Namikoshi et al., 2003).

Permukaan dengan FomA (40 kDA) protein adalah outer membrane protein
utama (OMP) dari semua strain di F. nucleatum. OMP FomA dapat terlibat dalam

mengikat S. sanguis dan P. gingivalis (Wu, 2014).

2.5 Mekanisme Virulensi

Adhesi merupakan langkah pertama dalam proses patogenesis yang
membawa bakteri dalam kontak dekat dengan sel-sel host, proses lebih lanjut dari
patogenesis adalah kolonisasi dan invasi Menghalangi tahap dasar infeksi, yaitu
perlekatan bakteri dan host merupakan strategi yang efektif untuk mencegah

infeksi bakteri (Chalghoumi e al., 2009).

2.5.1 Adhesi (Perlekatan) - Kolonisasi

Perlekatan bakteri pada inang melibatkan interaksi spesifik antara reseptor
dan interaksi ligan. Reseptor biasanya adalah residu karbohidrat atau peptida
spesifik pada permukaan sel eukariotik dan ligan yang disebut adhesin adalah
protein pada permukaan bakteri atau polisakarida (Méndez et al., 2012). Bakteri
oral dapat melekat pada permukaan gigi yang dilapisi dengan pelikel saliva,

permukaan deskuamasi seperti jaringan epitel, atau bakteri yang sudah melekat
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pada permukaan. S. sanguis dapat melekat pada permukaan gigi (Kolenbrander et
al., 2010). F. nucleatum dapat melekat pada permukaan gigi dan sel epitel rongga
mulut (Signat ef al., 2011). Adhesi pada bakteri adalah kunci untuk memudahkan
! bakteri dalam berkolonisasi (Wilson et al., 2002).

Setelah perlekatan terhadap permukaan sel, mikroorganisme mulai
bereproduksi secara intensif dan meningkatkan populasi bakteri sambil
mengkolonisasi bagian-bagian dari jaringan host. Adhesi berperan sangat penting
dalam kolonisasi pada jaringan host. Fungsi perlekatan menyebabkan
memperbanyak populasi mikroba dalam lingkungan multiseluler (Ezepchuk,

2017).

2.5.2 Invasi

Setelah menempel ke permukaan host, beberapa patogen mendapatkan akses
yang lebih dalam ke host untuk melakukan siklus infeksi. Prinsip patogenik ini,
yang disebut invasi, dapat dibagi menjadi dua jenis: ekstraseluler dan intraseluler.
Invasi ekstraseluler terjadi ketika mikroba merusak barriers pada jaringan untuk
menyebar dalam host, sementara mikroba tetap berada di luar sel inang. Invasi
ekstraseluler memungkinkan akses patogen di jaringan sehingga dapat
berproliferasi, menyebar ke tempat lain di dalam tubuh, mengekspresikan racun,
dan menginisiasi respon inflamasi. Invasi intraseluler terjadi ketika mikroba
benar-benar menembus sel-sel jaringan inang dan bertahan dalam lingkungan
tersebut (Wilson et al., 2002).

Invasi patogen periodontal ke dalam jaringan periodontal merupakan langkah

penting yang dapat memicu penyakit periodontal. Epitel gingiva adalah lapisan sel
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pertama yang harus dilewati bakteri subgingival biofilm untuk menyerang ke

bagian yang lebih dalam dari jaringan periodontal (Jung ef al., 2017).

2.6 Periodontitis

Periodonsium didefinisikan sebagai jaringan yang mendukung gigi, terdiri dari
sementum, ligamen periodontal, tulang yang melapisi soket gigi (tulang alveolar)
dan bagian gingival yang menghadap gigi (dentogingival junction). Infeksi dan
radang periodonsium disebut sebagai periodontitis. Hal ini berakibat hilangnya
tulang alveolar secara bertahap. Jika periodontitis dibiarkan tanpa perawatan,
periodontitis juga dapat menyebabkan hilangnya gigi (Pranati ef al., 2017).

Poket periodontal yang lebih dalam terbentuk antara akar gigi dan gingiva
seiring dengan hilangnya tulang. Periodontitis dapat muncul sebagai penyakit
kronis dan perlahan berkembang sebagai penyakit agresif yang menyebabkan
hilangnya tulang selama periode waktu yang relatif singkat. Periodontitis dengan
keparahan lanjut dapat menyebabkan mobilitas gigi, nyeri dan sakit (umumnya
terkait dengan pembentukan abses), gangguan kemampuan untuk mengunyah
makanan, dan akhirnya kehilangan gigi (Cobb, 2008). Bakteri-bakteri yang
dikaitkan dengan perkembangan kerusakan periodontal antara lain P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, Treponema denticola, F. nucleatum, P.
intermedia, P. nigrescens, C. rektus, E. corrodens dan P. micra, S. sanguis
(Chahboun et al., 2015; Safitri et al., 2017).

Patogenesis periodontitis melibatkan interaksi mikrobiota yang ada dalam
plak subgingiva dan respon host. Peradangan dan perusakan jaringan periodontal

dianggap hasil respon dari host yang rentan terhadap biofilm mikroba yang
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mengandung patogen gram negative (Signat et al., 2011). Faktor etiologi utama
pada penyakit periodontal adalah bakteri yang berakumulasi pada dental plak
(biofilm) di permukaan gigi dan poket gingiva (plak subgingiva) (Andriani and
Rizka, 2009). Tujuan akhir dari terapi periodontal adalah untuk menghilangkan
plak supragingiva dan subgingival dan menahan perkembangan penyakit
periodontal (Joseph et al., 2017). Tahap-tahap lesi Periodontal yaitu antara lain
(Blue, 2017):

a. Tahap I gingivitis atau initial lesion (2-4 hari setelah akumulasi biofilm)
Perubahan tidak terlihat secara klinis; lesi subklinis; perubahan histologi

b. Tahap II gingivitis atau early lesion (4-7 hari setelah akumulasi plak
bakteri dapat terjadi selama 21 hari atau lebih lama)

Tanda-tanda klinis gingivitis terlihat (eritema, edema, dan perdarahan
karena rangsangan); perubahan histologi.

c. Tahap Il gingivitis atau estabilished (chronic) lesion, dapat terjadi selama
berbulan-bulan atau bertahun-tahun tanpa maju ke tahap IV (periodontitis)
Eritema pada gingiva; perdarahan saat probing; perubahan warna dimulai
pada margin gingiva dan papila, penyebaran ke attached gingiva;
konsistensi lunak dan kenyal atau keras; tekstur mungkin halus dan
berkilau (peradangan) atau stippled dan nodular (reparatif, fibrotik);
gigingiva membesar (enlargement); peningkatan kedalaman sulkus

gingiva; perkembangan peradangan; perubahan histologi.
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d. Tahap IV periodontitis (transisi dari gingivitis ke periodontitis) atau
advanced lesion
Kehilangan perlekatan connective tissue terhadap gigi, termasuk gingiva
dan ligamen periodontal, dan perlekatan ke sementum, peradangan gingiva
konkuren, resorpsi tulang alveolar, migrasi apikal dari perlekatan epitel di
sepanjang permukaan akar, pola jalur inflamasi mempengaruhi pola

kerusakan tulang.

2.6.1 Periodontitis Agresif

Periodontitis agresif ditandai dengan tingkat perkembangan penyakit yang
relatif tinggi, biasanya ada kehilangan perlekatan periodontal yang signifikan pada
beberapa gigi permanen, terjadi pada pasien dari kelompok usia muda, dan secara
radiografi terlihat gambaran vertical bone loss (Albandar, 2014). Periodontitis
agresif dalam banyak kasus berkorelasi dengan keberadaan spesies bakteri tertentu
dalam biofilm subgingival dengan dominasi batang anaerobik Gram negatif yang
mengkolonisasi celah periodontal. Bakteri Gram-negatif
A. actinomycetemcomitans merupakan agen etiologi utama LAgP (localized
aggressive periodontitis) dan juga terlibat dalam periodontitis kronis dan infeksi
non-oral yang berat (Aberg et al., 2015).

Periodontitis agresif memiliki dua bentuk, yaitu bentuk localized aggressive
periodontitis (LAgP), dan bentuk generalized aggressive periodontitis (GAgP),
dibedakan berdasarkan jumlah gigi yang terkena dan distribusi lesi dalam geligi
(Aberg et al., 2015). LAgP ditandai dengan setidaknya satu molar pertama dan

satu gigi insisif dengan kehilangan perlekatan proksimal pada setidaknya dua gigi
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permanen, salah satunya adalah molar pertama. GAgP kehilangan perlekatan
proksimal mempengaruhi setidaknya tiga gigi selain gigi molar pertama dan

insisif (Imran and Ataa, 2010).

2.6.2 Periodontitis Kronis

Beberapa macam penyakit periodontal telah diakui, kategori utama adalah
periodontitis kronis, yang menjadi penyebab utama hilangnya gigi pada orang
dewasa di seluruh dunia (Galimanas et al., 2014). Periodontitis kronis adalah
penyakit inflamasi, sebagai respons terhadap periodontopatogen dalam biofilm
plak subgingiva, yang mempengaruhi jaringan pendukung gigi. Etiologi utama
periodontitis kronis adalah plak bakteri (Szkaradkiewicz and Karpinski, 2013).
P. gingivalis merupakan agen penyebab utama pada periodontitis kronis

(Chahboun et al., 2015; Safitri et al., 2017).

2.7 Uji Presipitasi (Reaksi Antigen-Antibodi)

Uji presipitasi merupakan jenis uji reaksi antigen dan antibodi. Interaksi
antara antigen dan antibodi tersebut menghasilkan suatu presipitasi. Uji presipitasi
dalam gel/agar disebut sebagai uji imunodifusi (Parija, 2009). Uji presipitasi
dilakukan untuk menentukan aktivitas antibodi dalam mengikat antigen (Han et
al., 2016). Antigen dan antibodi dimasukkan ke dalam lubang yang ada di gel.
Kombinasi yang terjadi antara antigen-antibodi tesebut dinamakan difusi (Stevens

and Miller, 2017). Uji presipitasi terbagi dua yaitu:
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a. Single diffusion atau radial immunodiffusion (RID)
Pada teknik ini, antibodi didistribusikan secara merata pada agar, dan
antigen diaplikasikan ke dalam lubang yang ada di gel. Daerah cincin yang
diperoleh adalah ukuran konsentrasi antigen (Stevens and Miller, 2017).
b. Double immunodiffusion (Ouchterlony)
Antigen dan antibodi dimasukkan ke dalam masing-masing lubang pada

| gel. Antibodi dan antigen berdifusi melalui gel. Ketika antibodi dan

: antigen bertemu pada konsentrasi yang tepat akan membentuk garis putih
diantara kedua lubang. Garis ini disebut garis presipitasi (precipitin line).
Tes Quchterlony memberikan cara cepat dan kualitatif untuk menentukan
hubungan antibodi terhadap antigen tertentu. Tes Quchterlony sangat
berguna untuk mencari reaktivitas silang (Openstax, 2016; Rodriguez,

2011).
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

u IgY poliklonal IgY poliklonal
A. actinomycetemcomitans P. gingivalis
1
pedns 5 e e 1 s e !
v v i v
‘ Serum Kuning telur Serum Kuning telur
|
\
| J
v
| Mengikat komponen
‘ spesifik permukaan bakteri
: 1
| v v v
{ OMP J Pili tipe IV [ SsaB ]
T 1 I
1 1 I
I e 1 [
v v v v
F. nucleatum [ S. sanguis
i v
Adhesi ¥
A

Kolonisasi S. sanguis dan
F. nucleatum

Keterangan:

: Variabel yang diteliti V¥ : Mempengaruhi
) : diikat IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans v Terdapat pada/dalam
) : diikat IgY poliklonal P. gingivalis L :Menghambat
v :Menurun
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3.2 Penjelasan kerangka konseptual
IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan 1gY poliklonal P. gingivalis

dalam serum dan kuning telur dapat mengikat komponen spesifik tertentu yang
terdapat pada permukaan bakteri. IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dapat
berikatan dengan pili bakteri S. sanguis dan F. nucleatum karena memiliki
persamaan pili tipe IV. IgY poliklonal P. gingivalis dapat berikatan dengan
bakteri S. sanguis dikarenakan memiliki unsur homolog yang terdapat pada pili P.
gingivalis. Pili  P. gingivalis mengandung fimA. SsaB pada S. sanguis
merupakan homolog dari fimA. IgY poliklonal P. gingivalis dapat berikatan
dengan OMP bakteri F. nucleatum, dikarenakan massa molekul yang sama.

IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal P. gingivalis
yang berikatan dengan komponen-komponen permukaan pada bakteri S. sanguis
dan F. nucleatum dapat menyebabkan terganggunya fungsi biologis, seperti
penurunan fungsi adhesi bakteri. Adhesin yang berfungsi sebagai media
perlekatan bakteri terhadap host terganggu sehingga terjadi penghambatan

kolonisasi bakteri S. sanguis dan F. nucleatum.

3.3. Hipotesis

1. IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam serum dan kuning telur
memiliki aktivitas yang dapat menghambat kolonisasi F. nucleatum dan S.
sanguis.

2. IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning telur memiliki aktivitas

yang dapat menghambat kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis.
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METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris.

4.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah post test only control group design.

4.3. Sampel Penelitian

4.3.1 Sampel

Sampel penelitian ini adalah IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dan IgY
poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning telur yang diperoleh dari

Research Center FKG Universitas Airlangga Surabaya.

4.3.2 Jumlah Replikasi

Jumlah replikasi ditentukkan dengan rumus (Federer, 1963):

(n-1) (-1)> 15

(12-1)(-1)> 15
1r-11 >15

1iIr >26

Keterangan: n = jumlah perlakuan

r = replikasi
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4.4 Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas:
a. IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dalam serum
b. IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dalam kuning telur
c. IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum
d. IgY poliklonal P. gingivalis dalam kuning telur
2. Variabel Terikat:
a. Hambatan kolonisasi Fusobacterium nucleatum.
b. Hambatan kolonisasi Streptococcus sanguis.
3. Variabel Terkendali:
a. Cara kerja penelitian.
b. Alat dan bahan penelitian.

c. Kondisi sampel.

4.5 Definisi Operasional Variabel

1. IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans
IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans adalah IgY yang dihasilkan dari
ayam petelur yang telah diinjeksi bakteri 4. actinomycetemcomitans serotype
b strain Y4 ATCC 4371. IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans yang akan
digunakan dalam bentuk sediaan serum dan kuning telur.

2. IgY poliklonal P. gingivalis
IgY poliklonal P. gingivalis adalah IgY yang dihasilkan dari ayam petelur
yang telah diinjeksi bakteri P. gingivalis ATCC 3327 serotype. IgY poliklonal
P. gingivalis yang akan digunakan dalam bentuk sediaan serum dan kuning

telur.
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3. Hambatan Kolonisasi F. nucleatum
Hambatan kolonisasi F. nucleatum adalah berupa gambaran garis putih (garis
presipitasi) yang terjadi karena adanya ikatan bakteri antara F. nucleatum
dengan IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal
P. gingivalis.

4. Hambatan Kolonisasi S. sanguis
Hambatan kolonisasi S. sanguis adalah berupa gambaran garis putih (garis
presipitasi) yang terjadi karena adanya ikatan antara bakteri S. sanguis
dengan IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal P.
gingivalis.

5. Aktivitas IgY
Aktivitas IgY adalah berupa interaksi antara IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dan IgY poliklonal P. gingivalis dengan bakteri F.

nucleatum dan S. sanguis.

4.6 Waktu dan Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan September-Oktober 2018 di Research Center

FKG Universitas Airlangga.

4.7 Bahan dan Alat

Bahan:

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah serum IgY poliklonal A.
actinomycetemcomiians, kuning telur IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans,

serum IgY poliklonal P. gingivalis, kuning telur IgY poliklonal P. gingivalis,
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bakteri F. nucleatum, bakteri S. sanguis, nutrient agar, assay buffer (PBS

(Phosphatase Buffered Saline)), alkohol, aquades.

Alat:
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah cawan petri, inkubator (37°C),
mikropipet dan tip mikropipet, ge/ punch, erlenmeyer, vial/botol, gelas ukur,

kapas.

4.8 Cara Kerja

Pengenceran sampel (serum dan kuning telur)

Serum dan kuning telur masing-masing diencerkan hingga 1:16 pengenceran

dengan assay buffer.

1. Setiap vial/botol berisikan 20l 1X assay buffer. Vial pertama dicampurkan
dengan 20ul sampel serum. Pengenceran sampel ini adalah 1:1.

2. Pengenceran sampel 1:1 dipindahkan sebanyak 20ul ke dalam vial kedua.
Pengenceran dalam vial ini adalah 1: 2.

3. Pengenceran sampel 1:2 dipindahkan sebanyak 20ul ke dalam vial ketiga.
Pengenceran dalam vial ini adalah 1: 4.

4. Pengenceran sampel 1:4 dipindahkan sebanyak 20ul ke dalam via/ keempat.
Pengenceran dalam vial ini adalah 1: 8.

5. Pengenceran sampel 1:8 dipindahkan sebanyak 20ul ke dalam vial kelima.
Pengenceran dalam vial ini adalah 1: 16.

6. Prosedur di atas diulangi kembali untuk pengenceran sampel kuning telur.

(Sharon et al., 2016).
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Prosedur uji deteksi ikatan antara antibodi spesifik dan antigen dengan

1.

9.

metode double immunodiffusion

Persiapan 1X Assay Buffer.

1ml 10X assay buffer dimasukkan ke dalam 9ml air suling yang steril.
Persiapan nutrient agar.

2g bubuk nutrient agar dimasukkan ke dalam 100ml aquades, lalu
panaskan sampai nutrient agar larut sepenuhnya.

Larutan nutrient agar didinginkan hingga 50-60°C dan dimasukkan ke dalam

cawan petri sebanyak 15ml pada permukaan yang horizontal Agar
didiamkan selama 30 menit.

Agar dilubangi dengan alat bantuan yang sesuai (gel punch) pada bagian yang
sudah ditandai.

PBS, pengenceran sampel serum 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 dimasukkan ke dalam
lubang masing-masing yang berada di pinggiran, tiap lubang berisi 10pl.
Antigen  (bakteri  Streptococcus  sanguis/Fusobaterium  nucleatum)
dimasukkan ke dalam lubang yang berada ditengah sebanyak 10ul.

Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Setelah inkubasi, amati garis presipitasi di antara lubang antigen dan lubang

IgY serum.

Prosedur diatas diulangi untuk sampel IgY dalam kuning telur.

(HiMedia Laboratories, 2012; Sharon et al., 2016).
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4.9 Prosedur Analisis Data

Analisis data yang dilakukan dengan uji Kruskal wallis dan Man Whitney.
Uji Kruskal wallis digunakan untuk melihat adanya perbedaan efek dari tiap
perlakuan pengenceran IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans terhadap
antigen bakteri (F. nucleatum dan S. sanguis) dan IgY poliklonal P. gingivalis
terhadap antigen bakteri (F. nucleatum dan S. sanguis). Uji Man Whitney

digunakan untuk melihat perbedaan efek antara serum dan kuning telur pada

kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dan perbedaan efek antara

serum dan kuning telur kelompok IgY poliklonal P. gingivalis.
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b. Uji Imunodifusi IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning

telur |

Persiapan 1X Assay Pengenceran sampel
Buffer = 1ml 10X _ (IgY poliklonal |
b +9ml P. gingivalis serum/kuning telur) |
ay | uﬁ”e.r dengan PBS. '
air suling 1:1, 12, 1:4. 1:8, 1:16 |
|
\

v

~
Persiapan nutrient agar = 2g '
bubuk nutrient agar + 100ml ‘
aquades. Larutan dipanaskan

hingga larut.

v

: Dinginkan hingga suhu 50-60°C
x dan dimasukkan ke cawan petri

2 |
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|
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~
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v
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MILIRK
PERPUSTAKAAN !
BAB 5 UNIVERSITAS AJRLANGG A |

SURABAYA |
HASIL PENELITIAN -

5.1 Pengamatan hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S.sanguis
kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans

Hasil pengamatan hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S.sanguis
pada kelompok IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dalam serum dan
kuning telur ditandai dengan adanya garis presipitasi yang ditunjukkan pada

Gambar 5.1:

Gambar 5.1 Garis presipitasi pada kelompok IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dalam
serum dan kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis. (S/S: S. sanguis/lgY dalam
Serum; S/T: S sanguis/Ig¥Y dalam Kuning Telur: F/S: F nucletum/Ig¥ dalam Serum:; F/T: K

nucleatum/IgY dalam Kuning Telur).

35

SKRIPSI AKTIVITAS IgY POLIKLONAL ... OKTAVIANI SUCI LESTARI




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

37

Gambar 5.1.1 Diagram hasil kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans terhadap
bakteri F. nucleatum; a. Sediaan serum; b. Sediaan kuning telur.

Tabel 5.1.1 Analisis data kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans terhadap F.
nucleatum

AAl  [AA2  [AA3 [AA4 [AA5 |AA6 |pvalwe
G 112 @4 |18 | 1:16) | (@®BS)
+ - - - =

+
F/S T n - . . . 0.051
+ - - = = -
F/T n - - . - - 0.051
Ket :

+  :terdapat garis presipitasi
- :tidak terdapat garis presipitasi
*  :signifikan (p value <0.05)

Berdasarkan tabel 5.1.1, pada kelompok F/S dengan pengenceran 1:1 terdapat
garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan pengenceran 1:2
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan pengenceran
1:4 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan
pengenceran 1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
F/S dengan pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan,
kelompok F/S dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan.
Pada semua kelompok F/S menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena
bernilai 0.051 yang berarti p valuc >0.05. Hal terscbut menandakan konsentrasi

tidak berpengaruh pada hasil.
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Pada kelompok F/T dengan pengenceran 1:1 terdapat garis presipitasi dan
tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran 1:2 tidak terdapat garis
presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran 1:4 tidak
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran
1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan
pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
F/T dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan. Pada semua
kelompok F/T menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena bernilai 0.051 yang
berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi tidak berpengaruh

pada hasil.

5.1.2 Pengamatan garis presipitasi kelompok IgY poliklonal A.
actinomycetemcomitans dalam serum dan Kkuning telur terhadap bakteri S.
sanguis

Hasil pengamatan berdasarkan Gambar 5.1.2 pada kelompok IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dalam serum terhadap bakteri S. sanguis menunjukkan
adanya garis presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1 dan 1:2. Hal
tersebut dikarenakan konsentrasi IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans pada
pengenceran 1:1 dan 1:2 lebih tinggi dibandingkan kelompok pengenceran serum
IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans yang lainnya, terutama pada kelompok
kontrol yaitu PBS, dimana tidak mengandung IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans. Sedangkan, pada kelompok IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dalam kuning telur terhadap bakteri S. sanguis

menunjukkan adanya garis presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1.
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Gambar 5.1.2 Diagram hasil kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans terhadap
bakteri S. sanguis; a. Sediaan serum; b. Sediaan kuning telur.

Tabel 5.1.2 Analisis data kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans terhadap S.

sanguis.
AAl AA2 AA3 AA4 AAS AA6 p value
a:n (a2 (a4 |8 |@Q:16) | (PBS)
+ + - - - -
S/S 0.051
+ + - - - -
- = 2 s = =
S/T 0.051
+ - - - - -
Ket:

+ :terdapat garis presipitasi

: tidak terdapat garis presipitasi
* :signifikan (p value <0.05)

Berdasarkan tabel 5.1.2, pada kelompok S/S dengan pengenceran 1:1 terdapat
garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan pengenceran 1:2

terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan pengenceran
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1:4 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan
pengenceran 1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
S/S dengan pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan,
kelompok S/S dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan.
Pada semua kelompok S/S menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena
bernilai 0.051 yang berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi
tidak berpengaruh pada hasil.

Pada kelompok S/T dengan pengenceran 1:1 terdapat garis presipitasi dan
tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran 1:2 tidak terdapat garis
presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran 1:4 tidak
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran
1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan
pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
S/T dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan. Pada semua
kelompok S/T menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena bernilai 0.051 yang
berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi tidak berpengaruh

pada hasil.

5.1.3 Perbandingan hasil kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans
dalam serum dan kuning telur

Hasil pada tabel 5.1.3 menunjukkan F/S dengan F/T bernilai 0.514, S/S
dengan S/T bernilai 0.514. Berdasarkan hasil tersebut menurut perhitungan

statistik menunjukkan tidak memiliki perbedaan antara kelompok IgY poliklonal
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A. actinomycetemcomitans serum dan kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum

dan S. sanguis dikarenakan hasil yang tidak signifikan yaitu p value >0.05.

Tabel 5.1.3 Perbandingan hasil kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam serum

dan kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis.

p value
F/S
BT 0.514
S/S
S/T 0.514
Keterangan:

* : signifikan (p value <0.05)
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5.2 Pengamatan hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S.sanguis
kelompok IgY poliklonal P. gingivalis

Hasil pengamatan hambatan kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S.sanguis
pada kelompok IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning telur

ditandai dengan adanya garis presipitasi yang ditunjukkan pada Gambar 5.2:

Gambar 5.2 Garis presipitasi pada kelompok IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan
kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis. (S/S: S. sanguis/IgY dalam Serum; S/T:
S. sanguis/IgY dalam Kuning Telur; F/S: F. nucletum/IgY dalam Serum; F/T: F. nucleatum/IgY
dalam Kuning Telur).
5.2.1 Pengamatan garis presipitasi kelompok IgY poliklonal P. gingivalis
dalam serum dan kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum

Hasil pengamatan berdasarkan Gambar 5.2 pada kelompok IgY poliklonal
P. gingivalis dalam serum terhadap bakteri F. nucleatum menunjukkan adanya
garis presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1 dan 1:2. Hal tersebut
dikarenakan konsentrasi IgY poliklonal P. gingivalis pada pengenceran 1:1 dan

1:2 lebih tinggi dibandingkan kelompok pengenceran serum IgY poliklonal P.
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gingivalis yang lainnya, terutama pada kelompok kontrol yaitu PBS, dimana tidak
mengandung IgY poliklonal P. gingivalis. Sedangkan, pada kelompok IgY
poliklonal P. gingivalis dalam kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum

; menunjukkan adanya garis presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1.

P8BS
P8s

Gambar 5.2.1 Diagram hasil kelompok IgY poliklonal P. gingivalis terhadap bakteri
F. nucleatum; a. Sediaan serum; b. Sediaan kuning telur.

Tabel 5.2.1 Analisis data kelompok IgY poliklonal P. gingivalis terhadap F. nucleatum.

PGl PG2 PG3 PG4 PG5 PG6 p value
(1:1) (1:2) (1:4) (1:8) (1:16) | (PBS)
+ + - - - -
F/S s T - - - - 0.051
B o BB ESn F S P 0051
Ket:
+ :terdapat garis presipitasi
- :tidak terdapat garis presipitasi
* : signifikan (p value <0.05)
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Berdasarkan tabel 5.2.1, pada kelompok F/S dengan pengenceran 1:1 terdapat
garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan pengenceran 1:2
’ terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan pengenceran
| 1:4 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/S dengan
pengenceran 1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
F/S dengan pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan,
kelompok F/S dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan.
Pada semua kelompok F/S menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena

bernilai 0.051 yang berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi

tidak berpengaruh pada hasil.

Pada kelompok F/T dengan pengenceran 1:1 terdapat garis presipitasi dan
tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran 1:2 tidak terdapat garis
presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran 1:4 tidak
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan pengenceran
1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok F/T dengan
pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
| F/T dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan. Pada semua
kelompok F/T menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena bernilai 0.051 yang
berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi tidak berpengaruh

pada hasil.
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5.2.2 Pengamatan garis presipitasi kelompok IgY poliklonal P. gingivalis
dalam serum dan kuning telur terhadap bakteri S. sanguis

Hasil pengamatan berdasarkan Gambar 5.2 pada kelompok IgY poliklonal P.
gingivalis dalam serum terhadap bakteri S. sanguis menunjukkan adanya garis
presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1 dan 1:2. Hal tersebut
dikarenakan konsentrasi IgY poliklonal P. gingivalis pada pengenceran 1:1 dan
1:2 lebih tinggi dibandingkan kelompok pengenceran serum IgY poliklonal P.
gingivalis yang lainnya, terutama pada kelompok kontrol yaitu PBS, dimana tidak
mengandung IgY poliklonal P. gingivalis. Sedangkan, pada kelompok IgY
poliklonal P. gingivalis dalam kuning telur terhadap bakteri S. sanguis

menunjukkan adanya garis presipitasi pada kelompok perlakuan pengenceran 1:1.

Gambar 522 Diagram hasil kelompok IgY poliklonal P. gingivalis terhadap bakteri
S. sanguis; a. Sediaan serum; b. Sediaan kuning telur.
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Tabel 5.2.2 Analisis data kelompok IgY poliklonal P. gingivalis terhadap S. sanguis.
PGl PG2 PG3 PG4 PG5 PG6 p value
(1:1) (1:2) (1:4) (1:8) (1:16) (PBS)
- - - - - -
S/S ry ry . a - . 0.051
+ < < - - -
S/T T . . 3 . . 0.051
Ket:

+ :terdapat garis presipitasi

: tidak terdapat garis presipitasi
* : signifikan (p value <0.05)

Berdasarkan tabel 5.2.2, pada kelompok S/S dengan pengenceran 1:1 terdapat
garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan pengenceran 1:2
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan pengenceran
1:4 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/S dengan
pengenceran 1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
S/S dengan pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan,
kelompok S/S dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signiﬁkan.‘
Pada semua kelompok S/S menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena
bernilai 0.051 yang berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi
tidak berpengaruh pada hasil.

Pada kelompok S/T dengan pengenceran 1:1 terdapat garis presipitasi dan
tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran 1:2 tidak terdapat garis
presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran 1:4 tidak
terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan pengenceran
1:8 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok S/T dengan
pengenceran 1:16 tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan, kelompok
S/T dengan PBS tidak terdapat garis presipitasi dan tidak signifikan. Pada semua

kelompok S/T menunjukkan nilai yang tidak signifikan karena bernilai 0.051 yang
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berarti p value >0.05. Hal tersebut menandakan konsentrasi tidak berpengaruh

pada hasil.

5.2.3 Perbandingan hasil kelompok IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum

dan kuning telur

Hasil pada tabel 5.1.3 menunjukkan F/S dengan F/T bernilai 0.514, S/S

dengan S/T bernilai 0.514. Berdasarkan hasil tersebut menurut perhitungan

statistik menunjukkan tidak memiliki perbedaan antara kelompok IgY poliklonal

P. gingivalis serum dan kuning telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis

dikarenakan hasil yang tidak signifikan yaitu p value >0.05.

Tabel 5.2.3 Perbandingan hasil kelompok IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning
telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis

p value
F/S
F/T 0.514
S/S
S/T 0.514
Keterangan:

* . signifikan (p value <0.05)
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PEMBAHASAN )

Penelitian ini menggunakan IgY poliklonal 4. actinomycetemcomitans dan
| IgY poliklonal P. gingivalis dalam sediaan serum dan kuning telur untuk diujikan

tehadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis dengan menggunakan metode double

| immunodiffusion/imunodifusi ganda. Keberhasilan imunodifusi ganda ditandai
1 dengan adanya interaksi antibodi-antigen dengan cara difusi. Antibodi dengan
afinitas intrinsik sedang hingga tinggi bercampur dengan antigen pada rasio yang
tepat disebut zona ekuivalen, kisi-kisi kompleks antibodi-antigen terbentuk dan
mengendap keluar dari larutan, terbentuk garis presipitasi yang tidak larut di zona
ekuivalen (precipitin line). Pengendapan dapat dimulai dalam beberapa jam atau
mungkin diperlukan waktu 24 hingga 48 jam untuk menyelesaikannya (Hornbeck,
2017).

Data hasil dari kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam
serum terhadap bakteri F. nucleatum maupun S. sanguis, didapatkan adanya
garis presipitasi pada pengenceran 1:1. Hasil yang sama juga didapatkan pada
kelompok IgY poliklonal P. gingivalis. Hasil kelompok IgY poliklonal P.
gingivalis dalam serum terhadap bakteri F. nucleatum maupun S. sanguis,
i‘ didapatkan adanya garis presipitasi pada pengenceran 1:1 dan 1:2. Sedangkan,
untuk kelompok IgY poliklonal P. gingivalis dalam kuning telur terhadap bakteri
F. nucleatum maupun S. sanguis, didapatkan adanya garis presipitasi pada
pengenceran 1:1. Hal ini menunjukkan garis presipitasi terbentuk pada

pengenceran yang rendah, yaitu artinya konsentrasi antibodi pada pengenceran
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tersebut lebih tinggi dibandingkan kelompok pengenceran yang tinggi, pada
kelompok tersebut berarti memiliki konsentrasi yang sesuai untuk dapat
berinteraksi dengan antigen. Hal tersebut sesuai dengan teori bahwa reaksi
presipitasi terjadi ketika konsentrasi antigen dan antibodi yang becampur berada
pada zona ekuivalen. Jika konsentrasi antibodi terlalu rendah, memberikan
tampilan hasil negatif (Thermo Fisher Scientific, 2011). Hasil tersebut sama
seperti penelitian sebelumnya dengan metode yang sama, yaitu penelitian yang
dilakukan oleh Sharon ef al., (2016), hasil yang didapatkannya yaitu garis
presipitasi terlihat pada pengenceran 1:2.

Garis presipitasi yang terbentuk diantara antigen dan antibodi, baik pada
kelompok IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam serum dan kuning
telur terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis, maupun kelompok IgY
poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning telur terhadap bakteri F.
nucleatum dan S. sanguis menunjukkan adanya aktivitas antara IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dengan bakteri F. nucleatum dan S. sanguis, maupun IgY
poliklonal P. gingivalis terhadap bakteri F. nucleatum dan S. sanguis. Aktivitas
tersebut berupa pengikatan antara antibodi dan antigen. Hal tersebut dapat
dikarenakan IgY merupakan antibodi poliklonal. Antibodi poliklonal dapat
berikatan dengan berbagai epitop antigen (Seida, 2017). IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dapat berikatan dengan pili dari bakteri F. nucleatum
dan S. sanguis karena sama-sama memiliki pili tipe IV. IgY poliklonal P.
gingivalis juga dapat berikatan dengan unsur homolog yang terdapat pada
permukaan S. sanguis yaitu SsaB, dan dapat berikatan dengan OMP F. nucleatum

karena memiliki massa molekul yang sama. Pengikatan tersebut dapat
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mengahambat kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S. sanguis akibat terganggunya
fungsi komponen permukaan bakteri tersebut. Hal tersebut sesuai teori bahwa IgY

berikatan pada komponen tertentu pada permukaan bakteri seperti oufer

5 membrane protein (OMP), lipopolisakarida (LPS), flagella, dan fimbriae (atau

pili). Pengikatan ini dapat memblokir atau merusak fungsi komponen bakteri yang
berhubungan dengan kolonisasi dan dapat menyebabkan penghambatan
pertumbuhan bakteri (Hou ef al., 2013; Zajac et al., 2017). Penelitian sebelumya
yang dilakukan oleh Chalgoulmi er. al., (2009), telah membuktikan bahwa
OMP Salmonella sp. berikatan dengan IgY spesifik dapat berguna untuk mencegah
kolonisasi Salmonella. Penelitian yang dilakukan oleh Lee ef al., (2002), IgY
spesifik Salmonella berikatan dengan molekul permukaan Salmonella sehingga
dapat menghambat pertumbuhan Salmonella yang homolog. IgY dapat
mempengaruhi kolonisasi Salmonella enteriditis dan Salmonella typhimurium
dengan mengikat OMP. OMP Salmonella tersebut berguna untuk adhesi dan
invasi mukosa. Pengikatan tersebut menyebabkan terganggunya fungsi biologis
OMP, schingga invasif Salmonella berkurang karena hilangnya kemampuan untuk
mengkolonisasi saluran pencernaan (Naidu, 2000). Penelitian lain yang dilakukan
oleh Febrianti et al. (2017) didapatkan bahwa, IgY spesifik A.
actinomycetemcomitans ~ dapat ~menghambat pertumbuhan  bakteri A.
actinomycetemcomitans dan IgY spesifik P. gingivalis dapat menghambat
pertumbuhan bakteri P. gingivalis.

Berdasarkan hasil analisa statistik menunjukkan tidak ada perbedaan efek
pada  masing-masing  kelompok  pengenceran IgY  poliklonal A

actinomycetemcomitans, maupun kelompok IgY poliklonal P. gingivalis
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(p value >0.05). Hal tersebut dapat dikarenakan kurang sensitifnya metode ini.
Hal tersebut sesuai teori bahwa tes ini kurang sensitif karena pembentukan garis
presipitasi tergantung pada konsentrasi ekuivalen dari antibodi antigen dan
antibodi spesifik (International Potato Center, 2018). Selain itu tidak dapat
perbedaan hasil antara serum dan kuning telur (p value >0.05). Oleh karena itu,
baik serum maupun kuning telur dapat digunakan. Hal tersebut sesuai dengan
teori bahwa kuning telur merupakan sumber antibodi yang baik dan memberikan
alternatif untuk serum (Ghaniei et al., 2017). Faktor yang dapat mempengaruhi
hasil yaitu dapat dikarenakan sampel yang terkontaminasi. Hal tesebut sesuai
dengan teori bahwa untuk mendapatkan hasil yang optimal dengan metode
imunodifusi ganda, sampel yang digunakan harus steril, yang seharusnya tidak

terkontaminasi (IMMY, 2007).
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BAB 7

KESIMPULAN

7.1 Kesimpulan

1. IgY poliklonal A. actinomycetemcomitans dalam serum dan kuning telur
mempunyai aktivitas yang dapat menghambat kolonisasi bakteri F. nucleatum
dan S. sanguis.

2. IgY poliklonal P. gingivalis dalam serum dan kuning telur mempunyai
aktivitas yang dapat menghambat kolonisasi bakteri F. nucleatum dan S.

sanguis.

7.2 Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan metode kuantitatif agar didapatkan
hasil yang lebih akurat untuk mengetahui potensi IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans dan 1gY poliklonal P. gingivalis dalam menghambat
kolonisasi bakteri-bakteri penyebab penyakit perodontitis lainnya. Selain itu,
diperlukan sampel yang lebih banyak agar mendapatkan informasi yang lebih

detail.
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Fusobacterium nucleatum
dan Streptococcus sanguis

Mikropipet dan tip
mikripipet

Cawan petri dan Gel punch

Sampel IgY poliklonal 4.
actinomycetemcomitans
(serum) yang sudah
dilakukan pengenceran

Sampel IgY poliklonal A.
actinomycetemcomitans
(kuning telur) yang sudah
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Sampel IgY poliklonal P.
gingivalis (kuning telur)
yang sudah dilakukan

pengenceran

Sampel IgY poliklonal P.

gingivalis (serum) yang
sudah dilakukan pengenceran
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; Lampiran 3. Analisis Statistik
|
h DATASET ACTIVATE DataSet1.
DATASET CLOSE DataSet9.
j NPAR TESTS
g /K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(1 6)
| /MISSING ANALYSIS.
|
NPar Tests |
|
|
‘ Notes |
J Qutput Created 08-OCT-2018 08:13:16 l
l Comments
ﬁ Input Data C:\Users\Presario\Downloads\V |
1 ANNDATA DASAR sav |
; Active Dataset ~ DataSet1 h
| Filter <none> 1
i Weight <none>
| Split File <none>
N of Rows in Working Data File 96
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
Cases Used Statistics for each test are based

on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.

! Syntax NPAR TESTS

| J/K-W=GARIS_CODE BY

« KELOMPOK_PERLAKUAN(1 6)
|

e /MISSING ANALYSIS.

Resources Processor Time 00:00:00,00
Elapsed Time 00:00:00,01
Number of Cases Allowed?® 449389

a. Based on availability of workspace memory.
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Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 1,00 2 10,50
2,00 2 10,50
3,00 2 4,50
4,00 2 4,50
5,00 2 4,50
6,00 2 4,50
Total 12
Test Statistics®®
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
Df 5
Asymp. Sig. ,051
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(7 12)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
Notes
Cutput Created 08-OCT-2018 08:13:30
Comments
Input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR .sav
Active Dataset DataSet1
Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data File 96
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|
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
| treated as missing.
l Cases Used Statistics for each test are based
J on all cases with valid data for
ﬂ 7 the variable(s) used in that test.
i Syntax NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(7
12)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,03
Elapsed Time 00:00:00,02
Number of Cases Allowed® 449389
| a. Based on availability of workspace memory.
1 Kruskal-Wallis Test |
1
i Ranks
| Kelompok Periakuan N Mean Rank
i Kategori Garis 7,00 2 10,50
8,00 2 10,50
9,00 2 4,50
10,00 2 4,50
| 11,00 2 4,50
12,00 2 4,50
i Total 12
Test Statistics™®
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
Df 5
Asymp. Sig. ,051
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perfakuan
%
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NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(13 18)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
Notes
Output Created 08-OCT-2018 08:14:12
Comments
input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR sav
Active Dataset DataSet1
Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data File 96
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
Cases Used Statistics for each test are based

on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.
Syntax NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(13

18)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,02
Elapsed Time 00:00:00,01
Number of Cases Allowed? 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 13,00 2 11,50
14,00 2 5,50
15,00 2 5,50
16,00 2 5,50
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|
68 r
J i
17,00 7 2 5,50 |
18,00 2 5,50 \
Total 12 |
Test Statistics®”
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
Asymp. Sig. ,051
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
|
NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(19 24)
/MISSING ANALYSIS.
1
% NPar Tests |
|
\
| Notes
Output Created 08-OCT-2018 08:14:43
Comments
input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR .sav
Active Dataset DataSet1
Filter <none>
Weight <none>
Spiit File <none>
N of Rows in Working Data File 96
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
Cases Used Statistics for each test are based
on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.
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NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(19
24)
/MISSING ANALYSIS.
Res: Processor Time : - 00:00:00,02
Elapsed Time ~ 00:00:00,01
Number of Cases Allowed® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 19,00 2 11,50
20,00 2 5,50
21,00 B 2 5,50
22,00 i 2 5,50
23,00 2 5,50
24.00 2 5,50
Total 12
Test Statistics™®
7 Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
Asymp. Sig. 051
a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
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NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(2S 30)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
Notes
Output Created 08-OCT-2018 08:17:22
Comments
input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANIDATA DASAR - Copy
(5).sav

Active Dataset DataSet10

Filter : <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working Data File 96

Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.

Cases Used Statistics for each test are based
on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.

Syntax NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(25
30)
; /MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,00
Elapsed Time 00:00:00,02
Number of Cases Allowed? 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 25,00 ; 2 10,50
26,00 2 10,50
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27,00 2 4,50
28,00 2 4,50
29,00 2 4,50
30,00 2 4,50
Total ' 12
Test Statistics®®
Kategori Garis
~ Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
_Asymp. Sig. 051
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(31 36)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
Notes
‘Output Created 08-OCT-2018 08:17:49
Input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
' ANNDATA DASAR - Copy
= (5).sav o
Active Dataset DataSet10
Filter <none>
Weight <none> )
7 2 N of Rows in Working Data File %6
Missing Value Handling ~ Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
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Cases Used Statistics for each test are based
on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.
Syntax NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(31
36)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,00
Elapsed Time 00:00:00,01
Number of Cases Allowed® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 31,00 2 10,50
32,00 2 10,50
33,00 2 4,50
34,00 2 4,50
35,00 2 4,50
36,00 2 4,50
Total 12
Test Statistics®
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
Asymp. Sig. ,051

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
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NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(37 42)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
)
|
Notes
Output Created 08-OCT-2018 08:18:09
Comments
Input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR - Copy
(5).sav

Active Dataset DataSet10

Filter <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working Data File 96

Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.

Cases Used Statistics for each test are based
on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.

| Syntax NPAR TESTS
| /K-W=GARIS_CODE BY
| KELOMPOK_PERLAKUAN(37
42)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,00
Elapsed Time 00:00:00,01
Number of Cases Allowed?® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank
Kategori Garis 37,00 11,50
38,00 5,50
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39,00 2 5,50
| 40,00 2 5,50
41,00 2 5,50
42,00 2 5,50
Total 12
| Test Statistics®®
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
Asymp. Sig. ,051
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY KELOMPOK_PERLAKUAN(43 48)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests 1
Notes
Qutput Created 08-OCT-2018 08:18:26
Comments
input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR - Copy
(5).sav
Active Dataset DataSet10
Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data File 96
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
Cases Used Statistics for each test are based
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Syntax NPAR TESTS
/K-W=GARIS_CODE BY
KELOMPOK_PERLAKUAN(43
48)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,02
Elapsed Time 00:00:00,03
Number of Cases Allowed® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Periakuan N Mean Rank
Kategori Garis 43,00 2 11,50
44,00 2 5,50
45,00 2 5,50
48,00 2 5,50
47,00 2 5,50
48,00 2 5,50
Total 12
Test Statistics*®
Kategori Garis
Kruskal-Wallis H 11,000
df 5
Asymp. Sig. ,051

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan

NPAR TESTS

/M-W= GARIS_CODE BY KELOMPOK_BAKTERI(1 3)

/MISSING ANALYSIS.
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NPar Tests
Notes
Qutput Created 08-OCT-2018 08:19:37
Comments
Input Data C:\Users\Presario\Downioads\V
ANINDATA DASAR - Copy
(5).sav

Active Dataset DataSet10

Filter <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working Data File 96

Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.

Cases Used Statistics for each test are based
on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.

Syntax NPAR TESTS
/MW= GARIS_CODE BY
KELOMPOK_BAKTERI(1 3)
/MISSING ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,02
Elapsed Time 00:00:00,02
Number of Cases Allowed?® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Bakieri N Mean Rank Sum of Ranks
Kategori Garis 1,00 12 13,50 162,00
3,00 12 11,50 138,00
Total 24
Test Statistics®
Kategori Garis
Mann-Whitney U 60,000
Wiicoxon W 138,000
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Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig))]

a. Grouping Variable: Kelompok Bakteri

b. Not corrected for ties.

NPAR TESTS

/M-W= GARIS_CODE BY KELOMPOK_BAKTERI(2 4)

/MISSING ANALYSIS.

NPar Tests

Qutput Created
Comments
Input

Missing Value Handling

Syntax

Resources

Data

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data File
Definition of Missing

Cases Used

Processor Time
Elapsed Time
Number of Cases Allowed®
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08-OCT-2018 08:20:31

C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR - Copy
(5).sav
DataSet10
<none>
<none>
<none>

96
User-defined missing values are
treated as missing.
Statistics for each test are based

on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.
NPAR TESTS
/M-W= GARIS_CODE BY
KELOMPOK_BAKTERI(2 4)
/MISSING ANALYSIS.
00:00:00,02
00:00:00,02
449389

a. Based on availability of workspace memory.
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Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Bakteri N Mean Rank Sum of Ranks
Kategori Garis 2,00 12 13,50 162,00
4,00 12 11,50 138,00
Total 24
Test Statistics®
Kategori Garis
Mann-Whitney U 60,000
Wilcoxon W 138,000
z -,923
Asymp. Sig. (2-tailed) ,356
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 5140
a. Grouping Variable: Kelompok Bakteri
b. Not corrected for ties.
NPAR TESTS
/M-W= GARIS_CODE BY KELOMPOK_BAKTERI(5 7)
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests
Notes
Output Created 08-OCT-2018 08:22:04
Comments
Input Data C:\Users\Presario\Downloads\V
ANIDATA DASAR - Copy
(5).sav
Active Dataset DataSet10
Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data File 96
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Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing values are
treated as missing.
»
Cases Used Statistics for each test are based

on all cases with valid data for
4: the variable(s) used in that test.
| Syntax NPAR TESTS

/MW= GARIS_CODE BY t
KELOMPOK_BAKTERI(5 7) '
/MISSING ANALYSIS. |
Resources Processor Time 00:00:00,02
Elapsed Time 00:00:00,01
Number of Cases Allowed® 449389
a. Based on availability of workspace memory.
|
|
J
Mann-Whitney Test
| Ranks
\
Kelompok Bakteri N Mean Rank Sum of Ranks |
| Kategori Garis 5,00 12 13,50 162,00 |
7,00 12 11,50 138,00 ‘
Total 24
\
Test Statistics®
Kategori Garis
Mann-Whitney U 60,000
Wilcoxon W 138,000
7 -,923
Asymp. Sig. (2-tailed) ,356
,3 Exact Sig. [2*(1-tailed Sig)] 514°
a. Grouping Variable: Kelompok Bakteri
b. Not cormrected for ties.
NPAR TESTS
/M-W= GARIS_CODE BY KELOMPOK_BAKTERI(6 8)
JMISSING ANALYSIS.
i
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NPar Tests
Notes
Qutput Created
Comments
input Data
Active Dataset
Filter
Weight
Split File
N of Rows in Working Data File
Missing Value Handling Definition of Missing
Cases Used
Syntax
Resources Processor Time
Elapsed Time
Number of Cases Allowed?
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08-OCT-2018 08:22:25
C:\Users\Presario\Downloads\V
ANNDATA DASAR - Copy
(5)-sav
DataSet10
<none>
<none>
<none>

96

User-defined missing values are
treated as missing.
Statistics for each test are based

on all cases with valid data for
the variable(s) used in that test.
NPAR TESTS
/M-W= GARIS_CODE BY
KELOMPOK_BAKTERI(6 8)
MISSING ANALYSIS.
00:00:00,00
00:00:00,01
449389

a. Based on availability of workspace memory.

Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Bakteri N Mean Rank Sum of Ranks
Kategori Garis 6,00 13,50 162,00
8,00 11,50 138,00
Total
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Test Statistics®
Kategori Garis
Mann-Whitney U 60,000
WilcoonW 138,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 5140

a. Grouping Variable: Kelompok Bakteri
b. Not cormrected for ties.
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