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Ringkasan

Variabilitas Genetik Candida albicans Mukosa Rongga Mulut Pada
Tingkat Regulasi Penyakit Diabetes Mellitus

Retno Pudji Rahayu

Di dalam rongga muiut terdapat berbagai strain C.albicans
dengan karakteristik fenotipe tertentu yang menentukan sifatnya sebagai
komensal atau patogen. Infeksi oleh C.albicans ini merupakan salah satu
komplikasi dari penyakit Diabetes Mellitus (DM) yang paling tinggi angka
kejadiannya di rongga mulut. Pada DM regulasi jelek lasimnya disertai
keadaan immunocompromise dari sistem imun inang dengan manifestasi
suatu imunodefisiensi. Kondisi ini mengakibatkan terjadi penurunan
jumiah dan aktivitas sel T (baik secara kuantitas maupun kualitas)
sehingga terjadi gangguan pada fungsi pengenalan terhadap antigen dan
gangguan produksi sitokin proinflamatori diantaranya IL-18 dan TNF-a.
Sampai saat ini penatalaksanaan infeksi oleh C.albicans di mukosa
rongga mulut pada penderita DM masih belum memberikan hasil yang
memuaskan. Hal ini karena etiopatogenesisnya yang komplek meliputi
gangguan sistem imunitas dan interaksi molekuler yang sampai saat ioni
belum dapat dijelaskan secara tuntas di bidang kedokteran gigi.

Pada penelitian ini digunakan 33 sampel C.albicans yang
diambil dari penderita DM dan non-DM. Analisis yang dialkukan dalam
penelitian ini meliputi karakterisasai C.albicans yang meliputi serotipe
dengan uji serotyping, genctipe dengan metode RAPD, keberadaan gen
SAP1 dan SAP3 dengan metode PCR dan pemeriksaan kadar IL - 1B dan
TNF-a dengan metode /ndirect ELISA. Selanjutnya data dianalisis dengan
uji analisis statistik Anova one way dan visualisasi grafik dengan Explore.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa C.albicans vyang
mengKkolonisasi mukosa rongga mulut penderita DM regulasi baik
mempunyai hubungan kekerabatan genotipe yang dekat dengan
C.albicans pada mukosa rongga mulut DM regulasi jelek (jarak genetik
0,762). Keberadaan gen SAP1 mempunyai kecenderungan nilai rata-rata
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yang sama Non-DM (39104,19 + 4156,22), DM regulasi baik, (25259,79
+ 7429,71) dan DM regulasi jelek (26281,29 + 4312,39. Keberadaan gen
SAP3 C.albicans pada DM regulasi jelek (14793,86 + 8851,28)
mempunyai nilai rata-rata yang lebih tinggi dibanding dengan gen SAP3
C.albicans pada DM regulasi baik (10319,53 1£9028,21) dan non-DM
(11512,86 + 1348,26). C.albicans serotipe A yang ditemukan pada
penderita DM regulasi baik, DM regulasi jelek dan non-DM iebih dominan
dibanding serotipe B. Terdapat perbedaan yang siknifikan antara kadar
sitokin IL-1B dan TNF-a pada DM reguiasi jelek, terhadap kadar IL-1B dan
TNF-a pada DM regulasi baik dan non-DM yang terinfeksi oleh C.albicans.
Sebaliknya kadar IL-1 B dan TNF- a pada DM regulasi baik tidak berbeda
bermakna terhadap kadar IL-1 B dan TNF- a pada non-DM.

Berdasar pada hasil analisis data yang diperoleh dalam penelitian
ini ditemukan bahwa ada hubungan antara keberadaan gen SAP3,
keragaman genetik dan virulensi C.albicans isolat Surabaya dengan
tingkat regulasi penyakit DM. Virulensi tidak saja ditentukan oleh serotipe
seperti teori yang terdahulu tetapi ada keterkaitan dengan keberadaan
gen SAP3. Dengan demikian maka hasil penelitian ini dapat dipakai
sebagai dasar penentuan diagnostik yang lebih akurat pada konsep
infeksi oleh C.albicans di mukosa rongga mulut penderita DM .
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SUMMARY

Oral Mucosa C. albicans Genetic Variability in
Diabetes Mellitus Regulation Levels

Retno Pudji Rahayu

Various C. albicans strains exist in the oral cavity. These strains are
of certain phenotypes, characterizing them as commensal or pathogenic.
Oral cavity C. albicans fungus infection is a Diabetes Mellitus (DM)
complication, which prevalence rate is among the highest. Oral Mucosa C.
albicans infection in DM patients is an effect of various changes occurring
in the oral cavity. Poorly-regutated DM is accompanied by a compromised
immune system, manifesting as an immunodeficiency. in such case, T-cell
activity (either qualitativety or quantitatively) becomes abnormal, effecting
in the functional disorder of antigen recognition and cytokine production,
including IL-1p and TNF-a. To date, oral mucosa C. albicans infection in

DM patients remains to be a problem receiving less than satisfactory
solutions at dental medical settings. This is due to its complicated
ethiopathogenesis, invoiving immunity and molecuiar factors, and to the
fact that, to date, molecular factors in dentistry has not yet been fully
understood.

Thirty-three valid C. albicans samples analyzed in this study were
collected from C. albicans in DM and non-DM patients. Analysis in this
research comprised of C. albicans characterization, which is involves of a
serotyping test, genotype determination using RAPD method, and gene
existence identification of SAP1 and of SAP3 using PCR and IL-1p and

TNF-a levels test by means of Indirect ELISA. Data were then statstic
analyzed with a one way Anova and Explore graphic visualization.

The result of a phenogram analysis revealed that C.albicans
colonizing the oral mucosa of poorly-regutated DM patients had the
tendency of close genetic relationship (with a genetic distance of 0.762) to
that of well-regulated DM patients. The existence of SAP1 genes had a
similar tendency, with an average score for non-DM patients of 39104.19
4156.22, well-regulated DM patients of 2525979 + 7429.71 and
poorly-regulated DM patients of 26281.29 + 4312.39. With reference to
regulation levels, the existence of SAP3 genes C. albicans in DM patients
showed an average score in non-DM patients of 11512.86 + 1348.26,
lower than that of well-regulated DM patients of 10319.53 1+ 9028.21 and
poorly-regulated DM patients of 14793.86 £ 8851.28. In this study, of ali C.
aibicans samples taken from well-regulated DM patients, poorly-regulated
DM patients and non-DM patients, more than 75% were of serotype A and
the remaining were of serotype B. The existence of serotype B in poorly-
regulated DM was higher than that in other groups. IL-18 and TNF-a in

poorly-regulated DM patients were significantly different from those in
other groups, while well-regulated DM patients had no significant
difference from non-DM patients in terms of IL-1B and TNF-a.
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It can be concluded that the isolated existence of SAP3 genes C.
albicans in Surabaya is influenced by the level of regulation of DM
patients. A correlation was found between the genetic variability and C.
albicans virulence and the level of regulation in DM patients. Virulence is
not only determined by serotype, such as that suggested by antecedent
theory, but also influenced by the existence of SAP3 genes.Thereby, the
result of this study can be employed as a basis for a diagnostic
determination with a more accurate concept of C. albicans infection in the
oral mucosa of DM patients.
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ABSTRACT

Genetic Variability of C. albicans at Oral Mucosa in
Regulation Levels of Diabetes Mellitus Diseases

Retno Pudji Rahayu

C. albicans infections were found in 80% of the Diabetes Mellitus
(DM) population. This is because the ethiopathogenesis underlying this
infection is complicated, involving both immunity and molecular pathways,
while the molecular pathway of this infection remains to be fully
understood. The objectives of this study were to comprehend the
ethiopathogenesis of C. albicans infection in the oral cavity of DM patients
at a molecular level by observing the existence of SAP1 and SAP3 genes,
and to comprehend the genetic variability of C. albicans isolated in
Surabaya. The result of a phenogram analysis described that C. albicans
colonizing the oral mucosa of weli-regulated DM patients had the tendency
to be of close genetic relationship (with a genetic distance of 0.762) to that
of poorly-regulated DM patients. With reference to regulation levels, the
existence of SAP3 gene C. albicans in DM patients showed an average
score in non-DM patients of 11512.86 + 1348.26, lower than that of
well-regulated DM patients of 10319.53 £ 9028.21 and poorly-regulated
DM patients of 14793.86 + 8851.28. In this study, of all C. albicans
samples taken from wellregulated DM patients, poorly-regulated DM
patients and non-DM patients, more than 75% were serotype A and the
remaining were serotype B. The existence of serotype B in poorly-
regulated DM patients was higher than that in other groups. IL-1$ and
TNF-a in poorly-regulated DM patients were significantly different (p <
0.005) from those in other groups, white well-regulated DM patients had
no significant difference from non-DM patients in terms of IL-18 and

TNF-a. It can be concluded that the isolated existence of SAP3 genes C.
albicans in Surabaya was correlated by the level of regulation of DM
patients. A correlation was found between genetic variabiiity and C.
albicans virulence and the level of regulation in DM patients. Virulence
was not only determined by serotype, such as that suggested by
antecedent theory, but also correlated by the existence of SAP3 genes.
Thereby, the result of this study can be employed as a basis for a
diagnostic determination with a more accurate concept of C. albicans
infection in the oral mucosa of DM patients.

Keywords: Diabetes Mellitus, C. albicans infections, Secretory Asparty!
Proteinases (SAP), genetic variability and cytokine
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Data epidemiologi menunjukkan hahwa angka kejadian Diabetes
Mellitus {DM) di Indonesia tahun 1998 sebanyak 3,5 juta orang, dan pada
tahun 2000 meningkat menjadi lebih dari 4 juta orang (Tjokroprawiro,
2000). Di tahun 2003 jumlah penderita DM di Indonesia menjadi 5,7 juta
jiwa dan Indonesia merupakan negara ke 6 tertinggi dalam jumlah angka
kejadian DM setelah india, Cina, Amerika Serikat, Pakistan dan Jepang.
Diperkirakan tahun 2020 akan meningkat menjadi 7 juta orang dan dalam
kurun waktu 1 atau 2 dekade yang akan datang prevalensi DM akan tetap
meningkat. Meningkatnya angka kejadian DM di Indonesia, akan
berpengaruh pula pada peningkatan kejadian komplikasi akibat DM
dengan manifestasinya di rongga mulut. Salah satu manifestasi di rongga
muiut akibat DM adatlah kejadian infeksi yang disebabkan oleh C.albicans
yang dikenai sebagai oral candidosis, dan meningkatnya prevalensi DM ini
maka akan mempengaruhi peningkatan kejadian komplikasi yang
menyertainya.

Penyakit Diabetes Mellitus (DM) ditandai dengan hipergiikemia
kronik sebagai akibat dari penurunan sekresi insulin dan atau penurunan
sensitifitas sel target terhadap kerja insulin yaitu insulin resistances

(Robbins et al, 1999, Pranoto dan Tjokroprawiro, 2004), yang ke duanya




mengakibatkan gangguan metabolisme glukosa dan terjadinya
hiperglikemia (Robbins et al, 1999; Tjokroprawiro, 2000; Tjokroprawiro,
2003). Hiperglikemia merupakan kejadian awal dari peristiwa disfungsi
endotel, yang kemudian berkembang menjadi penyebab terjadinya
komplikasi menahun dari DM karena terbentuknya AGE yaitu Advanced
Glycocylated End Products (Tjokroprawiro, 2000). AGEs bersifat sangat
tidak stabil, reaktif dan toksis serta dapat menyebabkan mutagenesis dari
bakteri (Wautier, 2001). Akumulasi AGEs akan menyebabkan komplikasi
patogenik DM dan salah satu komplikasi DM di mukosa rongga mulut
adalah infeksi C.albicans yang dikenal sebagai Oral candidosis.
C.albicans adalah organisme komensal dalam rongga mulut,
merupakan jamur dimorfik yaitu patogen oportunistik dan merupakan flora
normal di rongga muiut. Di dalam rongga mulut terdapat berbagai strain
C.albicans dengan karakteristik fenotipe tertentu yang menentukan
sifatnya sebagai komensal atau patogen. C.albicans dalam
perkembangannya menjadi patogen dapat melalui dua perubahan yaitu
overkolonisasi atau dengan perubahan bentuk (switching) dari blastophore
menjadi hyphae (Gale et a/,1998; Felk et al, 2002). Perubahan status
C.albicans dari komensal menjadi patogen ini berhubungan erat dengan
faktor lokal dan sistemik yang sampai saat ini masih sulit untuk dijelaskan
secara tuntas dalam eksperimen (Staib ef a/,2000; Willis ef a/,2001).
Keberhasilan C.albicans melekat pada epitel permukaan mukosa rongga

mulut merupakan awal terjadinya infeksi.




infeksi oleh C.albicans ini merupakan salah satu komplikasi dari
penyakit DM yang paling tinggi angka kejadiannya di rongga mulut
(Martinez et al, 1998). Infeksi C.albicans pada epitel permukaan mukosa
rongga mulut adalah rekuren dan persisten pada penderita DM. Sekitar
80% dari populasi penderita DM di jumpai adanya oral candidosis.
Keadaan ini merupakan problem klinis yang hingga saat ini masih belum
dapat di atasi dengan baik (Elahi et a/, 2001), hal ini karena penyakit ini
masih endemis dan terapinya yang tidak pernah bisa efektif.

Sampai saat ini kejadian infeksi karena C.albicans pada mukosa
rongga mulut penderita DM masih merupakan masalah yang belum dapat
dijelaskan secara tuntas di bidang kedokteran gigi (Appleton et a/, 2000).
Hal ini karena etiopatogenesis yang mendasari terjadinya proses infeksi
tersebut sangat kompleks meliputi gangguan pada sistem imun inang dan
interaksi molekuler yang sampai saat ini masih belum tuntas
penjelasannya.

Secdra teoritis diketahui bahwa terjadinya penyakit infeksi
merupakan manifestasi dari interaksi antara faktor intemal (seperti faktor
imunologi, genetik, hormon) dengan faktor eksternal (misalnya lingkungan,
virus, bakteri dan jamur). Etiopatogenesis penyakit infeksi oleh C.albicans
yang sejauh ini diketahui adalah interaksi antara faktor imunologi dengan
C.albicans, akan tetapt ternyata masih belum bisa menyelesaikan
permasalahan perawatan secara tuntas, sehingga memeriukan eksplorasi
pada tingkat molekuler. Untuk melakukan eksplorasi ini diperlukan

pemahaman molekuler tentang hubungan antara derajad keparahan DM




yang ditentukan berdasar pada tingkat regulasi DM dengan variabilitas
genetik C.albicans yang mengkolonisasi pada mukosa rongga mulut
penderita DM.

C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut tentunya
mempunyai keragaman genetik yang berbeda pada setiap strain.
Penampakan dar suatu karakter (fenotipe) C.albicans ditentukan oleh
faktor genetik dan faktor lingkungan (Straub et a/, 2001). Keadaan ini yang
mengakibatkan adanya perbedaan genotipe diantara berbagai strain
C.albicans yang ada didunia. Penanda DNA yang telah banyak digunakan
dalam mempeiajari keragaman genetik pada C.albicans adalah RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Waltimo ef al, 2001, Munoz et a/,
2003). RAPD adalah teknik amplifikasi secara random pada gen-gen yang
ada pada C.albicans untuk mengetahui ada tidaknya polimorfisme.

Pengetahuan tentang data genetik seperti adanya variasi genetik
pada C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut penderita DM
perlu diketahui untuk tujuan menentukan virulensi. Pengetahuan variasi
genetik dapat digunakan sebagai pijakan dalam upaya perbaikan
penatalaksanaan dalam menangani kasus infeksi oleh C.albicans pada
penderita DM, namun demikian, sejauh ini hubungan antara serotipe dan
genotipe C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga rongga mulut
penderita DM dengan tingkat regulasi DM belum diketahui dengan jelas.

Infeksi oleh C.albicans yang terjadi pada penderita DM disebabkan
karena adanya berbagai perubahan yang ada di dalam rongga muiut

sebagai komplikasi penyakit DM. Perubahan yang terjadi antara lain




serostomia, penurunan pH saliva dan kadar glukcsa yang tinggi dalam
saliva (Quirino et al, 1995; Lamey, 2001), serta menurunnya sistem
imunitas lokal maupun sistemik (Romani , 2002).

Resiko terjadinya kelainan di rongga mulut seperti infeksi
C.albicans pada penderita DM akan meningkat karena berbagai faktor,
yaitu faktor regulasi glukosa dan faktor higiene rongga mulut yang jelek
(Hemawan , 2000).

Pada tahap awal terjadi infeksi oleh C.albicans tidak menimbulkan
manifestasi kiinis, dan baru akan memberikan manifestasi klinis bila
proses ini berjaian lanjut dengan disertai berbagai kerusakan pada
komponen jaringan mukosa rongga mulut. Pada keadaan ini akan
mengakibatkan timbuinya kelainan di rongga mulut yaitu oral candidosis
(Quirino ef al, 1995). Oral candidosis pada penderita DM merupakan suatu
infeksi nosokomial patogen karena keadaan immunocompromise dari
sistem imun inang dengan manifestasi suatu imunodefisiensi (Lamey ,
2001; Felk et al, 2002).

Berdasar dan berbagai hasil penelitian, pada penderita DM
dijumpai adanya oral candidosis sebesar 54,6%, lesi yang proliferatif
28,6%, neoplasma 14% dan herpes 2,8% (Quirino et a/, 1995). Dilaporkan
bahwa peningkatan kejadian oral candidosis antara 43%-93% pada
penderita dengan keadaan imunodefisiensi (Powderly, 1996). Hal tersebut
menunjukkan bahwa kejadian oral candidosis meningkat dalam keadaan

imunodefisiensi. Pada keadaan dengan immunological competent inang




yang menurun akibat DM, kolonisasi C.albicans yang terjadi merupakan
langkah awal terjadinya infeksi C.albicans yang patogen.

Pada dinding sel C.albicans terdiri dari 3 molekul utama yaitu
mannoprotein, B-glukan dan chitin yang dapat memberikan kontribusi
pada ikatan C.albicans dengan epitel mukosa rongga mulut (Fu et al/,
1998; Buurman et al, 1998; Piccini et al, 2002). Disamping itu,
meningkatnya kadar glukosa pada DM memberikan suatu kondisi
lingkungan yang sesuai bagi C.albicans untuk tumbuh berkembang dan
mengadakan ikatan dengan epitel mukosa inang.

Pada keadaan kadar glukosa yang tinggi, maka reseptor molekul
mannoprotein yang merupakan protein like - lectin akan berikatan dengan
glukosa membentuk glycomanoprotein yang dikenal sebagai moleku!
adesin (Ribbot ef a/,1994; Burrman et a/,1998). Protein adesin ini memiliki
kesamaan dengan integrin pada inang, yaitu integrin — like protein
(Calderon et al, 2001), sehingga mampu mengenal Arginine-Glycine-
Aspartic Acid (RGD Sequence) pada sel inang (Ribbot et al, 1994,
Hostetter,1996). Protein adesin ini juga berperan sebagai epitop dan akan
bereaksi dengan reseptor pada permukaan epitel mukosa, selanjutnya
terjadi ikatan antara C.albicans dengan reseptor pada epitel mukosa dan
tahap selanjutnya adalah proses kolonisasi.

Sifat immunocompromise yang didapatkan karena kejadian sakit
pada inang dapat menyebabkan keadaan cacatnya sistem imun, dan
salah satu diantaranya adalah imunodefisiensi. Keadaan ini yang lasim

menyertai penderita DM dan akan mengakibatkan gangguan pada



respons imun inang dan salah satunya adalah gangguan produksi sitokin
diantaranya IL - 18 dan TNF-a. Pada kondisi tersebut di atas juga dijumpai
adanya kelainan pada fungsi fagositosis polimorfonuklear (PMN) dan
makrofag (Dubois et a/, 1998; Herring et al, 2002). Pada keadaan ini
terjadi penurunan jumilah dan aktivitas sel T baik secara kuantitas maupun
kualitas (Elahi et al, 2000), sehingga terjadi gangguan pada fungsi
pengenalan terhadap antigen.

Secretory Aspartyl Proteinase (SAP) merupakan suatu enzim
hidrolitik yang disekresi oleh C.albicans dan di kode oleh gen SAP1
sampai SAP 9 (Schaller et a/, 1998; Schaller ef al, 1999). SAP merupakan
enzim yang spesifik karena mampu mendegradasi berbagai protein di
tempat terjadinya infeksi. Enzim SAP yang di kode oleh gen SAP ini juga
memberikan kontribusi pada virulensi C.albicans karena bersifat
proteolisis, di samping itu juga memberikan kontribusi pada faktor
pembentukan hyphae dan phenotypic switching. Keadaan ini berkaitan
dengan kemampuan invasif dari strain C.albicans secara biokimiawi,
genetik dan imunokimiawi (Koelsch at al, 2000; Felk ef al, 2002).
Perbedaan virulensi diantara berbagai strain C.albicans mempengaruhi
kolonisasi dan produksi enzim Secretory Aspartyl Proteinase (SAP), dan
pada C.albicans serotipe A ditemukan sekresi SAP meningkat secara in
vitro (Hoegl ef af, 1996).

Berdasar kepustakaan yang ada bahwa virulensi C.albicans pada
berbagai strain diduga dipengaruhi secara dominan oleh 3 faktor yaitu

aktivitas gen SAP melalui produknya berupa enzim yang bersifat protease



yaitu SAP1 dan SAP3, respons imun inang serta diduga pula bahwa
variabilitas genetik berpengaruh pada virulensi C.albicans, maka timbul
pemikiran untuk memahami dan mempelajari tentang variabilitas genetik
serta peran SAP1 dan SAP3 C.albicans dalam proses periekatan dan
kolonisasi pada epitel mukosa rongga mulut yang merupakan langkah
awal terjadinya infeksi.

Penelitian ini mengetrapkan suatu teknologi yang berdasar pada
paradigma biologi molekuler dalam mempelajari variabilitas genetik
C.albicans yang mengkolonisasi pada mukosa rongga muiut penderita
DM, serta keberadaan gen SAP1 dan gen SAP3 yang juga berperan pada
virulensi C.albicans. Berdasar hal tersebut, maka pada penelitian ini
diharapkan dapat mengungkap etiopatogenesis infeksi C.albicans melalui

mekanisme enzimatik dari SAP1 dan-SAP3 pada tingkat molekuler.

1.2 Rumusan Masalah
Dari uraian di atas maka pokok permasalahan yang timbul adalah
sebagai berikut : Apakah ada hubungan antara keberadaan gen SAP
(SAP1 dan SAP3) dengan variabilitas genetik C.albicans yang
mengkolonisasi mukosa rongga mulut penderita DM dengan berdasar
pada tingkat regulasi penyakit DM. Dari pokok permasalahan tersebut,
dapat dibuat beberapa submasalah seperti tersebut dibawah ini :
1.2.1 Apakah ada hubungan antara keberadaan gen SAP1 dan SAP3

C.albicans isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM ?



1.2.2 Apakah ada hubungan antara variabilitas genetik C.albicans
isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM ?

1.2.3 Apakah ada hubungan antara virulensi C.albicans isolat
Surabaya dengan tingkat regulasi DM?

1.2.4 Apakah ada hubungan antara keberadaan gen SAP1, SAP3,
dan variabilitas genetik C.albicans isolat Surabaya serta kadar
IL-18 dan TNF-a inang dengan virulensi C.albicans yang

mengkolonisasi pada mukosa rongga mulut penderita DM ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

Tujuan Umum:

Memahami etiopatogenesis molekuler yang mendasari terjadinya
proses infeksi oleh C.albicans isolat Surabaya pada penderita Diabetes
Mellitus (DM).

Tujuan Khusus:
1.3.1 Menemukan hubungan antara keberadaan gen SAP1 dan SAP3
C.albicans isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM.
1.3.2 Menemukan hubungan antara variabilitas genetik C.albicans
isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM.
1.3.3 Menemukan hubungan antara virulensi C.albicans isolat

Surabaya dengan tingkat regulasi DM.
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1.3.4 Menemukan bahwa ada hubungan antara keberadaan gen
SAP1, SAP3 dan variabilitas genetik C.albicans isolat Surabaya
serta kadar IL-1B dan TNF-a inang dengan virulensi C.albicans

yang mengkolonisasi pada mukosa rongga mulut penderita DM.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat Teoritis.

1. Memberikan kontribusi keilmuan dalam mengungkap bahwa
keberadaan gen SAP (SAP1 dan SAP3) C.albicans berhubungan
dengan tingkat regulasi Diabetes Mellitus.

2. Memberikan kontribusi keilmuan dalam mengungkap variabilitas
genetik diantara C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga

mulut penderita DM.

Manfaat Praktis.

Dengan ditemukan adanya variabilitas genetik, perbedaan serotipe
dan keberadaan gen SAP1 dan SAP3 C.albicans yang mengkolonisasi
mukosa rongga mulut penderita DM, maka dapat bermanfaat sebagai
dasar penentuan diagnostik yang lebih akurat dan penyempurnaan
tatalaksana perawatan oral candidosis baik pada penderita DM dan non-

DM.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pengertian dan Ciri C.albicans
2.1.1 Pengertian C.albicans

Candida albicans (C.albicans) adalah jamur yang berbentuk bulat,
agak lonjong dan berwama putih (Samaranayake ef al, 1990). Candida
merupakan genus yang termasuk dalam keluarga Cryptococcaceae yang
memiliki 11 genus, akan tetapi hanya 7 spesies yang ditemukan di rongga
mulut manusia, di vagina dan di saluran pencernaan yaitu C.albicans,
C.tropicalis. C.stellatoidea, C.pseudotropicalis, C.crusei, C.parapsilosis,
dan C. guilliermondii. Dari beberapa spesies Candida yang ada, spesies
yang paling patogen adalah C.albicans karena merupakan spesies yang
paiing banyak di temukan pada permukaan mukosa dan paling sering
menyebabkan infeksi di mukosa rongga mulut (Casadeval, 2002). Konsep
penting dari patogenesis infeksi C.albicans adalah multifaktorial yang
melibatkan faktor virulensi dan immunological status dari inang. Faktor
virulensi C.albicans dapat memicu immune resisten dari inang dan hal ini
sangat penting bagi upaya pengobatannya.

Untuk menimbulkan penyakit atau menginfeksi pada manusia oleh
C.albicans, dibutuhkan:

1. Kemampuan untuk melekat atau menyerang jaringan inang.

2. Kemampuan untuk memperbanyak diri.

3. Kemampuan untuk menghindar dari sistem imun inang
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4. Kemampuan untuk merusak jaringan inang.

21.2 Ciri C.albicans

C.albicans akan tumbuh pada media tertentu yang terdiri dari

garam, karbon (mis. Glukosa), nitrogen dan fosfat. Organisme ini akan

tumbuh pada temperatur berkisar antara 20 °C -~ 40 °C dan pH antara 2-8.

C.albicans adalah jamur yang mempunyai tiga bentuk morfologi

(Samaranayake, 1990}, yaitu :

1.

Yeast atau yeast-ike, terlihat sebagai kumpulan sel berbentuk bulat
atau oval dengan diameter antara 1,5-5 ym dan panjang 3-14 um.
Sel tersebut melekat pada pseudomycellium datam kelompok kecil
dan disebut blastospora.

Mycelium, sel yang membentuk ekor yang panjang pada
pembiakan serum manusia atau hewan. Bentuk ini teriihat sebagai
tonjolan yang akhimya akan membentuk sekumpulan

pseudomycellium.

3. Chlamidospora berbentuk hyphae

2.2 ldentifikasi C. albicans

C.albicans dapat di identifikasi untuk membedakannya dengan

spesies candida fainnya dengan melalui berbagai metode :

1.

Terbentuknya germ-tubes bila dibiakkan dalam serum darah

manusia atau hewan selama 2 jam pada suhu 37°C.
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2. Terbentuknya chlamydospores bita dibiakkan pada media yang
kurang nilai nutrisinya seperti corn meal agar.
3. Dengan reaksi fermentasi gula.
4. Dengan reaksi pembentukan antigen — antibodi kompiek.
C.stelatoidea dapat dibedakan dengan C.albicans berdasarkan
ketidak mampuannya untuk mengasimilasi sukrosa. Akan tetapi, karena
homology DNAnya yang tinggi pada ke dua candida tersebut maka
diklasifikasikan bahwa C.stelafoidea sebagai varian C.albicans yang

menunjukkan reaksi negatif terhadap sukrosa.

2.3 Enzim Secretory Aspartyl Proteinase (SAP)

C.albicans berbentuk uniseluler dan secara morfologi ada 3 bentuk
yaitu blastophore, pseudohyphae dan chlamidospore atau hyphae
(Samaranayake et al,1990). Chiamidospore adalah struktur yang tahan
terhadap kondisi lingkungan yang buruk dan akan tumbuh ketika kodisi
lingkungan menguntungkan bagi pertumbuhan vegetatif. Fase hyphae ini
melekat lebih baik pada permukaan mukosa rongga mulut dibanding fase
blastophore.

C.albicans mempunyai sejumiah karakteristk yang berperan
sebagai faktor virulensi, sehingga dapat menyebabkan atau memperberat
infeksi pada inang yang rentan terhadap infeksi. Berbagai faktor virulensi
yang diekspresikan atau diperiukan oleh C albicans, tergantung pada
tempat dan tahap infeksi serta respons dari inang. Faktor virulensi

tersebut antara lain: perlekatan pada sel inang, kemampuan germinasi,
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phenotypic switching dan sekresi enzim hidrolitik protease (Bernardis et al,
1999 Felk et al. 2002). Diantara faktor virulensi tersebut yang paling
penting adalah sekresi enzim hidrolitik protease yaitu Secrefory Aspartyl
Proteinase (SAP) yang dikode oleh gen SAP (Schaller et al, 1998; Naglik
et al, 1999; Felk ef al. 2002). SAP pada C.albicans diekspresikan oleh
banyak gen yaitu gen SAP1 — SAP9, dan umumnya diproduksi oleh
C.albicans pada spesies yang virulen. Ekspresi SAP ini berkaitan dengan
kemampuan invasif dari C.albicans secara biokimiawi, genetik dan
imunokimiawi (Koelsch et al, 2000).

Pada proses perlekatan C.albicans pada epitel mukosa yang diikuti
dengan kolonisasi, keadaan ini didukung oleh banyak faktor antara lain
keadaan imunodefisiensi pada inang sendir, peran dari
glycomannoprotein yang merupakan bahan adesin dan adanya enzim
SAP khususnya SAP1 dan SAP3 (Schaller et al, 1998; Koelsch et a/,
2000). Enzim hidrolitk SAP yang dikode oleh gen SAP ini juga
memberikan kontribusi pada virulensi C.albicans disamping faktor
pembentukan hyphae dan phenotypic switching. SAP ini merupakan
enzim yang spesifik karena mampu merusak lapisan keratin epitel dan
mendegradasi berbagai protein ditempat terjadinya lesi tersebut seperti
albumin, hemoglobin, kolagen, mucin dan sigA (Naglik ef a/, 1999). Selain
berperan pada proses periekatan SAP juga berperan pada proses
terjadinya kerusakan jaringan mukosa dan virulensi dari C. albicans.

Pada tahap terjadi ikatan antara C.albicans dengan epitel mukosa

tersebut, gen SAP1 dan SAP3 akan teraktivasi dan akan memproduksi




enzim SAP1 dan SAP3 yang bersifat protease. Pada keadaan ini ekspresi
SAP1 dan SAP3 lebih tinggi dibanding SAP2, SAP6 dan SAP8 dan enzim
Secretory Aspartyl Proteinses (SAP1 dan SAP3) ini berperan dominan
pada terjadinya kerusakan !apisan epidermis manusia (Schaller et al,
2000)

Berbagai referensi melaporkan bahwa enzim SAP1 dan SAP3 ini
berperan paling dominan dalam proses awal terjadinya infeksi C.albicans,
meskipun sebenamya ada banyak SAP yaitu SAP1 s/d SAP9. Pada
proses perlekatan dan kolonisasi Candida albicans pada manusia, gen
SAP1-SAP7 mengekspresikan SAP dengan pola yang berbeda (Naglik et
al, 1999; Staib et al, 2000). Produk gen SAP1 dan SAP3 ini meskipun
protease, akan tetapi belum mengakibatkan rusaknya jaringan karena
diduga fungsinya hanya mempengaruhi atau melisis protein yang
disintesis pada proses aderensi tersebut sehingga C.albicans bisa
mengadakan kolonisasi. Pada proses selanjutnya akan disekresi enzim
berikutnya yaitu SAP2, SAP4 dan SAP6 yang juga bersifat protease dan
berfungsi mendegradasi komponen Extra Cellular Matrix Protein (ECM)
antara lain integrin, laminin, fibronektin dan kolagen serotipe IV. Pada
kondisi berkurangnya ketahanan jaringan akibat keadaan imunodefisiensi
pada inang, maka C.albicans akan berkembang menjadi infeksi yang
invasif dan mengadakan invasi ke dalam jaringan yang lebih dalam
melalui ikatan dengan endotel vaskuler sehingga virulensi menjadi

meningkat (Staib et al, 2000; Asleson et af, 2001).
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Angka kematian yang tinggi dilaporkan akibat infeksi sistemik dari
strain C.albicans yang resisten terhadap obat, sehingga diperiukan
pemahaman dari fungsi SAP secara individu yang akan merupakan target
perkembangan bahan obat-obatan untuk infeksi C.albicans (candidosis)
(Koelsch et al, 2000).

Saat ini telah dikembangkan tren baru dalam terapi secara
farmakologis dari semua penyakit yang bersifat inhibisi pada substrat
maupun reseptor, contohnya antara lain pada asma yang diterapi dengan
lecutrien reseptor antagonis, dan pada penyakit hipertensi dengan
Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor (ACE inhibitor). Sejalan dengan
telah berkembangnya terapi imun dalam berbagai kasus infeksi, maka
sudah saatnya teknik pengobatan pada oral candidosis akibat infeksi
C.albicans dikembangkan ke arah imuno terapi dengan harapan dapat

meningkatkan respons imun inang

24. Patogenesis Infeksi C.albicans di Rongga Mulut Penderita
Diabetes Mellitus

C.albicans adalah merupakan organisme komensal dalam rongga
mulut. Perubahan status C.albicans dari komensal menjadi patogen
berhubungan erat dengan faktor lokal dan sistemik yang sampai saat ini
masih sulit untuk dijelaskan secara tuntas dalam eksperimen. Hal ini
karena patogenesis terjadinya infeksi C.albicans (candidosis) sangat

kompleks meliputi baik imunitas maupun molekuler (Challacombe et
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al1994; Willis et a/,1999; Staib ef a/,2000). Kompleksnya pategenesis

infeksi C.albicans disebabkan karena adanya perbedaan :

1. Tipe infeksi, yaitu akut atau kronik

2. Bentuk C.albicans yaitu yeast atau hyphae

3. Hubungannya dengan sistem imun mukosal dan sistem imun

spesifik

4. Hubungannya dengan faktor virulensi

Beberapa faktor predisposisi terhadap perkembangan infeksi C.albicans

adalah (Bultz and Lombardi, 1996) :

1. Faktor sistemik

a.
b.

C.

Fisiologik : usia lanjut, kehamilan

Kelainan endokrin yaitu : Diabetes Mellitus, Hypertiroidism.
Defisiensi nutrisi antara lain zat besi, asam folat dan vit.By2
Proses keganasan : leukemia akut, agranulositosis
Perubahan sistem imun, imunosupresi, AIDS, pemakaian

kortikosteroid dan antibiotika spektrum luas.

2. Faktor Lokal

Pemakaian protesa
Adanya perubahan pada epitel mukosa seperti atrofi,
hiperplasia dan displasia.
Saliva: 1. Perubahan kuantitas: Serostomia, Sjogren's
syndrome, radioterapi dan terapi obat.
2. Perubahan kualitas: pH, konsentrasi glukosa

Flora komensal



18

e. Diit karbohidrat tinggt
f. Perokok

C.albicans bersifat patogen oportunistik, karena memanfaatkan
situasi yang menguntungkan untuk perkembangannya sebagai faktor
predisposisi (Staib et al, 2000). Diabetes Mellitus (DM) sebagai salah satu
faktor predisposisi patogenesis infeksi C.albicans khususnya di rongga
mulut yang dikenal sebagai oral candidosis. Oral candidosis merupakan
manifestasi di rongga mulut yang paling banyak dijumpai pada penyakit
DM. Dari berbagai hasil penelitian pada penderita DM 54,6% dijumpai
adanya oral candidosis, 28,6% lesi-lesi proliferatif, 14% neoplasma dan
2,8% herpes (Quirino ef al, 1995). Penyakit ini terjadi akibat infeksi
C.albicans yang merupakan jamur patogen oportunistik, melekat pada
mukosa termasuk mukosa rongga mulut sebagai flora normal dan tumbuh
komensal (Samaranayake et al, 1980; Gale et a/, 1996). Timbulinya infeksi
ini karena pada pénderita DM terjadi berbagai perubahan dalam rongga
mulut sebagai komplikasi DM yang memungkinkan untuk pertumbuhan
C.albicans, termasuk perubahan pada saliva sébagai faktor lingkungan,
yang meliputi pénurunan flow rate saliva dan pH saliva sehingga saliva
menjadi lebih pékat dan menyebabkan serostomia serta peningkatan
kadar glukosa saliva (Lamey, 2001). Perubahan yang ada pada mukosa
rongga mulut sebagai faktor inang dimungkinkan karena perubahan
respons imun, yaitu adanya penurunan atau tidak efektifnya slgA pada
permukaan mukosa, sehingga tidak dapat mencegah perlekatan

C.albicans yang menyebabkan terjadinya infeksi.
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Pada penderita DM vyang lasim disertai dengan keadaan
immunocompromise akan mengakibatkan terjadi imunodefisiensi dengan
ditandai penurunan jumlah dan aktivitas sel T baik secara kuantitas
maupun kualitas (Elahi et al, 2000; Herring et a/, 2002), sehingga terjadi
gangguan pada fungsi pengenalan terhadap antigen. Menurunnya kadar
IgG dan IgA dalam serum penderita DM akan mengakibatkan menurunnya
fungsi fagositosis. Hal lain karena terjadi gangguan fungsi kompiemen
akan menyebabkan menurunnya fungsi kemotaksis, akibatnya penderita
DM menjadi rentan terhadap infeksi, salah satunya adalah infeksi oleh C.
albicans.

Keadaan imunodefisiensi pada se! inang juga akan mengakibatkan
terjadi gangguan produksi sitokin diantaranya L -1B dan TNF-a yang
mengakibatkan terjadi gangguan fungsi fagositosis Polymorphonuclear
(PMN) dan makrofag (Powderty, 1896; Dubois et a/, 1998: Herring ef al.
2002). Gangguan pada fungsi sel imunokompeten juga akan menurunkan
pertahanan jaringan terhadap pertumbuhan C. albicans yang berlebih,
sehingga akan memudahkan terjadi ikatan C.albicans pada epitel mukosa.

Pada dinding sel C.Albicans terdiri dari 3 molekul utama yaitu
mannoprotein, B-glukan dan chitin yang dapat berikatan dengan epitel
mukosa (Fu et a/, 1998, Romani, 2002). Mannoprotein dan mannan
polysaccharides berperan penting pada ikatan antara C.albicans dan
inang (Piccini ef al, 2002), sedangkan glukan dan chitin berfungsi menjaga
strength dan rigidity serta menjaga bentuk sel dari kerusakan akibat

kekuatan turgor dan mechanical shearing (Buurman et al,1998).
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Kadar glukosa yang meningkat pada DM memberikan kondisi
lingkungan yang sesuai bagi C.albicans untuk mengadakan ikatan dengan
epitel mukosa inang. Pada keadaan kadar glukosa tinggi, maka reseptor
molekul mannoprotein yang merupakan protein like - lectin akan berikatan
dengan glukosa membentuk glycomanoprotein yang dikenal sebagai
molekul adesin (Burrman et a/,1998; Piccinni et a/,2002). Protein adesin ini
memiliki kesamaan dengan lectin atau integrin pada inang, sehingga
mampu mengenali Arginine-Glycine-Aspartic Acid (RGD Sequence) pada
sel inang (Ribbot ef a/,1994). Protein adesin ini berperan pula sebagai
epitop (Piccini ef al, 2002) dan akan bereaksi dengan reseptor pada
permukaan epitel mukosa. Selanjutnya terjadi ikatan antara C.albicans
dengan reseptor epite! mukosa di rongga mulut. lkatan ini dipengaruhi
oleh molekul adesin yang terdapat pada dinding sel C. albicans, kemudian
diikuti dengan proses perlekatan dan selanjutnya terjadi proses kolonisasi
C. albicans di epitel mukosa rongga mulut.

Di dalam rongga mulut terdapat berbagai strain C.afbicans dengan
karakteristik fenotip tertentu yang menentukan sifatnya sebagai komensal
atau patogen. C.albicans mengekspresikan molekul mirip integrin pada
permukaannya yang dianggap terlibat dalam periekatan C.albicans pada
sel inang dan komponen membran dasar yang meliputi fibronektin dan
reseptor laminin (Hostetter, 1994). Polymorphonuciear neutrophil leucocyte
(PMN) dan makrofag dapat memfagosit dan membunuh candida bahkan
tanpa adanya opsonisasi antibodi spesifik, meskipun aktivitasnya akan

jauh {ebih tinggi dengan adanya antibodi tersebut (Ribbot ef a/, 1994).
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Dilaporkan bahwa kadar glukosa yang tinggi meningkatkan reseptor
iC3b C.albicans yaitu suatu adhesin receptor pada C.albicans (Pendrak
and Klotz, 1995) dan meningkatkan resistensi organisme terhadap
fagositosis. Syarat dasar keberhasilan kolonisasi C.albicans di rongga
mulut adalah kemampuan organisme untuk melekat pada shedding
surface misalnya epitel permukaan atau non-shedding, misalnya enamel
atau gigi tiruan akrilik. Data terbaru menunjukkan bahwa pelekatan
C.albicans pada permukaan epitel atau akrilik gigi tiruan akan sangat
meningkat dengan adanya dietary carbohydrates, termasuk glukosa dan
sukrosa. Aderensi C.albicans pada sel inang adalah merupakan awal
terjadinya kolonisasai sebagai komensal dan infeksi yang patogen (Ribbot
et al, 1994, Romani, 2002), serta merupakan faktor yang mendasari

terjadinya virulensi (Gale et al, 1998; Felk ef al, 2002).

2.5 Imunitas Pada Infeksi C.albicans

Imunitas alami (innate immunity) merupakan bagian integral dari
pertahanan tubuh inang terhadap semua infeksi jamur dan merupakan
pertahanan lini terdepan terhadap infeksi C.albicans (Herring et al, 2002).
Saliva merupakan pertahanan tubuh alami yang dinamis dalam rongga
mulut, karena mempunyai aliran (flow) yang terus menerus untuk bekerja
sebagai pertahanan terhadap masuknya benda asing atau mikro-
organisme dalam mukosa (Lamey, 2001). Beberapa faktor dalam saliva

yang berperan dalam mekanisme terjadinya infeksi di rongga mulut :
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1. Flow rate saliva

2. Sistem buffer (bikarbonat dan fosfat)

3. pHsaliva6.7

4. Sistem anti bakterial yang berupa hidrogen peroksidase, tiosinase
dan laktoperoksidase.

Ada beberapa bahan dalam saliva yang memberikan proteksi yaitu
lisosim, iaktoferin, laktoperoksidase dan mucin sebagai komponen
pertahanan tubuh non spesifik. Saliva mengandung komponen respons
imun spesifik dalam bentuk antibodi. imunoglobulin yang paling penting
dalam imunologi mukosat adalah sigA dan sigM yang mempunyai sifat
lebih resisten terhadap proteolisis dan menghambat perlekatan bakteri,
jamur maupun virus pada mukosa rongga mulut (Holmes et al, 2002).

Pertahanan rongga mulut tergantung pada integritas mukosa yang
secara normal berfungsi melindungi dari penetrasi mikro-organisme
maupun terhadap makromolekul yang bersifat antigenik. Mukosa
dilindungi oleh 2 sistem imun yaitu sistem imun sistemik dan sistem imun
sekretori. Rongga muiut adalah bagian dari sistem imun mukosal atau
sistem imun sekretori yang dapat distimulasi secara lokal maupun
sistemik. Pada infeksi karena C.albicans melibatkan ke dua jenis sistem
imun tersebut.

Organisme C.albicans ditemukan sebagai komensal pada populasi
sebanyak 40% dan infeksi yang ditimbulkannya terbatas pada epitel
permukaan. Hal ini membuktikan bahwa imunitas humoral memegang

peranan yang sangat penting terutama sigA (Challachom et af, 1999). Di
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dalam saliva igA berbentuk dimer yang tersusun dari 2 molekul IgA yang
di ikat menjadi suatu protein komponen sekretori (SC) (Holmes et al,
2002), selanjutnya IgA saliva terutama disintesis secara lokal di dalam
kelenjar saliva oleh fimfosit B dan limfosit B ini juga mensintesis rantai J
sehingga terjadi dimerisasi molekul IgA dengan rantai J. Konsentrasi sIgA
di rongga mulut selalu lebih besar daripada IgG. Dalam whole saliva
konsentrasi sigA, 1gG dan IgM didapatkan masing-masing 20, 0,1 dan 0,1
mg/100mi. Beberapa fungsi sigA (Bikandi et a/, 2000) antara fain:
1. Netralisasi virus / mikro organisme
2. Netralisasi toksin
3. Menghambat aderensi atau pertumbuhan mikro organisme
pada sel epitel
4. Eksklusi antigen dengan cara mencegah masuknya antigen
ke dalam sistem imun sistemik
Limfosit, makrofag dan sel plasma ditemukan tersebar di antara asini
kelenjar saliva. Sebagian besar sel plasma méengeluarkan IgM dan igG
sedangkan yang diproduksi oleh keienjar saliva adalah sigA.

Secara teoritis ke dua sistem imun yaitu imunitas seluler dan
sekretori IgA berperan penting dalam perlindungan permukaan mukosa
terhadap infeksi C.albicans . Studi pada hewan coba yaitu pada rhesus
kera telah dibuktikan peran imunitas seluler pada infeksi candida yang
kronis. Defisiensi IgA secara individu akan meningkatkan prevalensi
infeksi candida dan pada penderita candidosisi kronis lebih dari 50%

terjadi penurunan antibodi saliva IgA (Hoimes et al, 2002). Studi pada
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slgA dan 1gG terhadap hambatan perlekatan candida, telah menunjukkan
bahwa sIgA mampu menghambat periekatan C.albicans pada permukaan
sel-sel epitel bukal dibandingkan dengan 1gG.

Serum antibodi spesifik pada whole cells atau antigen candida
terdapat dalam sera pada sebagian besar individu dan antigen candida
dapat menstimulasi respons serum antibodi spesifik. Berdasar hal tersebut
maka pengukuran antibodi untuk C.albicans digunakan sebagai skrening
tes untuk keadaan imunodefisiensi humoral (Samaranayake et a/,1990).
C.albicans mampu melekat pada sel-sel epitel mukosa rongga mulut dan
vaginal, dimana perlekatannya pada mukosa rongga mulut dipengaruhi
oleh whole saliva (Challachom et a/,1999). Beberapa strain C.albicans
yang telah di isolasi dari kavitas rongga mulut memperlihatkan adanya
produksi protease untuk IgA yang mampu mendegradasi IgA1, IgA2 dan
sigA dengan cara memecah pada inter « - chain disulphide bridges.
(Samaranayake ef al/,1990). Keadaan ini memungkinkan karena strain
tertentu dari C.albicans memproduksi beberapa protease yang patogenik
untuk permukaan mukosa. Komponen antigenik utama dinding sel
merupakan pecahan mannoprotein dan bentuk serotipe dari C.albicans

bisa dibedakan dengan reaksi serologis.
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Gambar 2.1 : Mekanisme hambatan perlekatan C.albicans oleh
antibodi (Samaranayake et al., 1990)

2.6 Immunocompromise

Sifat immunocompromise yang didapatkan karena kejadian sakit
pada inang dapat menyebabkan keadaan cacatnya sistem imun, dan
salah satu diantaranya adalah imunodefisiensi. Immunocompromise
adalah keadaan di mana seseorang mempunyai satu atau lebih ketidak-
normalan atau kecacatan pertahanan alami dan adaptif, sehingga jika
terkena infeksi cenderung membahayakan kehidupan penderita (Sneller et
al,1996). Faktor predisposisi immunocompromise adalah meliputi celi

mediated immune suppression dan humoral immune defect yang ke
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duanya bisa diakibatkan oieh infeksi C.albicans. Cell - mediated immunity
adalah penurunan jumlah maupun fungsi dari limfosit T (Goldsby et a/,
2000))

Penderita dengan keadaan immunocompromise bisa terjadi
penurunan respons imun yaitu imunodefisiensi atau meningkatnya
respons imun yang ditandai dengan adanya hipersensitivitas pada
penderita. Pada proses selanjutnya akan terjadi gangguan fungsi fagosit
pada neutrofil, monosit dan makrofag. Pada penyakit dengan gangguan
metabolisme berhubungan dengan adanya gangguan (abnormalitas)
kemotaksis, aderensi, fagositosis dan Dbakterisidal. Keadaan
immunocompromise yang lasim menyertai penderita DM dan yang akan
mengakibatkan gangguan produksi sitokin sehingga terjadi suatu kelainan
pada fungsi fagositosis polimorphonuklear (PMN) dan makrofag (Dubois et
al, 1998; Herring et al, 2002). Pada keadaan ini terjadi penurunan jumlah
dan aktivitas sel T (baik secara kuantitas maupun kualitas) (Elahi ef a/,
2000), sehingga terjadi gangguan pada fungsi pengenalan terhadap
antigen.

Menurunnya kadar 1gG dan IgA dalam serum penderita DM akan
mengakibatkan menurunnya fungsi fagositosis. Selain itu tenadinya
gangguan fungsi komplemen akan menyebabkan menurunnya fungsi
kemotaksis, sehingga penderita DM menjadi rentan terhadap infeksi, salah
satunya adalah infeksi oleh C. albicans (Casadevalil, 2002). Penurunan
fungsi sel imunokompeten pada penderita DM tersebut diperkirakan

menyebabkan terjadinya penurunan pembentukan antibodi terhadap
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antigen tertentu terhadap kejadian infeksi oleh C.albicans., sehingga akan
memudahkan terjadi ikatan C.albicans pada epitel mukosa. ikatan ini
dipengaruhi oleh molekul adesin yang terdapat pada dinding sel Candida
albicans, kemudian diikuti dengan proses kolonisasi Candida albicans di
epitel mukosa rongga muiut.

Keadaan immunocompromise diseases sangat berhubungan
dengan penurunan produksi antibodi dan opsonisasi. Tefjadi penurunan
baik fungsi antibodi maupun kualitas pembentuk antibodi. Menurunnya
aktivitas komplemen juga terjadi pada keadaan immunocompromise yang
ditandai dengan adanya keterlambatan dalam proses penyelesaian reaksi
komplemen akibat defisiensi komponen C5,C6,C7,C8 dan properdin
(Goldsby et al, 2000)

Spesies C.albicans dapat mengikat komponen komplemen iC3b
dan C3d, dimana reseptor untuk C3d telah di identifikasi pada bentuk
Hyphae bukan bentuk yeast dan merupakan 2 protein yaitu 62 kDa dan
70kDa. Terjadinya interaksi integrin like — lektin C.albicans dengan
fragmen C3 karena D-mannose dan D-glukosa pada C.albicans
mengkoting komplemen sehingga mengakibatkan hambatan terbentuknya
rosset sel darah merah (Samaranayake ef a/,1990.) Walaupun didapatkan
adanya reseptor-reseptor yang patogenik pada C.albicans dan terlibat
dalam proses penyakit, akan tetapi sampai saat ini interaksi yang
siknifikan secara fungsional antara C.afbicans dengan fragmen C3 belum

diketahui dengan jelas.
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Keadaan immunocompromise yang ada pada sel inang yang
mengakibatkan terjadinya imunodefisiensi dan menyebabkan adanya
gangguan produksi sitokin yang mengakibatkan gangguan fungsi
fagositosis Polymorphonuclear (PMN) dan makrofag (Powderly, 1996;
Dubois et al, 1998; Herring et al, 2002). Pada keadaan dimana terjadi
defek dari fungsi PMN, maka neutrofil akan berperan sebagai pertahanan
terhadap C.albicans, akan tetapi pada oral candidosis ini justru terjadi
neutrofil disfunction dan defisiensi limfosit T (Elahi ef a/, 2000, Herring et
al 2002). Aktifitas PMN dikontrol oleh sitokin, dimana LGL (Large Granular
Lymphocytes) akan mensekresi aktivator-aktivator yang poten bagi PMN

untuk mengaktifkan dirinya sendiri sebagai anti jamur melalui produksi y -
interferon, « - interferon dan Tumour Necrosis Factor (Samaranayake et
al, 1990), tetapi karena adanya defisiensi limfosit T maka mengakibatkan
produksi sitokin oleh Th1 yaitu IL-12 dan tFNO-y serta Th2 yaitu IL-4 dan
IL-10 terjadi penurunan, sedangkan makrofag berperan penting sebagai

fungistatic dan sebagai fungicidal (Elahi et al, 2000; Romani, 2002).

2.7 Diabetes Meliitus

Diabetes Mellitus (DM) adalah suatu sindroma khas ditandai
dengan hiperglikemia kronik serta gangguan metabolisme karbohidrat,
lemak dan protein yang dihubungkan dengan kekurangan relatif atau
absolut sekresi insulin atau kerja insulin (Bennet, 1994).

Penyakit Diabetes Mellitus (DM} ditandai dengan hiperglikemia

kronik sebagai akibat dari penurunan sekresi insulin dan atau kerja insulin
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(Sutjahjo,1997). Terjadinya kerusakan pada sel B pankreas akan
menyebabkan berkurangnya sekresi insulin. Kekurangan hormon insulin
yang relatif atau absolut akan menyebabkan gangguan metabolisme
glukosa yang pada akhimya akan meningkatkan kadar glukosa darah atau
hiperglikemia (Robbins et a/,1999). Pada keadaan fisiologis, insulin
diperiukan untuk merubah glukosa menjadi glikogen yang selanjutnya
akan disimpan di dalam jaringan otot sebanyak 300-5000 g serta di dalam
hati sebanyak 60-75 g. Berbagai pustaka melaporkan bahwa faktor yang
berpengaruh terhadap kejadian infeksi C.albicans di rongga mulut adalah

kadar glukosa darah yang tinggi dan tidak terkontrol. Pada DM dijumpai 2

tipe (Tjokroprawiro, 1997; Robbins et al, 1999) yaitu :

DM tipe 1 : disebut Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM).
Ditandai dengan hiperglikemia dan giukosuria, disertai
gejala klinis akut (poliuria, polidipsia dan penurunan
berat badan), dan ataupun gejala kronik. Gangguan
primer terletak pada metabolisme karbohidrat,
sedangkan gangguan sekunder pada metabolisme
lemak dan protein. DM tipe 1 ini juga dipengaruhi oleh
faktor genetik dan lingkungan. Gen yang diduga sebagai
penyebab IDDM adalah gen diabetogenik (Suryohudoyo,
2000).

DM tipe 2: disebut Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus

(NIDDM), dan terdapat pada 80%-90% penderita DM.
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Batasan lain mengenai DM adalah suatu penyakit karena gangguan
sistem metabolisme, dengan penyebab yang multifaktorial antara lain
gangguan dari sistem genetik yang berinteraksi dengan lingkungan
{Frizzel, 2000). Dari data epidemiologi dilaporkan bahwa angka kejadian
DM semakin meningkat dari tahun ke tahun. Pada tahun 1995 dilaporkan
jumiah pasien DM di dunia sekitar 135 juta orang. Tahun 2000 jumiah
tersebut telah meningkat menjadi 175 juta dan pada tahun diperkirakan
tahun 2025 akan mencapai 300 juta orang. Suatu peningkatan spektakuler
yang oleh organisasi kesehatan sedunia (WHO) disebut sebagai ledakan
pasien Diabetes Mellitus di abad 21. Diperkirakan 75% di antaranya
berada di negara berkembang. Peningkatan tertinggi mungkin akan terjadi
di kawasan Asean yaitu dari 33 juta penderita pada tahun 2000, menjadi
80 juta di tahun 2025. Di Indonesia dengan prevalensi 1.5 —2.3% jumlah
penderita DM tahun 1998 lebih kurang sekitar 2.5 juta dan tahun 2000
kurang lebih 4 juta, dan tahun 2010 sekitar 5 juta (Tjokroprawiro , 2000;
Tjokroprawiro, 2003).

Peningkatan jumlah penderita DM yang sangat mecolok di negara
berkembang merupakan konsekuensi positif dari perbaikan ekonomi,
perbaikan nutrisi, peningkatan pelayanan kesehatan dan peningkatan arus
urbanisasi. Hal ini akan menimbulkan masalah baru bagi pemerintah
Indonesia, yakni akan menimbulkan beban baru dari segi ekonomi
Nasional karena memerlukan biaya pengobatan yang tinggi dan
berlansung seumur hidup. Tentunya keadaan tersebut akan sangat

berdampak pada produktivitas sumber daya manusia, karena DM tidak
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hanya terjadi pada usia lanjut saja tetapi juga pada usia produktif.
Meningkatnya angka kejadian DM di Indonesia, akan berpengaruh pula
pada peningkatan angka kejadian iinfeksi oleh jamur C.albicans
khususnya oral candidosis, meskipun sampai saat ini belum ada data
yang pasti tentang angka kejadian ora/ candidosis. Hampir semua
penelitian epidemiologi menunjukkan bahwa ada korelasi antara kenaikan

prevalensi oral candidosis dengan bertambahnya kejadian DM.

2.8 Diabetes Mellitus dan A1C

Haemoglobin A1C merupakan subklas dari A1 yang paling penting
karena jumlahnya yang cukup banyak yaitu mencapai 70 % dari jumlah A1
(Robbins et al,1999). Haemoglobin A1C atau Glycocylated haemoglobin
adalah Hb yang mengalami glikosilasi yang berikatan dengan glukosa
membentuk glikohaemoglobin. Dengan demikian erat kaitannya dengan
Diabetes mellitus, sehingga digunakan sebagai parameter untuk
mengetahui status DM penderita (Widjaja,1997). Pada penderita DM
ditemukan kadar A1C meningkat 3 X dari kadar normal (kadar normal 3-
6%). Kadar A1C tidak dipengaruhi oleh umur penderita, fama penyakit,
berat badan, glukosa darah sesaat, penebalan membran basalis,
makanan yang baru dimakan, latihan fisik maupun obat hipoglikemik oral
(Kennedy, 1989). Berdasarkan sifat tersebut maka A1C dapat berfungsi
sebagai :

1. Tes yang potensial untuk diagnosis DM.
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2 Indeks dari status DM, yaitu dengan mengetahui kadar A1C dapat

diketahui kadar darah rerata.

3. Model untuk memepelajari kelainan yang terjadi pada DM yang

tidak terkontrol dalam jangka waktu yang lama.

4. Indikator untuk memonitor metabolisme karbohidrat dan insulin.
Interpretasi pengendalian DM dapat diketahui menurut kriteria kadar A1C,
dan kadamya dapat diperiksa dengan metode Jon exchange
chromatography, colorimetry, dan immunoassay RIA (Soedewo, 1986). Di
Indonesia kadar A1C didasarkan pada hasil Konsensus Pengelolaan
Diabetes Mellitus di Indonesia (2002) sebagai berikut :

Pengendalian baik 1<6,5%
Pengendaiian sedang :65% — 8%
Pengendalian buruk >8%

Proses glikosilasi pada umumnya terbagi menjadi dua yaitu
glikosilasi yang terjadi dengan bantuan enzim dan tanpa bantuan enzim.
Protein setelah bereaksi dengan karbohidrat terutama glukosa, akan
mengalami perubahan sifat baik sifat fisik maupun sifat kimia. Proses
glikosilasi yang terjadi pada penderita Diabetes Mellitus adalah reaksi
glikosilasi non-enzimatik, yaitu ikatan antara molekul protein pada reaksi
lisin dan sisa amino N-terminal dengan kadar glukosa yang tinggi.
Keadaan ini akan meningkatkan perubahan struktur dan fungsi sel
(Basta, 1996; Robbins et a/,1999).

Pada proses glikosilasi yang tinggi akan menghasilkan reaksi

kovalen secara spontan yaitu Advance Glycocylation End Product (AGE).
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AGE merupakan hasil reaksi biokimia abnormal yang terjadi pada
penderita DM (Basta, 1996; Tjokroprawiro, 2000). Peningkatan proses
glikosilasi yang tinggi akan mengganggu fungsi protein seperti halnya efek
pada aksi enzim, afinitas reseptor ligand atau tingkat katabolisme protein.
Selain itu, peningkatan glikosilasi juga merupakan predisposisi kerusakan
oksidasi protein dan menyebabkan gangguan fungsi oksidasi. Dengan
demikian maka pengaruh glikosilasi maupun oksidasi dapat menyebabkan
protein bersifat imunogenik (Robbins et a/,1999). Hal ini karena AGE yang
terbentuk akan bereaksi dengan semua jenis protein dalam tubuh
termasuk reseptor makrofag dan reseptor AGE pada endotet yang pada
akhimya memicu perkembangan komplikasi pada DM (Tjokroprawiro
,1997). Hiperglikemia merupakan kejadian awal dar disfungsi endotel,
yang kemudian berkembang menjadi penyebab komplikasi menahun dari
DM karena terbentuknya AGE (Advanced Glycocylated End Products)
(Tjokroprawiro, 2000). Tindakan yang paling tepat untuk mencegah
terjadinya proses yang irreversible (terbentuk AGE), adalah dengan
menurunkan kKadar glukosa darah secepat mungkin.

Penyakit Diabetes Mellitus ditandai dengan hiperglikemia kronik
sebagai akibat dari penurunan sekresi insulin dan atau penurunan
sensitifitas sel target terhadap insulin {(insulin resistance), yang keduanya
mengakibatkan gangguan metabolisme glukosa dan hiperglikemia
(Robbins et al, 1999). Terjadinya kerusakan pada sel B pankreas akan
menyebabkan berkurangnya sekresi insulin. Kekurangan hormon insulin

yang relatif atau absolut akan menyebabkan gangguan metabolisme
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glukosa yang pada akhimya akan meningkatkan kadar glukosa darah atau
hiperglikemia (Robbins et al/,1999). Berbagai pustaka melaporkan bahwa
faktor yang berpengaruh terhadap kejadian infeksi C.albicans di rongga

mulut adalah kadar glukosa darah yang tinggi dan tidak terkontrol.

METABOLIC TOXIC EFFECTS OF AGEs

{Bierman 1993, bucala 1994, Summarized: Tiokroprawiro 1985, 1997, 1998,1999, 2002, 2003)

“AGE - Induced Multiple Cellular & Tissue Dysfunction”
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Gambar 2.2 : Skema Sifat Metabolik AGE (Tjokroprawiro , 2003)
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Clinical Staging of Hyperglycemia
_Diabetic Vascular Complications and Diabetic Neuropathy
{Summarized . Tjokroprawiro 1994, 1995, 1996, 1997, 1999, 2001, 2002, 2003} _
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Gambar 2.3 : Fase AGE Pada DM (Tjokroprawiro, 2003)

Proses glikosilasi non-enzimatik menghasilkan Schiff Base yang
reversible (berlangsung beberapa jam), selanjutnya membentuk Amadory
Product (berlangsung beberapa hari) dan kemudian Amadory Product
akan berikatan dengan protein lainnya membentuk AGEs. AGEs yang
terbentuk akan mengaktifasi sef endotel dan makrofag untuk memproduksi
sitokin proinflamatori. Akumulasi AGEs pada plasma dan jaringan pada
penderita DM dapat meningkatkan permeabilitas  vaskuler,
menghancurkan serat kolagen dan jaringan ikat. Terbentuknya AGEs

yang immeversibie akan mengakibatkan terjadinya berbagai komplikasi DM.
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THREE CAUSATIVE GROUPS OF INFECTIONS IN DIABETES
{ JOHNSTON, 1997, SUMMARIZED : TJIOKROPRAWIRO, 2001)
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Gambar 2.4. Infeksi yang terkait Diabetes (Tjokroprawiro,2001)

DEFECTIVE HOST DEFENCE MECHANISM IN UNCONTROLLED DIABETES
( Cotran et al 1999, Joshi et al 2003, Summarized : Tjokroprawiro 2003)
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Gambar 2.5. Gangguan Mekanisme Sistem Pertahanan inang
(Tjokroprawiro, 2003)
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Menurut Tjokroprawiro (2003) terdapat 3 kelompok infeksi yang
terkait infeksi Diabetes Mellitus yaitu bakteri, jamur dan virus. Berbagai
macam jamur yang dapat menginfeksi mukosa rongga mulut penderita DM
antara lain adalah dan spesies candida. Akan tetapi spesies candida yang
paling dominan menimbutikan infeksi sebagai salah satu komplikasi pada
penderita DM adalah C.albicans, yaitu jamur yang bersifat patogen
oportunistik. C.albicans ini dapat menginfeksi pada berbagai mukosa
antara lain pada respiratory tract, G I tract, Genitourinary tract, skin dan
mukosa rongga mulut.

Pada DM yang tidak terkontrol tingginya hiperglikemia dapat
mengganggu berbagai fungsi neutrofil dan makrofag. Gangguan fungsi
tersebut meliputi 4 proses yaitu . proses chemotaxis, Granulocyte
adherence, phagocytosis dan intracellular killing. Kelainan pada ke 4
proses tersebut di atas karena adanya radikal bebas O Cl ~yang berasal
dari proses akibat penurunan NADPH karena adanya aktifasi Polio/
Pathway, akibatnya terjadi Respiratory Burst Dysfunction. Keadaan ini
menyebabkan terjadinya gangguan pada sistem ketahanan tubuh inang
pada DM tidak teregulasi, yaitu gangguan pada intracefiular killing
terhadap bakteri maupun jamur penyebab infeksi, Complement Pathway
serta pada Cytokines- Mediated antara lain IL-1B dan TNF- a sebagai
sitokin proinflamatori. Dengan demikian maka pada waktu terjadi infeksi
pada DM tidak teregulasi, maka kadar ke dua sitokin proinflamatori

meningkat. Ke dua sitokin tersebut akan menghambat aktivitas tyrosin




kinase dari reseptor insulin sehingga terjadi resistensi insulin

(Tjokroprawiro ,2003).

2.9 Polimerase Chain Reaction (PCR)

Teknik PCR pertama kali dikembangkan oleh Kary Mullis pada
tahun 1984 untuk mendapatkan amplifikasi dari suatu segmen DNA
tertentu yang dibatasi oleh 2 oligonukieotida sintetik yang disebut primer.
Teknik ini timbul karena adanya kemampuan untuk memurnikan DNA
polimerase dan mensintesis oligonukleotida DNA secara kimia, sehingga
memberi peluang untuk melakukan kloning pada suatu urutan spesifik
DNA tanpa membutuhkan sel hidup (Stryer, 1995; Goldsby ef al, 2000).
Prinsip kerja PCR adaiah sama dengan proses replikasi DNA secara in
vivo. Terdapat 3 tahap reaksi yang berbeda dalam PCR, yaitu: denaturasi,
annealing, dan polimerasi.

Proses PCR berlangsung dalam beberapa siklus, tergantung pada
enzim polimerase, jumlah template, dan bahan-bahan lain dari komponen-
komponen yang dibutuhkan dalam proses PCR antara lain DNA sample,
dNTP, oligonuklectida primer yaitu nukleotida pendek untuk mengawali
reaksi polimerisasi, enzim DNA polimerase untuk mengkatalis reaksi
pemanjangan primer, ddH,0, dan buffer PCR sebagai pelarut (Innis,
1990).

Prinsip dasar reaksi yang terjadi adalah denaturasi DNA femplate
menjadi bentuk untai tunggal, hibridisasi primer pada DNA template, dan

sintesis segmen DNA menggunakan deoxynucleoside triphosphates
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(dNTPs) dan DNA polimerase. Reaksi ini dilakukan secara berurutan dan
diulang hingga beberapa siklus, biasanya 25-40 siklus (Innis & Gelfand,
1990; Lodish et al, 2000)). Secara teoritis, dari sebuah DNA template
dalam 30 siklus akan diperoleh 268.435456 fragmen target yang
merupakan produk PCR (Old & Primrose, 1994). Pada awal metode PCR
ini dikembangkan, enzim yang digunakan adalah DNA Polimerase
Klenow, sehingga pada saat mengalami pemanasan enzim ini menjadi
rusak, oleh karena itu harus ditambahkan enzim baru untuk siklus
berikutnya.

Terobosan baru timbul setelah diperkenalkan Tag DNA polimerase
dari bakteri termofilik Thermus aquaticus. Akibatnya pada setiap
pergantian siklus tidak periu ditambahkan DNA polimerase yang baru,
sehingga dapat dilakukan otomatisasi PCR dalam thermal cycling
programme. Namun Tag DNA polimerase ini tidak memiliki 3.5
proofreading exonuclease, sehingga dapat terjadi kesalahan pasang pada
saat amplifikasi (Dieffenbach et a/, 1995). Oleh karena itu, sedang dicari
alternatif menggunakan bakteri lain yaitu Thermococcus litoralis (Vent™)
(Roy et al., 1991) dan Pyrococcus furiosus (Ruiz et al., 1997).

Pemilihan primer sangat penting untuk keberhasilan PCR. Primer
didesain agar dapat berkomplemen dengan cetakan DNA spesifik yang
akan diperbanyak. Primer yang baik harus berhibridisasi secara efisien
dengan sekuen DNA yang menjadi target tanpa meiakukan hibridisasi
dengan sekuen lain pada DNA yang sama. Beberapa acuan yang

dipergunakan untuk memilih primer Biasanya panjang primer berkisar 18
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— 28 nukleotida dengan komposisi G + C sekitar 50% - 60%. Semakin
panjang primer semakin besar kemungkinan terjadi hasil yang tidak
spesifik. Sebaiknya komposisi GC pada primer sama dengan komposisi
GC pada cetakan DNA. Komposisi GC yang lebih dari 3 pada ujung 3’ dari
primer akan menyebabkan mispriming pada DNA yang kaya akan GC.
Panjang primer dan komposisi GC akan mempengaruhi suhu untuk
annealing. Suhu annealing biasanya beberapa derajat dari Tm ( suhu
disosiasi dari primer ). Penentuan Tm adalah sebagai berikut (Dieffenbach

et al, 1995) Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T)

al 5 3 J 5’ primer
5& 3

l DNA sintesis
T
5 3
5 3

«+ »
X

Gambar 2.6 : Permulaan amplifikasi pada suatu urutan nukleotida
spesifik secara in vitro menggunakan teknik PCR
(Stryer, 1995).
Ket: x = merupakan panjang produk PCR yang dihasilkan.

Hal yang periu diketahui terlebih dahulu sebelum melakukan PCR

adalah urutan nukleotida fragmen target yang akan diamplifikasi agar
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dapat dirancang 2 buah primer yang akan digunakan. Masing-masing
primer adalah komplemen dari fragmen target DNA dan merupakan
pembatas bagian yang akan diamplifikasi. Biasanya panjang primer antara
17-30 nukleotida (Old & Primrose,1994; Goldsby et al, 2000)) dan panjang
fragmen DNA yang diamplifikasi adalah jarak antara ujung 5’ primer sense
hingga ujung 5’ primer anfisense.

Dalam melakukan PCR, tidak ada satu protokol yang dapat
digunakan dalam berbagai situasi. Akibatnya, setiap aplikasi baru dari
PCR harus dilakukan optimasi terlebih dahulu. Kegagalan yang sering
timbu! adalah hasii yang tidak terdeteksi, hasil yang diharapkan sangat
sedikit, serta adanya {atar belakang yang tidak spesifik karena terjadinya
mispriming atau misextension dari primer yang digunakan (White et a/ ,
1995; Ruiz et al., 1997). Oleh karena itu penentuan suhu dan waktu reaksi
serta banyaknya siklus yang dilakukan amat penting dan diperiukan
optimasi.

Proses reaksi pertama kali yang dilakukan pada waktu PCR adalah

memisahkan dua sfrand genomik DNA (denaturation) dengan pemanasan
95°C setama 30 detik atau 97°C selama 15 detik. Tidak sempurnanya

proses denaturasi DNA ini akan menyebabkan terjadinya “snap back” dan
menyebabkan kegagalan PCR. Bila fragmen DNA memiliki jumlah G + C
yang lebih tinggi dari jumiah A + T, maka harus dipertimbangkan untuk
menaikkan suhu denaturasi, karena G dan C terikat oleh 3 ikatan
hidrogen, sedangkan A dan T hanya terikat oleh 2 ikatan hidrogen,

sehingga untuk memisahkan ikatan GC diperlukan energi yang iebih besar
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dibandingkan AT. Akan tetapi pemanasan yang tinggi akan menyebabkan
turunnya aktifitas Tag DNA polimerase. Waktu paruh Tag DNA polimerase
adalah 2 jam pada suhu 92,5° C, 40 menit pada suhu 95°C dan 5 menit
pada suhu 97,5° C.

Langkah kedua yaitu hibridisasi primer pada strand DNA template
untai tunggal atau biasa disebut proses annealing. Proses ini merupakan
langkah yang sangat kritis, oleh karena itu diperlukan temperatur dan
waktu yang tepat agar diperoleh hasil yang memuaskan. Temperatur yang
telalu tinggi menyebabkan primer tidak dapat melekat pada ftemplate,
sebaliknya temperatur yang terlalu rendah menyebabkan primer melekat
pada tempat yang tidak spesifik sehingga diperoleh banyak band dan hasil

vang sedikit. Temperatur annealing yang digunakan biasanya 5°C
dibawah T, (melfting point temperature) (Innis & Gelfand, 1990),
sedangkan besarnya T, dihitung dengan persamaan 4°C x (jumiah G dan
C) + 2°C x (jumlah A dan T) dari sekuen primer yang telah dirancang.
Dalam praktek harga T, ini dipertimbangkan antara 55 © - 80° C (Innis &
Gelfand, 1990; Coen, 1995).

Setelah terjadi hibridisasi primer pada DNA template, maka langkah
berikutnya adalah primer extension yaitu sintesis fragmen DNA produk
oleh enzim DNA polimerase dimulai dari ujung 3’ masing-masing primer
dengan bahan baku dATP, dCTP, dTTP, dan dGTP. Meskipun ekstensi

primer ini merupakan langkah tersendiri, namun selama annealing juga

terjadi ekstensi karena Tag DNA polimerase bekerja pada rentang
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temperatur yang lebar, namun suhu yang optimum adalah 72 ° C. Waktu
yang dibutuhkan tergantung pada panjang dan konsentrasi DNA target
karena pada suhu optimum ini kecepatan sintesisnya sekitar 35-100
nukleotida per detik tergantung pada bufer, pH, konsentrasi garam, dan
keadaan femplate DNA (Innis & Gelfand, 1990). Biasanya waktu ekstensi
1 menit pada 72 ° C sudah cukup baik untuk produk sampai dengan 2

kilobasa (Innis & Gelfand, 1990; Bioom, 1995).

210 Enzyme - Linked Immunosorbent Assay ( ELISA)

ELISA adalah salah satu metode untuk mengukur secara kualitatif
maupun kuantitatif kadar antigen atau antibodi dengan menggunakan
enzim sebagai label (Goldsby, 2000). Dewasa ini metode ELISA
merupakan metode yang banyak digunakan di laboratorium dan dalam
berbagai penelitian di bidang imunoclogi. Dibanding metode RIA
(Radioimmuno Assay) maka ELISA mempunyai kelebihan antara lain :

1. Memiliki sénsitivitas yang tinggi
2. Lebih spesifik
3. Peralatan yang dibutuhkan relatif lebih sedikit

Pembagian pokok / secara garis besar metode ELISA dibagi

berdasarkan bahan yang dilabel terdiri dari (Handoyo ,1996) :
1. Pelabelan pada pada antigen yaitu pada Kompetitif ELISA
2. Pelabelan pada antibodi yaitu Double Antibodi Sandwich ELISA

3. Pelabelan pada anti-imunoglobulin yaitu meliputi :



3.1. ELISA tidak langsung (indirect) untuk penentuan antibodi
3.2. Double antibody sandwich anti globulin ELISA (indirect
sandwich ELISA) untuk penentuan antigen
3.3. Indirect inhibition ELISA untuk penentuan antigen
Prinsip dasar ELISA Tidak Langsung.

Antigen yang terikat pada fase padat direaksikan dengan antibodi
yang akan diukur, dan selanjutnya ditambahkan antibodi sekunder
(konjugat) yang berlabel dengan enzim tertentu. Kemudian ditambahkan
substrat dan hasilnya memberikan penampakan wama yang diukur
dengan micro ELISA reader (Ausubel, 1995; Handoyo, 1996)
Sensitivitas uji ELISA dipengaruhi oleh :

1. Sifat dan berat molekul antigen
2. Afinitas reaksi antigen — antibodi
3. Perbandingan kadar antigen — antibodi
Faktor yang mempengaruhi spesifitas :
1. Kemurnian antigen

2. Profil spesifitas antisera

3. Derajad pengenalan antara konjugat enzim dan lawan

imunnya

211 Random Amplified Polymorphic DNA’s (RAPD)
Random Amplified Polymorphic DNA’s (RAPD) adalah amplifikasi
DNA secara /n vifro dengan PCR yang bertujuan untuk mendeteksi

polimorfisme pada tingkat DNA. Polimorfisme adalah perbedaan bentuk
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dari struktur dasar yang sama (Kirby, 1990). Hal ini dapat terjadi karena
adanya perubahan susunan pasangan basa yang disebabkan oleh
penyisipan atau penambahan pasangan basa atau pengurangan basa
tertentu (Pasternak,1994). Metode ini dikembangkan oleh Welsh,
McClelland and Wiliams pada tahun 1990 dengan cara
mengkombinasikan teknik PCR menggunakan primer-primer dengan
sekuen acak untuk keperluan amplifikasi lokus acak dari genom (Rafalski
ef al., 1991).

Salah satu variasi yang telah dikembangkan dari metode dasar
PCR adalah penggunaan penanda molekuler ‘Random Ampiified
Polymorphic DNA’s’ (RAPD) yang pertamakali dikembangkan oleh
Williams dkk pada tahun 1990 dan Welsh &McClennand pada tahun 1990
(Widodo,2003). Teknik RAPD yang merupakan modifikasi teknik PCR,
hanya menggunakan satu primef pendek yang terdiri atas 10 basa.
Metode ini pertamakali dikembangkan oleh Saiki ef al,, pada tahun 1985

Metode RAPD mempunyai keunggulan pada kesederhanaan
tekniknya dan cepat pengerjaannya. Teknik analisa RAPD mempunyai
beberapa kelebihan seperti lebih cepat dalam pelaksanaannya, hanya
butuh sampel DNA sedikit (0,5-50 nm), tidak membutuhkan radioisotop.
Selain itu RAPD tidak membutuhkan informasi sekuen DNA lebih dulu,
prosedurnya iebih sederhana dan jumlah sampel yang banyak dapat
diproses dengan cepat (Faqih, 2004).

Selain keunggulan seperti tersebut di atas menurut Waugh and

Powel (1992) menjelaskan bahwa terdapat kelemahan dalam teknik
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RAPD vyaitu sulit mendeteksi perubahan yang kecil pada struktural DNA
(gen), kecuali jika menggunakan lebih dari 500 jenis primer. Dan efisiensi
prosedur RAPD ditentukan oleh teknik untuk ekstraksi DNA dan
amplifikasi PCR. Keberhasilan amplifikasi DNA dengan teknik RAPD
sangat tergantung pada DNA target, panjang dan sekuen primer, unsur
kimia utama (khususnya Mg?"), konsentrasi primer, konsentrasi template,
serotipe dan konsentrasi enzim polimerase, temperatur denaturasi,
temperatur annealing, waktu dan temperatur ekstension, jumiah siklus
amplifikasi dan prosedur penyusunan gel (Singer et al., 1999).

PCR berdasar primer-primer tertentu yang telah dielektroforesis
merupakan gambaran dari struktur molekul DNA yang digunakan sebagai
template (Brown, 1995 dalam Sukartini, 2001).

Dasar dari teknik PCR_—RAPD adalah penggunaan primer yang
berupa oligonukleotida pendek (10 mer) dengan urutan basa secara acak
untuk mengamplifikasi sekuen target secara acak pula dari suatu template
DNA yang kompleks (Pammi et al, 1994). Penanda RAPD dapat
digunakan untuk membuat peta sifat dan sidik jari individu (Rafalski ef al.,
1991). Informasi tentang hubungan genetis diantara individu dalam dan
antara spesies mempunyai beberapa kegunaan penting bagi perbaikan
suatu organisme.

Dari hasil penelitan pada candida spp tentang hubungan
kekerabatan berdasarkan RAPD, disebutkan bahwa metode ini dapat
dikatakan sederhana, cepat, dan akurat untuk karakterisasi sample.

Amplifikasi DNA dengan teknik ini memberikan kelebihan sangat berarti
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secara teknis dibandingkan metoda-metoda lainnya. Teknik PCR ini
memanfaatkan dua sifat utama DNA yaitu komplementasi basa-basanya
(A=T, G=C) dan anti paralelisme dari kedua rantai DNAnya.

RAPD menghasilkan data yang tidak spesifik dan tidak kodomain,
namun karena kemudahan dan kecepatan daiam menganalisa data, maka
teknik ini banyak digunakan (Waltimo,2001; Fagih,2004). Analisis dapat
ditakukan dengan mengamplifikasi DNA dengan random primer. Adanya
polimorphic DNA dapat dideteksi di bawah cahaya uitra violet setetah
sebelumnya gel elektroforesis diberi Etidhium bromida (Etbr) sehingga
menimbulkan pendar. Demikian pula mutasi yang terjadi pada tingkat DNA
genom dapat terdeteksi dengan teknik RAPD dengan menggunakan
berbagai jenis arbitary primer. Semakin banyak jenis primer yang
digunakan akan menambah besar kemampuan mendeteksi perybahan
yang kecil dari pasangan basa DNA genom (Kirby, 1990).

Dalam mempelajari tingkat optimasi hasil keragaman genetik,
pendugaan tentang hubungan genetis akan sangat berguna untuk
identifikasi genotipe dan mengurangi jumlah individu yang dibutuhkan
untuk pengambilan sampel dengan kisaran keragaman genetis yang luas.
Marka RAPD dapat digunakan untuk membuat peta kaitan genetik dan
untuk finger printing genom suatu spesies dan untuk mempelajari genetika
populasi (Widodo,2003).

Teknik RAPD yang merupakan modifikasi teknik PCR, hanya
menggunakan satu primer pendek yang terdiri atas 8 basa. Metode ini

pertamakali dikembangkan oleh Saiki ef al., pada tahun 1985,
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Oligonukleotida primer yaitu nukleotida pendek untuk mengawali
reaksi polimerisasi, enzim DNA polimerase untuk mengkatalis reaksi
pemanjangan primer, ddH;0O, dan buffer PCR sebagai pelarut (Innis,
1990). PCR sangat peka dimana satu molekul DNA tunggal dapat
diamplikasi, selanjutnya dengan pewamaan efidium bromide dan
penyinaran lampu ultra ungu akan ditampakkan sebagai pita-pita pada gel
agarosa. Polimerase Chain Reaction (PCR) bemeran penting dalam
bidang biologi molekuler dan sejak metode PCR ini dikembangkan, telah
banyak merevolusi beberapa teknik biologi molekuler standar, dengan
cara memodifikasi rancangan prosedur aslinya untuk kemudian
disesuaikan dengan tujuan yang diinginkan. Salah satu variasi yang telah
dikembangkan dari metode dasar PCR adalah penggunaan penanda
molekuler ‘Random Amplified Polymorphic DNA’S’ (RAPD) vyang
pertamakali dikembangkan oleh Williams dkk pada tahun 1990 dan Weish

& McClennand pada tahun 1990 (Widodo,2003).

Komponen Reaksi PCR-RAPD

Komponen utama dalam suatu reaksi PCR-RAPD adalah DNA
template, primer, enzim polimerase, dNTP, dan ion magnesium. Buffer
standar dalam reaksi PCR-RAPD biasanya mengandung 50 mM KCL, 10
mM Tris Cldan 1,5 mM MgCl,.

DNA target atau Sampel DNA yang ingin diketahui urutan basanya
diisolasi dari jaringan yang dipilih dengan metode isolasi tertentu.

Konsentrasi DNA target dalam campuran reaksi bergantung pada
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kuantitas DNA yang dapat diukur dengan alat spektrofotometer atau alat
lainnya.

Konsentrasi dNTP yang direkomendasikan adalah 1,5 mM untuk
setiap campuran reaksi. Konsentrasi dNTP optimal untuk reaksi PCR
bergantung pada konsentrasi MgCl,, konsentrasi primer, kemurnian
reaksi, panjang dari produk amplifikasi, dan jumlah dari siklus PCR
(Pasternak and Bernard, 1994). Primer merupakan suatu oligonukleotida
dengan urutan basa yang telah diketahui, merupakan komponen reaksi
yang paling menentukan keberhasilan suatu proses amplifikasi. Secara
teori, jumlah fragmen yang diamplifikasi dalam suatu reaksi PCR-RAPD
tergantung pada panjang primer dan ukuran dari genom target serta
kesesuaian urutan basa primer dan genom target. Untuk sebagian
organisme biasanya digunakan primer dengan 9-10 nukieotida (Waugh
and Powel, 1992).

Pada proses penempelan primer, ion Mg ?* sangat berpengaruh
terhadap disosiasi pita template dan hasil amplifikasi, spesifitas hasil dan
aktifitas enzim Taq polimerase. Pada umumnya konsentrasi Mg 2* yang
lebih tinggi akan meningkatkan hasil amplifikasinya, tetapi menurunkan
spesifitas reaksi dan meningkatkan primer dimers. Konsentrasi Mg”* yang
lebih rendah meningkatkan spesifitas tetapi menurunkan hasil.

Tahapan Reaksi PCR-RAPD

Tahapan di dalam proses reaksi PCR-RAPD adalah denaturasi

template, penempelan primer pada sekuen target, dan perpanjangan

primer yang telah menempel oleh aktifitas enzim polimerase.
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Denaturasi adalah proses terurainya ikatan ganda DNA template
karena pemanasan 90°C-95°C. Untuk DNA target dengan komposisi G+C
yang tinggi diperlukan temperatur yang lebih tinggi atau waktu yang lebih
lama. Satu segmen DNA pendek yang disebut primer dan diduga

merupakan komplemen dari urutan DNA target, diannealing (ditempel)
pada sampel target dengan cara penurunan temperatur sekitar 40°C
bergantung pada panjang primer, selama lebih kurang 2 menit.
Selanjutnya dengan menaikkan temperatur ke 70°C -75°C akan

mengaktifkan Tag-DNA polimerase untuk proses perpanjangan annealed

prime.
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan dengan berdasarkan pada konsep
teknologi biologi molekuler mengenai genotyping, serotyping, serta
keberadaan gen SAP1 dan SAP3 pada C.albicans untuk memahami
variabilitas (keragaman) genetik C.albicans yang mengkolonisasi pada
mukosa rongga mulut penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan
nt-)n-DM yang terinfeksi oleh C.albicans

Pada penderita DM lasimnya berada dalam keadaan
immunocompromise yang dapat menyebabkan terjadi cacatnya sistem
imun dan salah satu kelainan diantaranya adalah keadaan
imunodefisiensi. Akibat dari inang yang mengalami imunodefisiensi, maka
terhadap suatu kejadian infeksi akan menghasilkan suatu respons imun
yang abnormal, sehingga respons imunologis terhadap infeksi sangat
berkurang. Salah satu agent yang bisa menimbulkan infeksi dalam rongga
mulut pada penderita DM adalah C.albicans. Timbulnya infeksi oleh
C.albicans pada penderita DM dan non-DM, menurut hipotesis yang
dikemukakan dipengaruhi oleh berbagai faktor yaitu :

1. Perbedaan serotipe dan genotipe C.albicans
2. Keberadaan gen SAP 1 dan SAP3 (Secrefory Aspartyl Proteinase)
yang menghasilkan enzim protease SAP1 dan SAP3

3. Respons imunologik pada inang.

51
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Penyakit Diabetes Meliitus (DM) ditandai dengan hiperglikemia
kronik sebagai akibat dari penurunan sekresi insulin dan atau kerja insulin
(Sutjahjo, 1997; Robbins et al, 1999; Pranoto dan Tjokroprawiro, 2004).
Keadaan hiperglikemia ini terjadi akibat adanya kerusakan pada sel B
pankreas atau berkurangnya sekresi insulin, sehingga akan menyebabkan
gangguan metabolisme glukosa yang akhirnya akan meningkatkan kadar
gula darah atau terjadinya hiperglikemia (Robbins et al, 1999,
Tiokroprawiro, 2003). Hiperglikemia merupakan kejadian awal dari
peristiwa disfungsi endotel, yang kemudian berkembang menjadi
penyebab adanya komplikasi menahun pada DM karena terbentuknya
AGE (Advanced Glycocylated End Products) (Tjokroprawiro, 2000;
Tjokroprawiro, 2003). Salah satu komplikasi yang terjadi di mukosa rongga
mulut penderita DM pada kondisi AGE ini adalah infeksi oleh C.albicans.

Pada kondisi tersebut dan ditunjang dengan immunocompromise
yang menyertainya, maka semakin memperparah penderita DM dan
mengakibatkan gangguan produksi sitokin sehingga terjadi suatu kelainan
pada fungsi fagositosis polimorphonukiear (PMN) dan makrofag (Dubois ef
al, 1998; Hermring et a/, 2002). Kondisi tersebut mengakibatkan terjadi
penurunan jumlah dan aktivitas sel T baik secara kuantitas maupun
kualitas (Elahi et a/, 2000), sehingga terjadi gangguan pada fungsi
pengenalan terhadap antigen. Selain itu juga terjadi gangguan fungsi
komplemen yang menyebabkan menurunnya fungsi kemotaksis, sehingga
penderita DM menjadi rentan terhadap infeksi, salah satunya adalah

infeksi oleh C. albicans (Casadevall, 2002).
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Penurunan fungsi sel imunokompeten pada penderita DM tersebut
diperkirakan menyebabkan terjadi penurunan pembentukan antibodi
terhadap antigen tertentu dari C.albicans. sehingga akan memudahkan
terjadi ikatan C.albicans pada epitel mukosa rongga muilut.

Dari percobaan pada hewan diketahui bahwa serotipe C.albicans
dan enzim secrefory aspartyl proteinase (SAP) berperan pada virulensi
dan kolonisasi C.albicans, dan menurut hipotesis yang dikemukakan
diduga variabilitas genetik juga turut berperan dalam proses tersebut.
Mengingat bahwa serotipe C.albicans, respons imun inang, enzim SAP
dan variabiiitas genetik berperan pada virulensi dan kolonisasi C.albicans,
maka untuk mengidentifikasi variabilitas genetik dapat digunakan metode
RAPD (Randomly Amplified Polymorphism DNA), sedangkan serotipe
C.albicans diidentifikasi dengan metode serolyping dan keberadaan gen
SAP yang menghasitkan enzim protease SAP1 dan SAP3 dapat
diidentifikasi dengan metode PCR. Untuk respons imun inang digunakan
metode Indirect ELISA yang bertujuan untuk mengetahui kadar sitokin
proinfiamatori IL -1p & TNF- a pada penderita DM & Non-DM

C.albicans adalah suatu jamur patogen oportunistik dan merupakan
fiora normal di rongga muiut. C.albicans dalam perkembangannya menjadi
patogen dapat melalui dua bentuk (dimorfik) yaitu overkolonisasi atau
dengan perubahan bentuk (switching) menjadi hyphae (Gale et al, 1998).
Salah satu faktor yang memberikan kontribusi ke arah patogen dan
mengakibatkan infeksi yang invasif adalah Secrefory Aspartyl Proteinase

(SAP) yang dikode oleh gen SAP. Keberhasilan C.albicans melekat pada
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permukaan epitel mukosa merupakan awal terjadinya infeksi melalui ke
dua bentuk tersebut.

Pada tahap awal, infeksi ini tidak menimbulkan manifestasi klinis,
bary akan memberikan manifestasi klinis bila proses ini berjalan lanjut
dengan di ikuti berbagai kerusakan pada komponen mukosa rongga
mulut. Akibat dari keadaan ini maka akan menimbulkan kefainan di rongga
mulut yaitu oral candidosis (Powderly, 1996). Angka kejadian infeksi
C.albicans di rongga mulut dilaporkan meningkat antara 43%-83% pada
penderita dengan keadaan imunodefisiensi (Powderly, 1996).

Di dalam rongga mulut terdapat berbagai strain C.albicans dengan
karakteristik fenotip tertentu yang menentukan sifatnya sebagai komensal
atau patogen. Virulensi C.albicans dipengaruhi oleh kemampuan
periekatan pada sel inang, phenotypic switching dan sekresi enzim
hidrolitik protease dalam hal ini adalah SAP1 dan SAP3 (Bernardis et a/,
1999; Felk ef al, 2002) serta faktor inang sendiri. Pada keadaan
immunological competent inang yang menurun akibat DM, kolonisasi
C.albicans yang terjadi merupakan langkah awal terjadinya infeksi
C.albicans yang patogen, namun sejauh ini hubungan antara serotipe atau
karakter C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga rongga mulut
pada penderita DM belum diketahui dengan jelas.

Apabila kondisi respons imun inang, genotip dan serotipe
C.albicans serta keberadaan gen SAP1 dan SAP3 pada C.albicans yang
mengkolonisasi penderita DM dan non-DM dapat diketahui, maka

penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar penentuan diagnostik yang
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lebih akurat pada kejadian infeksi oleh C.albicans di mukosa rongga muliut
sebagai manifestasi akibat komplikasi penyakit DM.

Pada proses awal terjadi infeksi yang diperantarai oleh perlekatan
C.albicans pada epitel mukosa rongga mulut inang sampai timbulnya
aktifasi dari gen SAP, dan akhirnya mengakibatkan invasi C.albicans ke

jaringan yang lebih dalam melalui endotel vaskuler dapat digambarkan

dalam suatu kerangka sebagai berikut :




3.2 Bagan Kerangka Konseptual.

Non Diabetes
Mellitus (A)

Diabetes
Mellitus

Teregulasi (B)
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Jadi hendaknya dicari kemungkinan adanya perbedaan serotipe
dan genotipe yang mencerminkan virulensi C.albicans isolat Surabaya
dalam hubungannya dengan tingkat regulasi DM yang dipengaruhi cleh
faktor imunologis, sehingga dapat dipahami mekanisme periekatan dan
kolonisasi C.albicans pada mukosa rongga mulut penderita DM dan non-
DM.

Gen SAP yang teraktivasi setelah C.albicans yang mengadakan
periekatan dengan sel inang akan mesekresi produk protein yang berupa
enzim SAP1 dan SAP3 yang fungsinya diduga mempengaruhi atau melisis
protein yang disintesis selama proses periekatan dan akibatnya C.albicans
bisa mengadakan kolonisasi. Keberadaan gen SAP1 dan SAP3 sangat
penting peranannya karena enzim yang dihasilkan oleh kedua gen
tersebut sangat dominan pengaruhnya pada proses awal terjadinya infekst
C.albicans. Melandasi pemikiran tersebut maka penelitian ini dimaksudkan
untuk mengungkap etiopatogenesis infeksi C.albicans melalui mekanisme
enzimatik dari SAP1 dan SAP3 pada tingkat molekuler, dan diharapkan
bermanfaat bagi konsep penyempurnaan diagnosis oral candidosis yang
lebih akurat dan memperbaiki penatalaksanaan dalam perawatan oral/

candidosis pada penderita DM.
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33 Hipotesis Penelitian
C.albicans adalah flora normal yang tumbuh komensal di rongga
mulut dan bersifat patogen oportunistik, sehingga pada penderita DM yang
disertai dengan imunodefisiensi sebagai manifestast kejadian
immunocompromise, maka C.albicans yang tadinya bersifat sebagai flora
normal akan berubah menjadi patogen.
Berdasar pada hal tersebut diatas maka hipotesis penelitian ini
bertujuan membuktikan :
3.3.1 Ada hubungan antara keberadaan gen SAP1 dan SAP3 C.albicans
isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM.
3.3.2 Ada hubungan antara variabilitas genetik C.albicans isolat Surabaya
dengan tingkat regulasi DM.
3.3.3 Ada hubungan antara virulensi C.albicans isolat Surabaya dengan
tingkat regulasi DM
334 Terdapat hubungan antara keberadaan gen SAP1 dan SAPS3,
variabilitas genetik C.albicans isolat Surabaya serta kadar IL - 1B
dan TNF-a inang dengan virulensi C.albicans yang mengkolonisasi

pada mukosa rongga mulut penderita DM dan non-DM.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
observasional dengan bersifat crossectional study. Dalam rangka
membuktikan hipotesis, strategi penelitian ini dapat dibagankan meialui
beberapa tahapan penelitian yaitu :
1. Pemeriksaan Sitologi dengan pengecatan Papanicolaou dan
identifikasi C.albicans dengan pengecatan gram dan uji
Fermentasi guia.
2. Karakterisasi C.albicans dengan melalui pemeriksaan
serotipe dengan metode serotyping dan genotipe dengan
RAPD
3. Pemeriksaan kadar sitokin proinflamatori IL-1 B dan TNF-a
dengan metode /ndirect ELISA
4. Keberadaan gen SAP1 dan SAP3 C.albicans dengan
metode PCR dan hasil PCR diukur ketebalannya dengan
Densitometer
5. Hubungan serotipe C.albicans dengan keberadaan gen
SAP1, SAP3 dan variabilitas genetik C.albicans, serta kadar

sitokin proinfiamatori IL-1 § dan TNF-a inang.
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4.2 Populasi Penelitian Dan Sampel

Populasi penelitian adalah penderita Diabetes Mellitus (DM) dan
non-DM yang diperiksa di Poli Endokrinologi RSUD Dr. Soetomo dan
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga Surabaya.
Sampel : C.albicans pada mukosa rongga mulut non-DM dan penderita
DM dengan diagnosa pasti Diabetes Mellitus berdasar pemeriksaan A1C
dan kadar glukosa darah pada penderita yang datang berobat di Poliklinik

Penyakit Dalam RSUD.dr Soetomo Surabaya

4.3 Besar Sampel.

Besar sampel ditentukan dengan menggunakan rumus besar
sampel yang sesuai untuk penelitian uji diagnostik dengan pendekatan
cross-sectional adalah dengan jumlah populasi (n) yang tak diketahui

(Sunarjo,1992) :

Rumus: n = [Zi-0/2¥Pq (1-Po) +2:-B V¥ Pa(1-Pa) ]

(Pa—Pg)?
Po=50%  Po : adalah kemungkinan terdapatnya serotipe A pada non-
DM
Pa=90% Pa: adalah kemungkinan terdapatnya serotipe A pada DM
a =005
KuatUji (1-B)=90% jadi p=0,1
Zy-p = 1,282

Zi-0/2=1,96
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n= 1196 05x05 + 1282 N0,9x 0,1 12

(0,8-05)°

(0,98 + 0, 3648 ) *

=
It

(04)?
n=11
Berdasar hasil penghitungan sampel, maka besar sampel yang absah

dalam setiap kelompok penelitian ini adalah 11 orang.

4.4 Cara Pengambilan Sampel

Semua penderita DM dan non DM yang akan disampling
sebelumnya telah diberi penerangan tentang tujuan dan manfaat
penelitian serta diminta kesediaannya dengan menandatangani surat
pernyataan persetujuan pengambilan sampel / inform concent (lampiran)
setelah terlebih dahulu peneliti melalui ujian kelayakan etik. Sampling
dalam penelitian ini diambil dari setiap sampel yang memenuhi kriteria
dengan pertimbangan bahwa kriteria yang telah ditetapkan cukup ketat,
sehingga jumlah sampel yang diperoieh sangat terbatas. Sedang besar
sampel ditentukan berdasarkan teknik penarikan sampel sesuai dengan
jenis penelitian observasional crossectional

Pengambilan sampe! dilakukan dengan memilih kelompok subyek
penelitian penderita DM yang datang berobat di klinik penyakit dalam
RSUD .Dr.Soetomo dan klinik FKG Unair. Pengambilan darah sebanyak 7

CC dari darah perifer untuk pemeriksaan kadar A1C, kadar IL-1pB dan

TNF-a. Kemudian dilakukan pengambilan C.albicans dengan cara
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scrubing menggunakan semen spatel steril pada mukosa rongga mulut
penderita untuk selanjutnya dilakukan kultur C.albicans dalam Sabouraud
dextrose agar (Difco).

Kriteria Sampel Penderita serta .

1. Penderita DM yang tidak menderita penyakit infeksi lain di rongga
mulut dengan Oral hygiene baik — sedang, karena Oral hygiene
yang jelek merupakan salah satu faktor yang menyebabkan
terjadinya infeksi C.albicans rongga mulut.

2. Diagnosa DM berdasar kadar A1C dengan tanpa melihat tipe DM :

DM teregulasi : Kadar A1C antara 6,5 % -8 %
DM tidak teregulasi : KadarA1C > 8 %
Non DM (kontrol) . Kadar A1C <6,5%

3. Penderita tidak sedang mendapat pengobatan yang dapat
menekan respons imun.

4. Penderita tidak sedang mendapat pengobatan steroid atau
antibiotik, karena akan membunuh mikroorganisme kompetitif yang
memungkinkan bagi pertumbuhan C.albicans

5. Mereka yang dalam waktu penelitian masih menunjukkan kadar
A1c relatif tinggi :

Kadar A1C>8 %
Jangka waktu mulai diperiksa kadar A1C dengan saat

pengambilan sampel < 2 bulan
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Kriteria Sampel non penderita serta .
1. Penderita dengan kelainan gagal ginjal, AiDS, kanker Hepatoseluler,
karsinoma dsb.
2. Penderita DM yang sedang mendapat pengobatan imunosupresi
3. Penderita DM yang jangka waktu pemeriksaan kadar A1C sudah

lebih dari 3 bulan.

4.5 Variabel Penelitian
Variabel yang diamati : Tingkat regulasi DM, status
immunocompromise, infeksi C.albicans rongga mulut, keberadaan gen
SAP1 dan SAP3 , variabilitas C.albicans , serotipe C.albicans serta
kadar A1C

Difinisi Operasional :

1. Variabilitas genetik C.albicans parameter yang digunakan adalah
genotipe C.albicans dan pemeriksaannya dengan metode RAPD

2. serotipe C.albicans pemeriksaannya dengan serofyping.

3. Tingkat regulasi DM, parameter yang digunakan adalah kadar A1C.
yaitu banyaknya kadar Hb yang mengalami glikosilasi yang
ditentukan dengan metode RIA dan dinyatakan dalam persen (%).

4. Status immunocopromise, parameter yang digunakan adalah kadar

IL-1B dan TNF-o dan pemeriksaannya dengan metode indirect

ELISA.
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5. Keberadaan gen SAP1 dan SAP3 pemeriksaannya dengan metode
PCR dan dilanjutkan dengan Densitometer.

6. Infeksi C.albicans rongga mulut ditandai dengan adanya C.albicans
diantara sel epitel skuamous rongga mulut dan beritukan berbagai
sel yang mengalami keradangan pada pemeriksaan sitologi dengan
pengecatan Papanicolaou.

7. Kontrol (Non DM) yaitu penderita yang datang ke kiinik FKG Unair

untuk pemeriksaan pada giginya dan bukan penderita DM yang

diketahui dari anamnesa dan didukung oleh kadar A1C < 6,5%
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4.6 Tahapan Penelitian.

Pemeriksaan kadar Pemeriksaan kadar:
Tahap | | glukosa darah puasa A1C
dan 2 jam pp
* Pemeriksaan kadar:
1. IL-18
\ 4 2. TNF-a

Pemeriksaan isolasi
sitologi C. albicans

Tahap Il & 1l

Tahap IV

v

Kultur C. albicans

v

Identifikasi C.albicans

y y

Serotyping isolasi DNA

C.albicans l

1. PCR gen EFBI (internal
Control)

PCR gen SAP1 dan SAP3
Randomly Amplified
Polymorphism DNA
{RAPD)

wn

Evaluasi :

1. Perbedaan keberadaan gen SAP1 dan SAP3
C.albicans antara penderita DM dan non DM

2. Hubungan antara serotipe C.albicans yang
mengkolonisasi dengan genotipe,
keberadaan gen SAP (SAP1 dan SAP3) dan
kadariL -1 8, TNF-a
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4.7 Alat dan Bahan Penelitian

4.7.1 Alat Penelitian

Orbital shaking, inkubator CO- Inkubator 37 ® ¢, Laminar flow, Sentrifuse
dengan berbagai kecepata, microwave, vortex, inverted Mikroskop,
mikroskop cahaya, Themrmocycier , Elektroforesis, Spektrofotometri (UV-
transluminator), ELISA Reader, Densitometer, Object glass dan cover

glass

4.7.2 Bahan Penelitian

Bahan kultur Candida albicans isolat Surabaya, Sabouraud
dextrose agar (Difco), YPD Broth (Difco), bahan pengecatan gram, bahan
untuk pereaksi fermentasi gula, primer spesiftk untuk SAP1 dan SAP3,
primer EFB1, fenol, PBS, 0,8% NaCl, Tris - HCL, EDTA, Rnase inhibitor
(Gibco BRL), pereaksi untuk isolasi DNA (Qiagen), pereaksi untuk PCR,
0.1% 2-mercaptoethanol, 100 Unit Lyticase, pereaksi untuk serofyping
(/atron candida Check), ELISA Kit IL -18 dan TNF-a, Marker DNA Leader
100 bp (Sigma), Marker A Hind 1ll + Eco R1 (Promega), agarose powder,
loading buffer, proteinase K, sorbitol, pereaksi untuk RAPD, object glass,

cover glass, bahan fiksasi dan bahan pengecatan Papanicolaou.

4.7.3 Cara Kerja
1. Pemeriksaan kadar A1C dengan metode RIA

2. Pemeriksaan sitologi dengan pengecatan Papanicolaou

3. Pemeriksaan kadar IL -1 dan TNF-a dengan metode /ndirect ELISA
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4. Oral scrubing untuk pemeriksaan sitologi dan untuk isolasi C.albicans
pada penderita DM, kemudian di kuitur dalam Sabouraud Dextrose
Agar (Difco).

5. ldentifikasi C.albicans dengan pengecatan gram dan uji fermentasi
gula

6. Inokulasi C.albicans dan counting sel candida dengan inverted
mikroskop.

7. Pembuatan spheroplast dan isolasi DNA dengan Qiagen Kit
(Promega)

8. Keberadaan gen SAP1 dan SAP3 C.albicans dengan metode PCR
hasilnya dilakukan pemeriksaan dengan Densitometer untuk mengkur
ketebalan band yang ada.

9. Pemeriksaan serofyping menggunakan latron Candida Check (RM
302-K 25).

10. Genotyping dengan metode RAPD (Randomly Amplified Polimorphism
DNA).

4.7.4 Prosedur Penelitian

Penderita DM vyang datang ke Poli Endokrinologi RSUD
Dr.Soetomo Surabaya diseleksi sesuai kriteria yang telah ditentukan yaitu
penderita taki-laki usia 21 - 60 tahun (21 tahun dianggap dewasa sesuai
standar Depkes) dan menderita DM minimal 2 tahun sejak diagnosis
ditegakkan serta tidak terdapat penyakit lain selain DM. Penderita tidak
memakai gigi palsu dan tidak sedang mendapat perawatan yang

menggunakan antibiotik dan steroid. Kemudian penderita diberi
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penjelasan tentang keperluan penelitian. Penderita yang bersedia ikut
dalam penelitian diminta untuk menanda tangani inform concent yang
terdiri dari 2 lembar yaitu lembar persetujuan penelitian dan lembar
persetujuan menerima tindakan sebagai bukti kesediaan ikut serta dalam
penelitian (lampiran).

Pengambilan darah sebanyak 7 cc dari darah perifer oleh analis
laboratorium untuk pemeriksaan kadar A1C sebanyak 2 cc, dan 5 cc untuk
pemeriksaan kadar IL-1p dan TNF-a. Kemudian dilakukan pengambilan
C.albicans dengan terlebih dahuiu diinstruksikan untuk berkumur dan
dilakukan scrubing pada mukosa rongga mulut dan dorsal lidah penderita
dengan menggunakan semen spatel steril. Selanjutnya dilakukan dua
macam pemeriksaan yaitu pemeriksaan sitologi dengan pengecatan
Papanicolaou dan hasil scrubing di strick pada media kultur dalam

Sabouraud Dextrose Agar (Difco) untuk menumbuhkan C.albicans.

4741 Pemeriksaan Sitologi (Sudiana , 1991)

Spesimen untuk pemeriksaan sitologi berasal dari scrubing pada
lidah dan mukosa pipi. kemudian hasit scrubing yang telah dipulas pada
object glass difiksasi dan dicat dengan prosedur Papanicolaou. dan di

Mounting dengan DPX. (lampiran 6).

4.7.4.2 Media kultur dan Kondisi pertumbuhan

C.albicans isolat Surabaya dikultur selama 2 X 24 jam 37° C pada

Sabouraud dextrose agar (Difco). Kemudian dilakukan pengecatan gram
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dan tes fermentasi gula. Pada pengecatan gram preparat dituangi carbo/
gentian violet selama 3 menit kemudian cat dibuang dan tuangi lugol
selama 1 menit. Lunturkan dalam alkohol 96% selama 1 menit dan cuci
dengan aquades selanjutnya dicat dengan air fuchsine selama 2 menit,
lalu cuci dengan air dan keringkan untuk dilihat dibawah mikroskop
cahaya untuk pengamatan koloni (budding cell/ hyphae). Test Fermentasi
gula dengan glukosa, maltosa, sukrosa dan laktosa , kemudian inkubasi
dalam inkubator 37° C 3 X 24 jam. Keberadaan C.albicans ditandai
dengan adanya perubahan warna dari biru menjadi kuning pada suspensi
gukose, maltosa dan sukrosa sedangkan laktosa tidak ada perubahan
warna dan tetap memberikan wama biru. C.albicans yang didapat
kemudian ditumbuhkan dalam media Sabouraud Dextrose Broth (Difco),
inkubasi 18 - 20 jam 37° C pada orbital shaking. Kemudian sentrifuse 700
g seiam 5 menit pada 24 ° C , cuci dengan PBS 3 X dan disimpan dalam

bentuk suspensi dalam PBS.

4.74.3 Pemeriksaan Kadar A1C

Pemeriksaan A1C dilakukan di Lab. Klinika JI. Prof. Dr. Mustopo
Surabaya dengan cara kerja : Darah + EDTA dipipet sebanyak 2 pi
dengan pipet yang bekerja secara otomatik yang merupakan rangkaian
dar alat Bio-rad Diastat dan sudah menyimpan 1000 ul hemolisat (kit)
kemudian dimasukkan kedalam cup sampel. Selanjutnya diletakkan pada

well Diastat sesuai dengan nomor well yang tersedia. Selanjutnya atat
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diprogram dengan start selama 10 menit dan hasil akan terbaca pada print

out.

4.7.44 Pembuatan Spheroplast
C.albicans di inokulasikan pada Yeast Peptfon Dextrose Broth

(YPD Broth, Difco laboratories) yang mengandung dextrose. Setelah

aerobic incubation pada 37°C selama 18 jam dalam rotary incubator pada
100 rev/min, sel candida di harvest dengan menggunakan sentrifus dan
dicuci dua kali dengan phosphate buffered saline (PBS). Kemudian, sel

candida dihitung dengan menggunakan hemocytometer dan

disuspensikan menjadi 3.5 X 10 7 cell/ml dalam PBS. Pellet disuspensikan
kembali dengan 600 ul sorbitol buffer (1 M sorbitol, 0.1 M EDTAp.H 7.5

and 1 ul B-Me) containing 200 U Litycase. Inkubasi 30°C selama "1 jam
dan spheroplast yang dihasilkan di harvest melalui sentrifus pada 3000
rpm 5 menit. Pellet yang dihasilkan di suspensikan dalam 180 ul buffer

ATL (Qiagen). Kemudian ditambahkan 20 ul Proteinase K kedalam

supematant dan di inkubasikan pada 55° C overnight.

4.7.4.5 Isolasi DNA

Setelah di inkubasi selama 55°C overnight, kemudian

ditambahkan Rnase 4 ul dan supernatan di freafed 200 ul buffer AL,

inkubasi 70°C 10 menit. Kemudian di tambahkan 200 ui ethanol 96%dan

langsung di vortek sampai homogen. Pindahkan semua supernatan ke

Dneasy Spin column 2m/ collection tube yang telah disediakan oleh pabrik
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dan tambahkan 500 ul buffer AW1. Selanjutnya tube di sentrifuse dengan

kecepatan 800 rpm 4°C selama 1 menit. Kemudian di letakkan di Dneasy

Spin Column in a new 2 mi collection tube dan di tambahkan dengan 500
ul buffer AW?2, di sentifuse selama 3 menit dengan kecepatan yang tinggi
untuk mengeringkan Dneasy membrane. Pindahkan Dneasy Spin Column
ke tube mikrosentrifuse 1.5 ml yang sudah strerile, dan pipet 200 ul buffer
AE yang langsung di arahkan ke Dneasy membrane. Dilakukan inkubasi
pada suhu ruang selama 1 menit dan kemudian di sentrifuse selama 1
menit dengan kecepatan 8000 rpm. Untuk langkah terakhir, ulangi Isekali

lagi prosedur pemberian buffer AE.

4.7.4.6 Penentuan kemurnian dan Pengukuran konsentrasi DNA
dengan UVVIS, Jasco V-530.

Sampel DNA isolat Surabaya dipipet 10 ul ditambah MQ sampai
100 ul dihomogenkan kemudian dimasukkan dalam kuvet quart dan diukur
serapannya dengan spektrofotometer ultraviolet pada panjang gelombang
260 nm dan 280 nm. Sebagai blangko dipakai MQ. Nilai kemurnian DNA
diperoléeh dari hasil perhitungan rasio Agso / Azso. DNA dikategorikan mumi
bila rasio Agss /Ao berkisar antara 1,8 — 2,0. Konsentrasi DNA untai
ganda di ukur dengan menggunakan perhitungan :

Konsentrasi (ug/ml) = Aggo X FP (faktor pengencer) X 50 yg/ml.
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4.7.47 PCR Gen EFB1 sebagai Intermal kontrol

Pada PCR ini di gunakan primer gen EFB1 sebagai internal kontrol
untuk C.albicans. dengan menggunakan primer EFB1 :
5 — ATTGAACGAATTCTTGGCTGAC =3’
5- CATCTTCTTCAACAGCAGCTTG - 3'.
Volume akhir PCR reaction mixture 25 ul yang terdi dari : 10 X Buffer Mg
Free, 25 mM MgCF, 2,5 mM dNTP mix, 25ng DNA, 20 uM primer and 100
U taq polymerase (Promega). Kemudian dicampur dan ependorf PCR di

masukkan ke dalam Master Cycler machine (Gene Amp PCR System

2499, Perkin Elmer). Kondisi PCR adalah : Denaturation 94°C selama 1
menit, annealing 55°C selama 1 menit dan extension 72°C selama 1

menit dan step akhir extra extension 72°C selama 10 minute. Banyaknya

siklus PCR adalah 45 sikius.

4.7.48 PCR Gen SAP1 and SAP3

PCR untuk mendeteksi keberadaan gen SAP1 dan SAP3 dengan
menggunakan primer :
SAP1: 5 - AGGGAAAGGTATTTACACT - 3’
5 - CAGTTTCAATTCAGCTTGG - 3’

SAP3 : 5 - TGGATTGGAACATTTCTAATTC -3’
5’ - CAATCTCCAGAGGAGTACTTCC -3’
PCR reaction mixture terdiri dari : 10 X buffer Mg Free, 25 mM Mg
Ci2, 2.5mMdNTP mix 25 ng DNA, 20uM primer SAP1 and SAP3 and

100.U Tag Polymerase (Promega). Volume akhir PCR reaction mixture
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adalah 25 ul. Dicampur dengan hati-hati dan dimasukkan ke PCR tube,
dan kemudian PCR tube di masukkan dalam Master Cycler machine
(Gene Amp PCR System 2499,Perkin Elmer). Kondisi PCR : denaturation

94°C selama 1 menit, annealing 52°C selama 1 menit dan extension 72°C
selama 1 menit. Extra extension 72°C selama 10 menit dan banyaknya

siklus adalah 45 siklus.

4.7.49 Analisa Hasil PCR

Selanjutnya produk PCR di analisis menggunakan Electrophoresis
(Gel Mate 2000,Toyobo) dengan cara di running pada 2 % agarose gel
(Gibco BRL) yang mengandung 10 X TBE and Ethidium Bromide. Mesin
electrophoresis bekerja pada 100 V selama 40 menit dan kemudian di
lihat di UV light Transiuminator kemudian di foto (dokumentasi) dengan
photographed (Kodak Edas 290). Marker standard yang di gunakan 100

bp DNA Leader (Sigma).

4.7.4.10 Identifikasi Strain C.albicans

ldentifikasi strain C.albicans diketjakan dengan latron Candida
Check (RM 302-K 25, Tokyo Japan). Dalam metode ini strain C.albicans di
kelompokkan dalam dua serofypes yaitu C.albicans serotipe A dan
serotipe B. Pembagian ini didasarkan pada reaksi ikatan antigen —
antibodi. Pada serotipe A mempunyai determinan antigen pada
permukaan sei yang tidak dimiliki oleh serotipe B. Bila pada reaksi ikatan

antigen-antibodi terdapat reaksi aglutinasi positif, maka C.albicans
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tersebut adalah serotipe A, sedangkan yang serotipe B didapatkan reaksi
aglutinasi yang negatif. Koloni C.albicans dari kultur plate agar diletakkan
pada glass slide yang sudah diberi antibodi monoklonal untuk.C.albicans.
Di inkubasi pada suhu ruang selama 10 menit, kemudian bisa dilihat ada
tidaknya reaksi aglutinasi dengan membandingkan dengan kontrol.
Sebagai kontrolnya adalah satu koloni C.albicans dimasukkan dalam

larutan buffer saline.

4.7.4.11 Metode Indirect ELISA (Untuk pemeriksaan kadar IL -1
dan TNF-a). Pemeriksaan ini menggunakan EL/SA Bender
system Kit.

Microplate ELISA (96 well) dicuci dengan washing buffer, setelah
itu dimasukkan pada microplate sebanyak 100 pl antibodi (duplo) pada
tiap well. kemudian tambahkan 100 pl IL-1p standard dan TNF-a standard
pada tiap well dan buat pengenceran 500 menjadi 7,8 pg/ul dengan cara
ambil 100 pl dari well pertama dan dimasukkan ke well berikutnya dst.
Ambil 100 pl Assay Buffer (duplo) dimasukkan pada well blangko.
Kemudian ambil dan masukkan 50 pl Assay Buffer (duplo) pada well
sample. Ambil dan masukkan 50 ul sampel. Tambahkan 50 pl Biotin
Conjugate dan inkubasi 2 jam pada temperatur ruang. Cuci well Microplate
3 X dengan washing buffer, kemudian tambahkan 100 pl Streptavidin-HRP
pada setiap sampel, inkubasi 1 jam pada temperatur ruang. Cuci we//
Microplate 3 X dengan washing buffer dan tambahkan 100 pl TMB

Substrat solution pada semua well dan inkubasi 10 menit pada temperatur

ruang. Kemudian tambahkan Stop solution 100 ul stop reaksi dengan
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pengenceran yaitu 1/250, 1/500, 1/ 1000 1/2000, 1/ 4000 dan 1/8000,
kemudian dimasukkan ke dalam microplate masing- masing 50ul tiap well.
Setelah itu diukur titer dengan menggunakan ELISA reader dengan

panjang gelombang 450 nm setelah inkubasi selama 30 menit.

4.7.412 Randomly Amplyfied Polymorphism DNA (RAPD)

Metode RAPD ini dengan menggunakan Primer NT Primer (
Regina dan Widia, 2001) : NT Primer : 5 CCCGTCAGCA ¥
Untuk melakukan amplifikasi dalam metode RAPD-PCR dibutuhkan bahan
seperti aquabides steril (ddH20), 10 X buffer (QIAGENT), dNTP
(QIAGEN), Q-Solution (QIAGEN), Primer ( NT Primer 9
CCCGTCAGCA 3'), TE pH 8 steril, Tag polymerase, dan DNA sampel
dengan alat bantu PCR ( DNA thermal cycler dan tabung PCR). Kondisi

PCR-RAPD Hot start 94°C selama 5 menit, denaturasi 94°C selama 1
menit, anealing 35°C selama 1 menit dan extension 72°C selama 2 menit.

Extra extension 72°C selama 5 menit dan banyaknya siklus adalah 45

siklus. Untuk melihat keberhasilan amplifikasi PCR dilakukan
elektroforesis 2%. Peralatan dalam proses ini adalah sub cell
elektroforesis dan transluminator-UV polaroid gei kamera. Sedangkan
bahan yang digunakan untuk elektroforesis dibutuhkan gel agarose 2% ,
Marker (100 bp DNA ladder), Etidium bromide (Etbr 30 pl dalam 300 ml
TBE 1x), loading dye ( terdiri dari Bromophenol blue 0,25%, Formamide

30% sert Xylene Cyanol 0,25%) dan Buffer TBE 1x.
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47413 Elektroforesis Gel Agarose 2%

Untuk melihat keberhasilan PCR-RAPD dilakukan elektroforesisi
pada gel agarose 2% dengan volume 10 pl tiap-tiap sumuran ( 5l hasil
amplifikasi + 5 yl loading dye) dengan tegangan 100 volt selama kurang
iebih 30 menit. Selanjutnya diwarnai dengan etidhium bromida selama 30
menit dan dideteksi dengan UV-iluminator, kemudian difoto dengan
ploraid gel kamera. Hasil amplifikasi diukur berdasarkan DNA Penanda
100 bp DNA ladder dan Marker A Hind Il + Eco R1. Kemudian terhadap
hasil amplifikasi ini dilakukan pengamatan untuk mengetahui dan memilih

mana yang polimorfisme dan monomorfisme.

4.7.4.14 Tempat Penelitian

Pengambilan sampel penderita DM dilaksanakan di Poli
Endokrinologi RSUD Dr.Soetomo Surabaya, sedangkan untuk kontrol non-
DM diambil di Klinikk FKG Unair Surabaya dengan kriteria yang sama
dengan kelompok DM. Untuk pemeriksaan kadar A1C dikerjakan di
Lab.Klinika Surabaya dan pemeriksaan kadar 1L-1 ( dan TNF-a dikerjakan
di Lab. Imunologi Patologi Klinikk RSUD Dr. Soetomo Surabaya.
Pemeriksaan sitologi dikerjakan di Lab. Patologi Anatomi FK Unair
Surabaya. Pemeriksaan serotipe C.albicans dikerjakan di Lab.
Mikrobiologi FKG Unair Surabaya, $edangkan pemeriksaan keberadaan
gen SAP1 dan SAP3 serta genotipe dikerjakan di Lab. Biologi Molekuler

Department Prosthetic of Dentistry Hiroshima University Japan dan di Lab.
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Rekayasa Genetika — PAU Bioteknologi Universitas Gajah Mada

Yogyakarta.

4.7.4.15 Analisis Data
Untuk mengambil kesimpulan dalam memecahkan permasalahan
pada penelitian ini digunakan analisis data sebagai berikut
1. Untuk menemukan hubungan antara variabilitas genetik C.albicans
isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM dianalisis dengan
Fenogram
2. Untuk menemukan hubungan antara keberadaan gen SAP1 dan
SAP3 C.albicans isolat Surabaya dengan tingkat regulasi DM, data
dianalisis secara desknptif (Explore).
3. Untuk menemukan hubungan antara serotipe C.albicans isolat
Surabaya dengan tingkat regulasi DM, data dianalisis secara

deskriptif (Explore).
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

Uraian hasil penelitian akan dijelaskan berupa data dan analisis
yang sesuai dengan tujuan dan hipotesisnya, dan penyajian data hasil
penelitian ditampitkan dalam bentuk tabel, grafik, foto atau gambar yang
disusun sesuai rancangan pelaksanaan penelitian yang terdiri dari 4 tahap
penelitian, yaitu:

1. Pemeriksaan sitologi dengan pengecatan Papanicolaou dan
identifikasi C.albicans dengan pengecatan gram dan reaksi
fermentasi gula.

2. Karakterisasi C.albicans dengan pemeriksaan serotipe dengan
metode Serotyping dan genotip_e dengan RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA)

3. Pemeriksaan gen SAP1 dan SAP3 dengan metode PCR dan
ketebalan ban/pita diukur dengan Densitometer

4. Pemeriksaan kadar IL-1B dan TNF-a sebagai sitokin

proinflamatori pada inang dengan metode /ndirect ELISA.

5.1 Pemeriksaan Sitologi Dan Identifikasi C.albicans

Pemeriksaan sitologi dengan pengecatan Papanicolaou untuk
mengetahui adanya infeksi C.albicans pada epitel mukosa rongga mulut.
Hal ini perlu dilakukan karena infeksi oleh C.albicans tidak selalu disertai

gejala klinis. Apabila pada sitologi tampak adanya bentukan spora dan
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ataupun bentukan hyphae disertai adanya sel radang berarti ada infeksi

C.albicans.

Gambar 5.1 Pemeriksaan Sitologi dengan pengecatan Papaniocolaou
Ket. : Sr : Selradang
Hp . Hyphae
Sp : Spora.

Pada pemeriksaan HPA dengan pengecatan Papanicolaou tampak
adanya C. albicans dalam bentuk spora maupun hyphae yang terletak
diantara sel epitel squamosa rongga mulut, juga tampak adanya berbagai
sel radang.

Pada tahap selanjutnya dilakukan identifikasi C.albicans dengan
tujuan untuk memperoleh data biokimiawi yang merupakan karakter
C.albicans. Hasil data analisis biokimiawi menunjukkan bahwa C albicans
isolat Surabaya menunjukkan spesifikasi pada pemeriksaan dengan

pengecatan gram dan reaksi fermentasi gula.
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Gambar 5.2 (A) Pewarnaan Gram, (B) Kultur C. albicans dalam media
Sabouraoud Dextrose Broth

Ket.: tanda — (A) : bentukan hyphae C.albicans
tanda —¥ (B) : bentukan C. albicans dalam media kultur

Gambar 5.3 Hasil Tes Fermentasi gula pada C. albicans

Hasil pemeriksaan untuk identifikasi spesies candida dengan
menggunakan tes reaksi fermentasi gula yang terdiri dari glukosa,
mailtosa, sukrosa dan laktosa. C.albicans Isolat Surabaya memberikan
hasil reaksi positif ditandai adanya perubahan warna dari biru menjadi
kuning pada glukosa, maltosa dan sukrosa, sedangkan untuk laktosa

memberikan hasil negatif.
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5.2 Karakterisasi C. albicans dengan Serotyping dan Genotyping
Karakterisasi C.albicans bertujuan untuk memperoleh data serotipe
dan genoctipe C.albicans yang menginfeksi pada mukosa rongga muiut

penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan non- DM.

5.2.1 Serotyping dengan menggunakan /atron Candida Check (RM
302K, Tokyo, Japan)

Pemeriksaan ini berdasarkan pada reaksi ikatan antigen-
antibodi. Dalam metode ini strain C.albicans di kelompokkan dalam dua
serotipe yaitu C.albicans serotipe A dan serotipe B. Pada serotipe A
ditandai dengan adanya reaksi aglutinasi (Gb. 5.4a) dan pada serotipe B
tidak terjadi aglutinasi (Gb. 5.4b). Pada grafik 5.1 tampak bahwa semua
sampel yang didapat adalah C.albicans dengan serotipe A sebanyak
(91,67%) pada penderita DM teregulasi, pada DM tidak teregulasi (75%)
dan pada non-DM didapatkan sebesar (81,82%), sedangkan serotipe B
(8,33%) pada penderita DM teregulasi, pada DM tidak teregulasi (25%)
dan pada non-DM didapatkan sebesar (18,18%) (Lampiran 1). Jadi
mayoritas serotipe C.albicans isolat Surabaya yang terdapat pada
penderita DM dan non-DM adalah serotipe A. Akan tetapi C.albicans
serotipe B pada DM tidak teregulasi prosentasenya lebih tinggi dibanding
pada DM teregulasi dan non-DM. Ini berarti pada DM tidak tereguiasi

C.albicans serotipe B dapat menjadi patogen.
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Gambar 5.4 (a) C.albicans Serotipe A (b) C.albicans Serotipe B

Prosen Populasi

Kontrol DM teregulasi DM tidak
teregulasi

Grafik 5.1 Prosentase Populasi dari C.albicans Serotipe A dan
Serotipe B

5.2.2 Genotyping C. albicans

Pemeriksaan genotipe C.albicans yang menginfeksi pada mukosa
rongga mulut penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan non-DM
dilakukan dengan metode RAPD ( Random Ampilified Polymorphic DNA ).
Pada metode ini digunakan primer NT : 5 CCCGTCAGCA 3' dengan

kondisi PCR-RAPD sebagai berikut : Hot start 94°C selama 5 menit,

Denaturasi 94°C selama 1 menit, Anealing 35°C selama 1 menit dan
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Extension 72°C selama 2 menit. Extra Extension 72°C selama 5 menit

dan banyaknya siklus adalah 45 siklus.
Langkah selanjutnya hasil RAPD dielektroforesis pada gel
agarosa 2 % yang memisahkan fragmen DNA C.albicans dengan kisaran

5148 — 200 bp yang tampak pada gambar 5.5; 5.6; dan 5.7

123 45 67 8 910 123 45 678910

Gambar 5.5 Hasil RAPD C.albicans pada DM teregulasi dan DM tidak
teregulasi dengan NT primer

Keterangan : a. Lane 2 sampai 9 DM teregulasi
b. Lane 2 sampai 4 DM teregulasi
Lane 5 s/d 9 (b) DM tidak teregulasi
Lane 1 marker DNA 100 bp
Lane 10 marker A Hind 11l + Eco R1

Gambar 5.6 Hasil RAPD C.albicans pada DM tidak teregulasi dan
Non - DM dengan NT primer
Keterangan : Lane 2 sampai 7 DM tidak teregulasi,
Lane 8 dan 9 non-DM
Lane 1 marker DNA 100 bp
Lane 10 marker A Hind Il + Eco R1
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

Gambar 5.7 Hasil RAPD C.albicans pada non — DM dengan NT primer
Keterangan: Lane 1 marker DNA 100 bp
Lane 10 marker A Hind i1l + Eco R1
Hasil RAPD C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga
muiut penderita DM tidak teregulasi hanya menunjukkan adanya 5 pola
variasi genetik yaitu :
Pola 1 : lajur §,6,7 (Gb.5.5) dan lajur 6,7 (Gb.5.6)
Pola 2 : lajur 8 (Gb.5.5) dan lajur 4,5 (Gb. 5.6}
Pola 3 : lajur 9 (Gb.5.5)
Pola 4 : lajur 2 (Gb.5.6)
Pola 5 - lajur 3 (Gb.5.6).
Untuk memperoleh data pada analisis Fenogram dilakukan
penghitungan sebagai berikut : Jumiah pasangan basa dari fragmen DNA
dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier dari kurva standar

marker DNA yaitu sebagai berikut (data lengkap pada lampiran 2 )

Y= -28655X+3913
Y = -4,0403 X + 4,2548

Nilai Y merupakan log pasangan basa yang dihasilkkan dari nilai Rf

(Retardaction factor) dari pita DNA marker. Persamaan regresi tersebut




85

menunjukkan bahwa Y adalah dependent vaniable dan X adalah

independent variable, maka perubahan X akan menyebabkan perubahan

Y atau perubahan nilai Rf 2,8655 dan 4,0403 akan menyebabkan

perubahan jumlah iog pasangan basa.

Tabel 5.1 Fragmen DNA Hasil RAPD pada 3 kelompok sampet

Jumlah
Kelompok | fragmen
Sampel

Tipe fragmen

Ukuran fragmen DNA
(bp)

OO~ HobhWBNN 2

2888
2225
1953
1505
1322
1160
952
793
659
548
457
380
316
182
151

CO~NDNEWN=

-
o

2888
2225
1853
1322
11680
952
793
859
457
380
318
105

3747
3288
2888
2535
2225
1953
1715
1505
1322
1160

952

793

549

126




Tabel 5.2 Karakter hasil RAPD pada kelompok sampel
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Kelp
Sam karakter
pel

11273 (4156|789 [0 1 12 |13 |14 15 16 (17 (18 |19 PO P21
3001111111111110110100
c1000111011111oo110100
A10‘000010111111111111

Keterangan: B :

Kelompok sampel DM Teregulasi yang positif C.albicans

C : Kelompok sampel DM Tidak Teregulasi yang positif C.albicans
A : Kelompok sampel non-DM yang positif C.albicans
Tabel 5. 3 Matrik Similaritas di antara keiompok sampel
Kelp. sampel DM Teregulasi | DM Tidak Teregulasi | non - DM
B C A
B - 0,762 0,476
C - - 0,428
A - - -

Kekerabatan atau keragaman

genetik C.albicans yang

mengkolonisasi pada penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan

Non-DM berdasarkan genotipe diukur melalui matrik kesamaan dari

fragmen DNA berdasar pada jarak genetik. Antara DM teregulasi dan DM

tidak teregulasi diperoleh jarak genetik sebesar 0,762 {lampiran 2). Antara

DM teregulasi dengan non-DM diperoleh jarak genetik sebesar 0,476.

Antara DM tidak teregulasi dengan non-DM diperoleh jarak genetik

sebesar 0,428 (lampiran 2).
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Fenogram :

1,0 B C A
0,9

0,8 0,762
0,7
0,6
0,5 0,452
0.4

0,3

0,2

0,1

Gambar 5.8 Fenogram berdasarkan Matriks Kesamaan dari
fragmen DNA C.albicans hasil RAPD

Hasil Fenogram menggambarkan bahwa C.albicans yang
mengkolonisasi mukosa rongga mulut non-DM  mempunyai
kecenderungan hubungan nilai kekerabatan yang lebih jauh (jarak genetik
0,452) dengan C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut
penderita DM teregulasi dan DM tidak teregulasi. Jarak genetik berkisar
antara 0 — 1, dimana 0 adalah berarti jarak genetik yang jauh dan 1 adalah
jarak genetik yang dekat. Sebaliknya, C.albicans yang mengkolonisasi
mukosa rongga mulut penderita DM teregulasi mempunyai
kecenderungan hubungan nilai kekerabatan yang lebih dekat (jarak
genetik 0,762) dengan C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga
mulut penderita DM tidak tereguiasi.

Selain analisis fenogram, variabilitas genetik C.albicans yang
ditemukan dapat pula dikelompokkan berdasarkan pola polimorfisme pita
DNA hasil RAPD. Dari gambar 5.5, 5.6 dan 5.7 terlihat bahwa C.albicans
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yang diisolasi dari non-DM menunjukkan pola polimorfisme yang sangat
bervariasi, begitu juga pada C.albicans dari DM teregulasi. Hal yang
berbeda terlihat pada hasil RAPD C.albicans dari penderita DM tidak
teregulasi yang menunjukkan adanya variabilitas genetik diantara isolat
C.albicans yang tidak tinggi dibanding dengan isolat C.albicans pada DM
teregulasi dan non-DM.

Hasil analisis statistk menunjukkan bahwa nilai rata-rata
polimorfisme (berdasar jumlah band) pada non-DM (4,911+2,02) lebih
tinggi dibanding dari nilai rata-rata polimorfisme pada DM teregulasi ( 3,55

+ 0,82) dan DM tidak teregulasi (4,27 £ 0,65) (lampiran 3).

9

8 (=2

5
N T
3 o

L] " n 1
DM TIDAK TEREGULASI DM TEREGULASI non - DM

JUMLBAND
Lt

KELOMPOK

Grafik 5.2 Distribusi Jumiah band hasil RAPD C.albicans pada beberapa
Tingkat Regulasi DM
5.3 Keberadaan gen SAP1 dan gen SAP3 (Secretory Asparty!
Proteinase)
Untuk mendeteksi keberadaan gen SAP1 dan gen SAP3

menggunakan metode PCR dengan tujuan mendapatkan amplifikasi dari



suatu segmen DNA tertentu yang dibatasi oleh 2 oligonukieotida sintetik
(primer).

Kedua gen SAP ini akan mensekresi enzim SAP1 dan SAP3 yang
berperan penting pada proses awal terjadinya infeksi oleh C.albicans,
sehingga keberadaan ke dua gen tersebut perlu untuk diketahui pada
C.albicans yang menginfeksi penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi
dan non DM. Hal ini karena SAP1 dan SAP3 ini berperan penting pada
proses periekatan dan kolonisasi C.albicans, selain itu SAP3 juga

berperan penting pada phenotypic switching.

SAP3

12345 E7 B RUDBNBUUB LB AR BUNK BR YW UNY
SAP1

1234567 BOMNNBULKDBIRAR B UBN DTN BNANID
EFB1

1234567 ESUNRBUBWTHIRNRBUBHRIANRRND

Gambar 5.9 Hasii PCR gen SAP1 dan SAP3 C.albicans

Keterangan : 1 s/d 11 : DM teregulasi
12 s/d 22 : DM tidak teregulasi
23 sid : Kelompok kontrol

Gen EFB1 adalah “House Keeping Gen * sebagai internal kontrol.
Hasil PCR gen SAP1 pada penderita DM teregulasi tampak pada semua
sampel, sedangkan gen SAP3 pada sampel no.10 dan 11 tidak tampak.
Pada DM tidak regulasi gen SAP1 maupun SAP3 tampak pada semua
sampel. Pada Non-DM gen SAP1 juga tampak pada semua sampel,
sedangkan gen SAP3 tidak tampak pada sampel no. 23,24,25,26,28 dan

30. Ini berarti pada DM tidak teregutasi C.albicans berhasil mengadakan
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kolonisasi, sedangkan pada DM teregulasi dan non-DM tidak semua

C.albicans mampu mengadakan kolonisasi.

200000
253
100000 o
0 o
a
% -100000 - - -
N= 11 1 1"
DM TIDAK TEREGULASI non - DM
DM TEREGULASI
KELOMPOK

Grafik 5.3 Distribusi Keberadaan gen SAP1 C.albicans pada beberapa
Tingkat Regulasi DM .

SAP3

N= 1 n "
DM TIDAK TEREGULASI non DM
DM TEREGULAS!

KELOMPOK

Grafik 5.4 Distribusi Keberadaan gen SAP3 C.albicans pada beberapa
Tingkat Regulasi DM .

Hasil analisis statistik terhadap gen SAP1 dan SAP3 C. albicans
pada penderita DM berdasarkan tingkat regulasi menunjukkan bahwa gen

SAP1 mempunyai hubngan nilai rata-rata keberadaan gen yang sama
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antara Non-DM (39104,12+4156,22), DM teregulasi (25259,7917429,71)
dan DM tidak teregulasi (26281,29 + 4312,39) (Grafik 5.3 dan lampiran
3). Seianjutnya hasil analisis data pada gen SAP3 C. albicans pada
penderita DM berdasarkan tingkat regulasi menunjukkan bahwa nilai rata-
rata keberadaan gen SAP3 pada Non-DM (11512,86 + 1348,26) lebih
rendah dibanding pada DM teregulasi (10319,53+9028,21) dan DM tidak
teregulasi (14793,86 + 8851,28) (Grafik 5.4 dan ampiran 3), sedangkan
pada DM yang teregulasi mempunyai nitai rata-rata keberadaan gen SAP3
lebih rendah daripada DM tidak teregulasi. Dengan demikian maka pada
penelitian ini ditemukan bahwa pada penderita DM tidak teregulasi
C.albicans yang mengkolonisasi pada mukosa rongga mulut memitiki gen

SAP3.

5.4 Pemeriksaan Sitokin pro-inflamatory

Pemeriksaan ini menggunakan metode Indirect ELISA
(ELISA Bendermed system Kit) yang bertujuan untuk mengetahui kondisi
immunocompromise penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan
Non-DM vyang terinfeksi oleh C.albicans melalui kadar sitokin
proinflamatori antara lain IL-1 B dan TNF- a. Pada IL-1 B dengan Uji
Anova Oneway pada a = 0.05 didapatkan p < 0.012 atau F = 5,091

(lampiran 4), kemudian dilanjutkan dengan Uji Tucky HSD
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Tabel 5. 4 Hasil Uji Beda IL-1 B setelah Anova (HSD)

DM DM tidak teregulasi Non-DM
teregulasi
DM teregulasi - P = 0.029 (signifikan} | P=0.993
(non-sig.)
DM tidak P=0.022
teregulasi (signifikan). |
Non-DM - |

Kadar IL1-8 (pg/ml)
BREBE8UE8rE8Y

DM tidak
teregulasi

kontrol DM tergulasi

Grafik 5.5 Hasil Pemeriksaan Kadar IL- 1 B {pg/ml) pada non-DM, DM
teregulasi dan DM tidak teregulasi

Pada TNF-a dengan Uji Anova Oneway pada a = 0.05 didapatkan p <
0.007 atau F = 5,847 (lampiran 4}, kemudian dilanjutkan dengan Uji Tucky
HSD

Tabel 5.5 Hasil Uji Beda TNF-a setelah Anova (HSD)

DM teregulasi | DM tidak teregulasi Non-DM

DM teregulasi - P = 0.017 (signifikan) | P=0.997
(nron-sig.)

DM tidak P=0.015

teregulasi {signifikan).

Non-DM -
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240
230 |
220 -
210 -
200 |
190 |
180

Kadar TNF-a (pg/ml)

Kontrol DM teregulasi DM tidak
teregulasi

Grafik 5.6 Hasil Pemeriksaan Kadar TNF-a (pg/ml) pada non-DM,
DM teregulasi dan DM tidak teregulasi.

Hasil analisis statistik menunjukkan adanya perbedaan kadar
sitokin yang signifikan (a = 0.05) antara kadar IL-1 B pada penderita DM
tidak teregulasi dengan kadar IL-1 B pada penderita DM teregulasi dan
non - DM yang terinfeksi oleh C.albicans. Sedangkan kadar IL-1 B pada
penderita DM teregulasi tidak berbeda bermakna dengan kadar IL-1 B
pada non DM (Tabel 5.4 dan grafik 5.5). Demikian juga tingginya kadar
TNF-a pada penderita DM tidak teregulasi menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan (a = 0.05) dengan kadar TNF-a pada penderita
DM teregulasi dan Non-DM. Sedangkan kadar TNF-a pada penderita DM
teregulasi tidak berbeda bermakna terhadap kadar TNF-a pada Non-DM
(Tabel 5.5 dan Grafik 5.6). Hal ini karena kondisi respons imun pada DM
tidak teregulasi dimana AGEs product sebagai hasil glikosilasi akan

menstimulasi peningkatan kadar IL-18 dan TNF-a.

-
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55 Hubungan antara Serotipe C.albicans dengan Polimorfisme
dan Keberadaan gen SAP1 maupun gen SAP3
Serotipe A mempunyai rata-rata polimorfisme (4.3611.39) lebih
tinggi dari pada nilai rata-rata polimofisme (3.60 + 1.34) pada serotipe B
(Grafik 5. 7).

Tabel 5.6. Hubungan Serotipe C.albicans dengan Polimorfisme dan
Keberadaan gen SAP1 dan SAP3

Polimorfisme | Keberadaan gen SAP1 Keberadaan gen SAP3
Serotipe A | 4.36+1.39 | 30247.10 £ 26721.8 10995.52 + 10147.59
Serotipe B | 3.60+1.34 | 30035.86 + 3237.79 19002.85 + 10978.88

BAND

< N @ - a o ~ L] [
M " A A A A A

n

JUML

N

A B

SEROTIPE

Grafik 5.7 Distribusi jumiah band pada Serotipe A dan B C.albicans

200000

100000 8

-—
3 - 100000

A B

SEROTWE

Grafik 5.8 Distribusi Keberadaan gen SAP1 pada Serotipe A dan B
C albicans
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Serotipe A dan B mempunyai nilai rata-rata keberadaan SAP1 yang sama
(30247.10 + 26721.82) untuk serotipe A dan (30035.86 + 3237.79) untuk

serotipe B (Grafik 5.8).

40000

30000 9

20000 «

100C0 o

O

% 10000

SEROTIPE

Grafik 5.9 Distribusi Keberadaan gen SAP3 pada Serotipe A dan B

C albicans
Pada serotipe A mempunyai nitai rata-rata SAP3 (10995.52 + 10147.59)
(lampiran 5), lebih rendah dari pada rata-rata SAP3 (19002.85 ¢

10978.88) pada serotipe B (Grafik 5.9).

5.5. Hubungan Serotipe C.albicans dengan Kadar IL-1B dan TNF-a
inang
Serotipe A mempunyai nilai rata-rata konsentrasi IL-1B (34.2446 t
4.5695) lebih tinggi dari pada nilai rata-rata konsentrasi IL-1B (32.1500 £

2.0562) pada serotipe B (Grafik 5.10 dan lampiran 5).
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SEROTYPE

Grafik 5.10 Distribusi Kadar iL-1B pada Serotipe A dan B C albicans

Serotipe A mempunyai nilai rata-ratakonsentrasi TNF-a (224,8561 +
18,5380) iebih tinggi dari pada nilai rata-rata konsentrasi TNF-a (218,1333

+ 15,6461) pada serotipe B (grafik 5.11).

280

260 o

240

220 4

2004

TNFACON

180

N= 19 5

A B

SEROTYPE
Grafik 5.11 Distribusi Kadar TNF-« pada Serotipe A dan B C albicans
Kadar ke dua sitokin proinflamatori yang tinggi pada serotipe A

menunjukkan bahwa serotipe A lebih cenderung mudah berikatan dengan

sel mukosa inang sehingga menstimulasi produksi IL-18 dan TNF-a dan
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kemudian akan mengaktifkan sel fagosit untuk membuat sel target

menjadi lisis.

Tabel 5.7 Hubungan Serotipe C.albicans dengan Polimorfisme,

Keberadaan gen SAP1 dan gen SAP3 serta Kadar IL-1B

dan TNF-o.
Serotipe | Keberadaan | Keberadaan | Polimorfisme | Kadar IL-18 | Kadar
gen SAP1 | gen SAP3 TNF-a
A 30247.10 +| 1099552 +| 436+1.39 |342446+ |224.856
26721.82 10147.59 4.5695 1+
18.5350
B 30035.86 +|19002.85 +| 3601134 |32.1500+ |218.133
3237.79 10978.88 2.0562 33z
15.641

Pada tabel ini merupakan rangkuman mengenai hubungan antara

serotipe C.albicans dengan keberadaan Gen SAP1 dan SAP3, dengan

Polimorfisme dan dengan kondisi respons imun inang.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini bersifat observational crossectional study dengan tujuan
untuk memahami etiopatogenesis infeksi C.albicans pada penderita DM agar
diagnosis infeksi C.afbicans dapat ditegakkan dengan iebih akurat, hal ini sesuai
dengan body of knowledge di bidang Kedokteran Gigi yang berorientasi ke
depan kearah diagnostic prpventive dengan pengobatan predictive medicine.

Penelitian ini di dasarkan dengan pendekatan teknologi biologi molekuler
dan imunologi untuk pemeriksaan variabilitas genetik C.albicans, serotipe dan
keberadaan gen SAP1 dan SAP3 yang berhubungan dengan virulensi C.albicans
serta kadar sitokin proinflamatori yang berhubungan dengan respons imun inang.
Hasil penelitian ini juga diharapkan dapat memperbaiki tatalaksana perawatan
Oral Candidosis pada penderita DM maupun non-DM.

6.1 I|dentifikasi C.albicans isolat Surabaya

Identifikasi C.albicans dilakukan setelah terlebih dahulu dilakukan
pemeriksaan sitologi. Spesimen untuk pemeriksaan sitologi berasal dari smear
pada lidah dan mukosa pipi kemudian dilakukan pengecatan dengan
Papanicolaou, pemeriksaan ini bertujuan untuk memastikan adanya infeksi
C.albicans di epitel mukosa rongga mulut penderita DM dan non-DM. Pada (Gb.
5.1), pemeriksaan ini menunjukkan keberadaan C.albicans baik dalam bentuk
spora maupun hyphae serta adanya sel radang Keadaan ini menunjukkan ada
infeksi C.albicans pada mukosa rongga muiut penderita DM dan non-DM.

C.albicans merupakan jamur yang tumbuh komensal di rongga muiut, bersifat
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patogen oportunistik dan berperan penting pada kejadian infeksi di mukosa
rongga mulut penderita dengan kondisi immunocompromise dimana salah satu
diantaranya adalah penderita DM.

Infeksi C.albicans yang terjadi tidak selalu disertai manifestasi klinis,
maka dari itu perlu dilakukan pemeriksaan sitologi untuk melihat apakah ada
infeksi atau hanya keberadaan C. albicans yang tumbuh komensal. Selanjutnya
pengamatan difokuskan untuk mengamati atau menilai keberadaan C.albicans
melalui media kultur. Untuk tujuan tersebut, maka penelitian ini dirancang dalam
3 kelompok, yaitu kelompok kontrol non-DM dengan kadar A1C < 6,5% yang
positif infeksi C.albicans (A), kelompok DM tereguiasi dengan kadar A1C antara
6,5 % - 8% yang positif infeksi C.albicans (B) dan kelompok DM tidak teregulasi
dengan kadar A1C > 8% yang positif infeksi C.albicans (C).

Pengambitan sampel C.albicans yang berasal dari penderita DM dan non-
DM yaitu sejumlah 87 orang penderita DM dan 46 orang non-DM selama periode
waktu Oktober 2003 — Januari 2004 di Poli Endokrinologi RSUD Dr. Soetomo
Surabaya dan Klinik FKG Unair. Sasaran penelitian ini adalah penyakit DM tipe
2, karena merupakan kelompok yang paling banyak (95%) dalam populasi
penyakit DM dan identifikasi C.albicans isolat Surabaya bertujuan untuk
memperoleh data biokimiawi yang merupakan karakter C.albicans. Dalam
identifikasi ini digunakan metode pengecatan gram dan uji fermentasi gula untuk
membedakan berbagai spesies candida yang mengkolonisasi pada mukosa

rongga mulut.
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Hasil identifikasi C.albicans dengan pengecatan gram dan uji
fermentasi gula diperoleh 12 penderita DM teregulasi dan 13 DM tidak teregulasi
yang positif C.albicans, sementara itu dari 46 sampel non-DM yang datang ke
Klinik FKG Unair diperoleh 12 orang yang positif C.albicans. Sisanya positif
spesies candida yang lain dalam jumiah yang menyebar antara lain C.galbrata,
C.stelatoidea, C.krusei, C.parapsilosis dan C.tropicalis. Namun berdasar pada
hasil penghitungan bahwa besar sampel yang absah dalam penelitian ini adalah
11, maka sampe! yang digunakan dalam masing-masing kelompok tersebut
adalah 11 orang.

Berdasar dari analisis biokimiawi terhadap C.albicans menunjukkan
adanya spesifikasi C.albicans pada pemeriksaan dengan pengecatan gram dan
reaksi fermentasi gula. Hasil data pengecatan gram menunjukkan bahwa isolat
candida yang didapat memang benar C.albicans, demikian pula pada hasii uji
fermentasi gula menunjukkan hasil positif dengan adanya perubahan warna
pada glukosa, maltosa dan sukrosa sedangkan laktose memberikan hasil yang
negatif (Gb. 5.2 dan 5.3). Menurut Samaranayake (1990) C.stelatoidea adalah
varian C.albicans karena pada reaksi fermentasi gula diperoleh reaksi negatif
terhadap sukrosa dengan kata lain tidak mampu mengasimilasi sukrosa.

Jumlah C.albicans yang ditemukan dalam pemeriksaan skrening sampel
ini menunjukkan bahwa C.albicans ditemukan dalam konsentrasi yang tinggi
dibanding spesies candida yang lain pada penderita DM. Hal ini sesuai dengan
penemuan beberapa peneliti terdahulu antara lain Leblond et al, 2000

Yokoyama ef al, 2000; Newman ef al, 2001 dan Regina, 2001 yang mengatakan




101

bahwa C.albicans merupakan jamur yang dominan pada penderita dengan
keadaan imunokompromistik seperti hainya pada penderita DM.

Penyakit Diabetes Meilitus (DM) ditandai dengan hiperglikemia kronik
sebagai akibat dari penurunan sekresi insulin dan atau penurunan sensitifitas sel
target terhadap kerja insulin (Robbins et al, 1999 Tjokroprawiro,2000;
Tjokroprawiro,2003). Hiperglikemia merupakan penyebab kejadian awal dar
disfungsi endotel, yang kemudian berkembang menjadi penyebab adanya
komplikasi menahun dari DM karena terbentuknya AGE (Advanced Glycocylated
End Products) (Tjokroprawiro, 2000; Donosepoetro, 2004). AGE product
merupakan suatu pendekatan baru dalam biokimiawi dan biologi molekuler untuk
mengungkap patofisiologi berbagai penyakit kronis akibat komplikasi DM.
Meskipun pada tahap awal proses glikosilasi menghasiltkan Schiff base atau
Amadory product masih bersifat reversible yang merupakan exellent glycemic
control, namun demikian terdapat kecenderungan yang irreversible karena
terbentuknya AGEs sebagai komplek molekuler (Tjokroprawiro,2003) yang
memberikan efek patogenik melalui interaksi dengan reseptor seluler yang
spesifik (Lalla et al,1998; Donosepoetro, 2004).

Akumulasi AGE dalam jaringan akan meningkat dengan meningkatnya
usia, karena kadar glukosa darah pada usia lanjut akan meningkatkan AGE
(Nawroth et al, 1999). Peningkatan AGE ini akan merangsang perubahan pada
struktur jaringan yang bersifat imeversible dan mengakibatkan komponen matriks
ekstra seluler terganggu, yang juga akan merangsang produksi sitokin dan

radikal bebas (Brownlee, 1995).
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Berbagai pustaka melaporkan bahwa faktor yang berpengaruh terhadap
kejadian infeksi C.albicans di rongga mulut adalah kadar glukosa darah yang
tinggi dan tidak terkontrol. Pada DM ditemukan carrier candida yang tinggi, dan
jumiah koloni berhubungan dengan tingkat kadar glukosa darah. Menurut
Samaranayake, (1990) menyatakan bahwa pada penderita DM tidak teregulasi
merupakan predisposisi infeksi superfisial dan sistemik termasuk infeksi
C.albicans.

Infeksi C.albicans tidak selalu disertai gejala klinis termasuk munculnya
bentuk hyphae (Harlina, 2000). Mengacu pada pendapat tersebut, maka pada
penelitian ini difokuskan pada sampel yang mengandung kultur positif dari
scrubing mukosa rongga mulut. Berdasarkan hasil kultur tersebut sudah dapat
menggambarkan adanya infeksi C.albicans. Pertimbangan lain adalah karena
jumlah kasus infeksi yang manifes kurang, maka yang diamati dengan ada atau
tidaknya pertumbuhan C.albicans pada media pertumbuhan (Gb. 5.2 B dan 5.3).
Hal ini didukung oleh Willis (1999), yang menyatakan bahwa 40 % penderita DM
carrier C.albicans tidak menampakkan gejala klinis. Gejala eritema yang nampak
tidak selalu manifes. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Phan (2000) yang
menemukan bahwa C.albicans dalam bentuk baik yeast atau blastophore
maupun hyphae keduanya dapat berinteraksi dengan sel inang. Interaksi
tersebut melalui perlekatan pada epitel mukosa dan proses ini sebenarnya
tergantung pada komposisi protein dinding sel C.albicans yang berfungsi sebagai

molekut adesin, meskipun demikian pada penelitian ini tetap dilakukan

pemeriksaan sitologi untuk melihat ada tidaknya infeksi, dan ternyata hasil
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sitologi menunjukkan adanya infeksi C.albicans yang ditandai dengan bentukan
spora maupun hyphae diantara sel epitel skuamosa rongga mulut serta
ditemukan adanya berbagai sel radang.

Sampai saat ini kejadian infeksi karena C.albicans pada mukosa
rongga mulut penderita DM masih merupakan masalah yang belum dapat diatasi
secara tuntas di bidang kedokteran gigi (Appleton et a/, 2000). Hal ini karena
etiopatogenesis yang mendasari terjadinya proses infeksi tersebut sangat
kompleks meliputi gangguan pada sistem imunitas dan interaksi molekuler yang
sampai saat ini masih belum tuntas penjelasannya. Menurut Elahi ef al, (2001)
bahwa infeksi C.albicans pada epitel mukosa rongga mulut penderita DM adalah
rekuren dan persisten, dan menurut data ada sekitar 80% pada penderita DM di
jumpai adanya oral candidosis. Keadaan ini merupakan problem klinis yang
hingga saat ini masih belum dapat diatasi dengan baik di bidang kesehatan.

Meskipun spesies candida ini merupakan flora normal, namun di antara
spesies tersebut ada yang bersifat patogen oportunistik yaitu C.albicans. Infeksi
oleh jamur C.albicans ini merupakan salah satu komplikasi dari penyakit DM
yang paling tinggi angka kejadiannya di rongga mulut (Martinez ef al, 1998),
sehingga keberadaan jamur ini harus diwaspadai, terutama pada penderita
immunocompromise, hal ini juga sesuai dengan pendapat Mercure et al, 1999;
Elie ef al, 1998; dan Munoz et al, 2003, dimana kondisi immunocompromise

tersebut dapat ditemukan pada penderita DM, penderita kanker dan penderita

HIV.
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Pada kondisi immunocompromise tersebut C.albicans akan mudah
mengadakan perlekatan dengan mukosa rongga mulut, kemudian mengadakan
kolonisasi dan terjadilah infeksi. Pada proses selanjutnya dapat terjadi invasi ke
jaringan yang lebih dalam melalui perlekatan dengan endotel vaskuler. Pada
kondisi sistemik inilah diperoleh data menurut (Jouault &t al, 1997 Koelsch et al,
2000) bahwa 40 - 60 % infeksi C.albicans dapat menimbuikan kematian, dimana
tingginya angka kematian yang dilaporkan ini akibat infeksi sistemik dari strain
C.albicans yang resisten terhadap obat.

Dari data penelitian ini dapat diperoieh gambaran bahwa pada mukosa
rongga mulut sebenarnya terdapat berbagai spesies candida dengan berbagai
strain yang berbeda, meskipun demikian spesies yang paling dominan adalah

C.albicans.

6.2 Pemeriksaan Serotipe C.albicans isolat Surabaya.

Pemeriksaan ini bertujuan untuk memperoleh data serotipe C.albicans
yang menginfeksi pada mukosa rongga mulut penderita DM teregulasi, DM tidak
teregulasi dan non-DM, yang akan memberikan gambaran pengelompokkan
jenis strain C.albicans secara serologi.

Pada (Gb.5.4a dan 5.4b), pemeriksaan serotipe C.albicans didasarkan
pada reaksi ikatan antigen-antibodi. Strain C.albicans pada metode ini
dikelompokkan dalam dua serotipe yaitu C.albicans serotipe A dan serotipe B.

C.albicans serotipe A mempunyai determinan antigen pada permukaan sel yang

tidak dimiliki oleh serotipe B. Adanya deteminan antigen tersebut yang
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menyebabkan adanya perbedaan terjadinya reaksi aglutinasi pada serotipe A,
sedangkan pada serotipe B tidak terjadi reaksi aglutinasi.

Pada penelitian ini C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga
mulut pada non-DM ditemukan sebesar 81.82 % adaiah serotipe A dan 18.18 %
serotipe B, dan C.albicans pada penderita DM teregulasi ditemukan sebesar
91.67 % adalah serotipe A dan 8.33 % serotipe B, sedangkan C.albicans pada
DM tidak teregulasi 75 % adalah serotipe A dan 25 % serotipe B (Grafik 5.1).
Dari data tersebut di atas nampak bahwa C.albicans serotipe B lebih tinggi
jumlahnya dalam distribusinya terhadap infeksi C.albicans pada DM tidak
teregulasi dibanding pada DM tergulasi dan non-DM, akan tetapi secara
keseluruhan sampel C.albicans serotipe A merupakan kelompok yang paling
banyak.

Menurut berbagai pustaka yang ada mengatakan bahwa serotipe A lebih
virulen dibanding serotipe B (Hansenciever et al, 1961; Samaranayake ef
al,1990; Beausejour ef al,1998), dengan demikian berdasar hasil data yang ada
maka C.albicans isolat Surabaya yang ditemukan dalam penelitian ini maydritas
adalah jenis C.albicans yang sebenamya lebih virulen sehingga mempunyai
kecenderungan untuk berubah menjadi patogen.

Kemungkinan lain pada penelitian ini, dengan ditemukannya C.albicans
serotipe B pada DM tidak teregulasi lebih tinggi jumlahnya dibanding pada DM
teregulasi dan non-DM, hal ini menunjukkan bahwa pada DM yang tidak

teregulasi C.albicans serotipe B mempunyai kontribusi yang besar untuk menjadi

patogen. Berdasar hal tersebut di atas maka ke dua serotipe mempunyai
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kontribusi yang sama untuk menjadi patogen. Dapat disimpulkan bahwa pada
DM tidak teregulasi perbedaan virulensi C.albicans tidak berpengaruh karena
baik serotipe A dan B mampu menjadi patogen. Hal ini sesuai dengan pendapat
Jouault et al, (1997) dan Repentigny ef al, (2000) bahwa patogenitas selain
dipengaruhi oleh serotipe juga oleh komponen protein adesi pada dinding sel
C.albicans dan keadaan respons imun inang. Keadaan ini dapat dipahami
mengapa pada DM tidak teregulasi serotipe B mampu menjadi patogen, sebab
pada kondisi ini glikosilasi yang tinggi mengakibatkan menurunnya respons imun
pada penderita DM.

C.albicans adalah organisme komensal dalam rongga mulut, merupakan
jamur dimorfik yaitu patogen oportunistik dan merupakan flora normal di rongga
mulut. Di dalam rongga mulut terdapat berbagai strain C.albicans dengan
karakteristik fenotip tertentu yang menentukan sifatnya sebagai komensal atau
patogen. Menurut beberapa literature, serotipe A iebih viruien dari pada serotipe
B, sehingga adanya perubahan lingkungan di rongga mulut dapat memudahkan
terjadinya perubahan dari status yang komensal menjadi patogen. Hai ini bisa
dimengerti karena virulensi berhubungan dengan kemampuan C.albicans dalam
perlekatannya dengan reseptor permukaan sel inang dan juga kemampuan
melekat dengan baik pada epitel mukosa maupun dalam mengadakan
kolonisasi.

Berdasarkan uraian tentang serotipe ini, maka disimpulkan bahwa serotipe

C.albicans pada DM tidak teregulasi mempunyai pola konsentrasi kontribusi
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yang berbeda dengan serotipe C.albicans pada DM teregulasi dan non-DM

dalam menyebabkan infeksi.

6.3 Pemeriksaan Genotipe C.albicans isolat Surabaya.

Pemeriksaan ini bertujuan untuk menemukan adanya kekerabatan
genetik C.albicans isolat Surabaya yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut
penderita DM dan non-DM. Kekerabatan genetik ini diukur melalui matriks
kesamaan dari fragmen DNA (Tabe! 5.3) dan dapat dilihat melalui analisis
fenogram yang dihasilkan (Gb. 5.8).

Pemeriksaan genotipe C.albicans isolat Surabaya yang mengkolonisasi
mukosa rongga mulut penderita DM dan non-DM bertujuan untuk mendeteksi
polimorfisme pada tingkat DNA. Polimorfisme adalah perbedaan bentuk dari
struktur dasar untuk mencari variabilitas C.albicans secara epidemiologi
molekuler. Penanda DNA yang telah banyak digunakan dalam mempelajari
keragaman genetik pada C.albicans adalah RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) (Waltimo ef al, 2001, Munoz et al, 2003)

Teknik analisa RAPD mempunyai beberapa kelebihan antara lain iebih
cepat dalam pelaksanaannya, hanya butuh sampel DNA sedikit (0,5-50 nm), dan
tidak membutuhkan radioisotop. Pada RAPD juga tidak membutuhkan informasi
sekuen DNA lebih dulu, prosedumnya lebih sederhana dan jumiah sampel yang
banyak dapat diproses dengan cepat (Faqih, 2004). C.albicans yang
mengkolonisasi mukosa rongga mulut mempunyai keragaman genetik yang

berbeda pada setiap strain. Penampakan dari suatu karakter (fenotipe)
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C.albicans ditentukan oleh faktor genetik dan faktor lingkungan (Straub et al,
2001). Keadaan ini yang mengakibatkan adanya perbedaan genotipe di antara
berbagai strain C.albicans yang ada di dunia.

Pengetahuan tentang data-data genetik seperti adanya variasi genetik
pada C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga muiut penderita DM periu
diketahui untuk tujuan menentukan virulensi, baik secara kualitas maupun
kuantitas. Pengetahuan variasi genetik dapat digunakan sebagai pijakan dalam
upaya perbaikan penatalaksanaan untuk menangani berbagai kasus infeksi yang
disebabkan oleh C.albicans pada penderita DM.

Hasil analisis Fenogram (Gb. 5.8) menggambarkan bahwa C.albicans
yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut non-DM mempunyai kecenderungan
hubungan nilai kekerabatan yang lebih jauh (jarak genetik 0,452) dengan
C.albicans yang mengkolonisasi mukosa rongga mulut penderita DM teregulasi
dan DM tidak teregulasi. Sebaliknya, C.albicans yang mengkolonisasi mukosa
rongga mulut penderita DM teregulasi mempunyai kecenderungan hubungan
nilai kekerabatan yang lebih dekat (jarak genetik 0,762) dengan C.albicans yang
mengkolonisasi mukosa rongga mulut penderita DM tidak teregulasi. Sementara
itu hasil anafisis statistik (Grafik 5.2) menunjukkan bahwa rata-rata potimorfisme
pada non-DM (4,9112,02) lebih tinggi dibanding dari nitai rata-rata polimorfisme
pada DM teregulasi ( 3,55 £ 0,82) dan DM tidak teregulasi (4,27 + 0,65). Ke
dua hasil ini menunjukkan bahwa variabilitas genetik inilah yang menyebabkan

adanya keragaman dari karakteristik sifat pada tiap kelompok sampel yang bisa

ditampilkan sebagai fenotipe. Dengan demikian maka karakter C.albicans yang
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mengkolonisasi penderita DM teregulasi dan DM tidak teregulasi mempunyai
kecenderungan genotipe yang sama.

Secara genetik di antara C.albicans yang mengkolonisasi mukosa
rongga mulut pada penderita DM tidak teregulasi tidak menunjukkan adanya
variasi yang besar hanya ditemukan 5 pola (Gb. 5.5 dan 5.6). Hal ini
kemungkinan disebabkan karena adanya pengaruh dari kondisi lingkungan
rongga mulut yang lebih memfasilitasi strain tertentu dari C.albicans. Beberapa
faktor yang mungkin berpengaruh antara lain : kualitas dan kuantitas saliva, pola
makan dan status gizi serta respons imun inang. Meskipun demikian hal ini

masih periu analisis lebih lanjut.

6.4 Pemeriksaan Gen SAP1 dan SAP3 (Secretory Aspartyl Proteinase).

Untuk mendeteksi keberadaan gen SAP1 dan gen SAP3 digunakan
metode PCR (Polymerase Chain Reaction ) yang bertujuan untuk mendapatkan
amplifikasi dari suatu segmen DNA tertentu yang dibatasi oleh 2 oligonukleotida
sintetik yang disebut primer. Teknik ini timbul karena adanya kemampuan untuk
memurnikan DNA polimerase dan mensintesis oligonukieotida DNA secara
kimia, sehingga memberi peluang untuk melakukan kloning pada suatu urutan
spesifik DNA .

Enzim Secretory Aspartyl Proteinases khususnya SAP1 dan SAP3
adalah suatu enzim hidrolitik yang bersifat protease dan dikode oleh gen SAP1
dan gen SAP3. Ke dua SAP ini yang paling dominan di sekresikan pada proses

awal terjadinya infeksi C.albicans, sehingga periu untuk diketahui keberadaan
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teregulasi dan non-DM. Keberadaan gen SAP3 pada hasit PCR dalam penelitian
ini menunjukkan bahwa setelah C.albicans mampu melekat pada sel epitel
mukosa rongga mulut juga mampu mengadakan kolonisasi.

Pendapat bahwa enzim SAP merupakan indikator patogenik C.albicans
yang telah dibuktikan dalam berbagai hasil penelitian terdahulu pada hewan
coba, hal ini didasarkan pada : Pertama, adanya mutasi pada gen SAP
menyebabkan hambatan dalam penyebaran candidiasis ditunjukkan dengan
menurunnya virulensi C.albicans. Kedua, pada biopsi jaringan dari tikus yang
terinfeksi C.albicans telah dibuktikan bahwa SAP diproduksi secara in vivo
berdasarkan pemeriksaan pengecatan dengan Indirect Fluorescent-antibody. Wu
et al, (2000) mengemukakan dalam penelitiannya bahwa SAP merupakan target
untuk penelitian kedepan dalam hubungannya dengan perkembangan resistensi
obat dan faktor virulensi C.albicans.

Pada gambar hasil PCR gen SAP3 (Gb.5.9) memperlihatkan bahwa tidak
semua sampe! pada non-DM dan DM teregulasi menampilkan SAP3. Hal ini
menunjukkan bahwa meskipun C.albicans mampu mengadakan perickatan
dengan sel epitel mukosa rongga mulut, akan tetapi tidak semuanya mampu
mengadakan kolonisasi. Berdasarkan hasil pemeriksaan diperoleh bahwa tingkat
keberadaan gen SAP3 pada DM tidak teregulasi lebih tinggi dibanding pada DM
teregulasi dan non-DM, yaitu keberadaan yang menunjukkan adanya perbedaan
dalam hal perlekatan pada sel epitel dan kemampuan kolonisasi. Pada DM tidak

teregulasi dimana semua C.albicans yang telah mampu mengadakan perlekatan

pada sel epitel mukosa rongga mulut juga mampu mengadakan kolonisasi.
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Keberhasilan C.albicans mengadakan perlekatan dan kolonisasi di mukosa
rongga mulut merupakan awal terjadinya infeksi, ini adalah tahap kritis dari
kejadian infeksi oleh C.albicans di mukosa rongga mulut.

Pada beberapa sampel C.albicans yang mengkolonisasi epitel mukosa
pada non-DM dan DM tereguliasi menampilkan SAP3 seperti yang tampak pada
hasil PCR (Gb. 5.9), hal ini disebabkan karena 2 faktor kemungkinan yaitu
tingginya kadar glukosa saliva rongga mulut dan carrier candida pada non-DM
dan penderita DM teregulasi. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian menurut
Hema (2003) yang menemukan bahwa terdapat hubungan yang kuat antara
kadar glukosa saliva dengan keberadaan C.albicans pada DM teregulasi dan
non-DM. Berdasar pada keadaan tersebut maka penderita DM periu diwaspadai
adanya berbagai faktor yang dapat memicu terjadinya komplikasi DM terutama
faktor lokal di rongga mulut selain faktor inang sendiri, karena candida yang
mengkolonisasi mukosa mulut adalah candida yang patogen. Walaupun tanpa
riwayat DM maka pada non-DM tersebut mempunyai peluang untuk terjadi Ora/
candidosis apabila faktor lingkungan sangat mendukung.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa tidak semua C.albicans isolat
Surabaya semuanya pasti mempunyai gen SAP3, tetapi gen SAP1 dipunyai
pada semua sampel C.albicans. Hal ini sesuai dengan penemuan Hoegl et a/,
1996, bahwa SAP1 dan SAP3, sampai dengan SAP7 hanya dihasilkan oleh
strain C albicans tertentu, sedangkan SAP2 di hasilkan oleh semua strain C

albicans.




113

Pada kasus DM tidak teregulasi lasimnya ditemukan adanya keparahan
kerusakan jaringan, dan ditemukan adanya keberadaan gen SAP3. Pada
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa tidak setiap C.albicans mempunyai gen
SAP1 sampai SAPS.

Gen SAP yang teraktifasi akan mensekresikan enzim SAP yang bersifat
proteolisis dan mampu mendegradasi berbagai komponen pertahanan alami di
mukosa rongga mulut seperti Jaktoferin, mucin dan laktoperoksidase (Hoegl ef a/,
1996). Demikian pula mepunyai kemampuan untuk mendegradasi albumin,
hemoglobin, kolagen, dan sigA (Naglik et al, 1999). Berbagai kepustakaan
melaporkan bahwa enzim ini berperan utama dalam proses awal terjadinya
infeksi C.afbicans yaitu pada proses perlekatan dan kolonisasi di mukosa rongga
muiut. Proses kolonisasi C.albicans ini didukung oleh banyak faktor antara lain
keadaan imunodefisiensi pada inang sendiri, peran dari glycomannoprotein
(yang merupakan bahan adesin) dan adanya enzim Secrefory Aspartyl
Proteinase (Schaller et al, 1998; Schaller et al, 2001).

Di antara banyak SAP, yaitu SAP1 sampai dengan SAP9 temyata hanya
SAP1 dan SAP3 yang paling dominan berperan pada proses awal infeksi
tersebut, sedangkan SAP2, SAP4 dan SAP6 berperan pada proses terjadinya
kerusakan jaringan mukosa dan infeksi C. albicans sistemik (Schaller et al,
2001). SAP 5, SAP8 dan SAP9 sampai saat ini belum diketahui secara pasti
perannya dalam infeksi C.albicans (Hoegi et al, 1996).

Pada tahap awal terjadinya ikatan antara C.albicans dengan epitel

mukosa tersebut, gen SAP akan teraktivasi dan akan mensekresi enzim SAP1
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dan SAP3 yang bersifat protease (Naglik et al, 1999, Staib ef af, 2000). Produk
gen SAP1 dan SAP3 ini meskipun suatu protease, belum mengakibatkan
rusaknya jaringan karena di duga fungsinya hanya mempengaruhi atau melisis
protein yang di sintesis pada proses periekatan tersebut sehingga C.albicans
mampu melakukan kolonisasi.

Pada proses lanjut setelah kolonisasi, maka akan disekresi enzim SAP
perikutnya yaitu SAP2, SAP4 dan SAP6 yang juga bersifat protease dan
berfungsi mendegradasi komponen Extra Cellular Matrix Protein antara lain:
taminin, fibronektin, integrin dan kolagen serotipe IV (Staib et al, 2000; Pichova
et al, 2001). Pada tahap selanjutnya, karena ditunjang dengan berkurangnya
ketahanan jaringan akibat keadaan imunodefisiensi pada inang, maka C.albicans
akan berkembang dengan mudah menembus basal membran dan invasi ke
dalam jaringan yang lebih dalam melalui ikatannya dengan endotel vaskuler

(Phan et al, 2000) sehingga terjadi peningkatan proses inflamasi secara sistemik.

6.5 Pemeriksaan Sitokin pro-inflamatory

Pemeriksaan ini menggunakan metode Indirect ELISA (ELISA Bendermed
system Kit) yang bertujuan untuk mengetahui kondisi immunocompromise
penderita DM teregulasi, DM tidak teregulasi dan non-DM yang terinfeksi oleh
C.albicans. Seperti telah diketahui adanya infeksi C.albicans menyebabkan
stimulasi sitokin proinflamatori dan keberadaan sitokin proinflamatori diwakili oleh
IL-1B dan TNF-a. Sitokin IL-1B adalah suatu regulator yang disekresi oleh

makrofag untuk meregulasi dan mengakftifasi sel T helper dalam proses
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sensitisasi imunogen. TNF-a berperan pada proses kematian sel yang
disebabkan oleh proses apoptosis maupun proses nekrosis. Seperti diketahui
pada DM tidak teregulasi terjadi peningkatan aktifitas makrofag akibat banyaknya
kematian sel yang harus dieliminasi melalui proses fagositosis.

Pada DM tidak teregulasi hiperglikemia dapat mengakibatkan berbagai
gangguan pada fungsi neutrofil dan makrofag. Gangguan fungsi tersebut meliputi
4 proses yaitu : proses chemotaxis, Granulocyte adherence, phagocytosis dan
intracellular killing. Kelainan pada ke 4 proses tersebut di atas karena adanya
radikal bebas O Cl ~yang berasal dari proses akibat penurunan NADPH karena
adanya aktifasi Poliol Pathway, akibatnya terjadi Respiratory Burst Dysfunction.
Respiratory Burst Dysfunction ini berkaitan dengan menurunnya fungsi
intracellular killing, sehingga imunogen tidak dapat dieliminasi melalui proses
fagositosis.

Padapenelitian ini pemeriksaan sitokin proinflamatoni yaitu TNF-adan IL-
1B tidak diperiksa secara lokal tetapi secara sistemik melalui plasma darah, hal
ini dengan pertimbangan karena menurut penelitian Harlina (2000) menyatakan
bahwa tidak ada perbedaan yang bermakna pada perubahan respons imun
mukosa mulut akibat infeksi C.albicans antara penderita DM teregulasi, DM tidak
teregulasi dan non-DM.

Hasil analisis statistik menunjukkan ada perbedaan yang signifikan pada
a = 0.05 antara kadar sitokin IL-1B pada penderita DM tidak teregulasi, dibanding
dengan kadar IL-1B pada penderita DM teregulasi dan non- DM yang terinfeksi

oleh C.albicans (Tabel 5.4 dan grafik 5.5). Kadar TNF-a pada penderita DM tidak
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teregulasi menunjukkan ada perbedaan yang signifikan dengan kadar TNF-a
pada penderita DM teregulasi dan non-DM (tabel 5.5 dan grafik 5.6). Sebaliknya
kadar IL-18 dan TNF-a pada DM teregulasi tidak berbeda bermakna dibanding
dengan kadar ke dua sitokin pada non- DM (Tabel 5.4 dan 5.5, Grafik 5..5 dan
5.6). Hal ini menggambarkan bahwa pada DM teregulasi kondisi respons imun
secara umum masih baik mendekati normai, karena pada DM teregulasi
kemampuan komponen imun masih mampu melakukan regulasi respons imun
terhadap infeksi C.albicans. Hal ini dapat dilihat pada kadar ke 2 sitokin
proinflamatori yang diperiksa dengan metode Indirect ELISA tidak berbeda
bermakna dengan kadar sitokin pada non-DM, tetapi pada DM tidak teregulasi
terjadi suatu peningkatan jumiah komponen imun yang diperukan untuk
mengeliminasi se! target dalam proses infeksi.

Keadaan immunocompromise yang lasim terjadi pada DM tidak teregulasi
mengakibatkan terjadi penurunan kemampuan komponen imun terhadap
pengenalan antigen, yang berarti terjadi kecacatan sistem imun yang berakibat
imunodefisiensi. Hal ini nampak pada kemampuan komponen sistem imun yang
menurun sehingga terjadi gangguan pada fungsi pengenalan terhadap antigen.
Hal itu dapat ditunjukkan melalui penurunan jumiah dan aktivitas sel T baik
secara kuantitas maupun kualitas (Elahi et al, 2000; Herring et a/, 2002).

Pada penyakit DM, terjadinya hiperglikemia akan mengakibatkan terjadi
proses glikosilasi non enzimatik, yang dapat merubah struktur dan fungsi protein
termasuk imunoglobulin yang memberi kontribusi terhadap berbagai komplikasi

DM termasuk infeksi. Menurut Tjokroprawiro (2003) hasil proses glikosilasi yang
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tinggi akan mengakibatkan ikatan kovalen secara spontan yaitu Advance
Glycocylated End Product (AGE) sebagai reaksi biokimia abnormal yang terjadi
pada DM. Terbentuknya AGE akan menstimulasi peningkatan TNF-a dan IL-1B
yang disekresi oleh makrofag, hat ini sesuai dengan hasil penelitian ini yaitu
diperoleh bahwa kadar ke dua sitokin proinflamatori (TNF-a dan IL-1B) pada DM
tidak teregulasi lebih tinggi secara signifikan {pada a = 0.05 dan p < 0.007 untuk
TNF-a dan IL-1B diperoleh p<0,012) dibanding dengan kadar sitokin pada DM
tereguiasi dan non-DM. Akan tetapi selain disebabkan oleh AGE, menurut
Tjokroprawiro (2003) kadar ke dua sitokin proinflamatori yang tinggi tersebut
pada DM tidak tereguiasi dapat terjadi karena adanya defek sistem imun yang
dapat meningkatkan kepekaan terhadap infeksi.

Pada penyakit dengan gangguan metabolisme yaitu DM berhubungan
dengan adanya gangguan (abnormalitas) kemotaksis, aderensi (periekatan),
fagositosis dan intracellular killing oleh radikal bebas OCL™ sehingga terjadi
Respiratory Burst dysfunction (Tjokroprawiro, 2003). Gangguan kondisi cacatnya
sistem imun akibat immunocompromise yang lasim menyertai penderita DM
akan mengakibatkan gangguan produksi sitokin dan akibatnya terjadi kelainan
pada fungsi fagositosis polimorphonuklear (PMN) dan makrofag (Dubois et al,
1998; Herring ef al, 2002). Pada keadaan ini, makrofag yang berperan penting
sebagai fungistatic dan sebagai fungicidal (Elahi et al , 2000, Romani, 2002)
akan terganggu fungsinya.

Pada keadaan dimana terjadi defek system imun akan terjadi gangguan

fungsi neutrofil dan defisiensi limfosit. Pada penelitian oleh Elahi ef a/, (2000) dan
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Herring et al,(2002) menyatakan adanya defisiensi limfosit T dan neutrofil
disfunction akan mengakibatkan terjadinya oral candidosis. Aktifitas PMN
dikontrol oleh sitokin, dimana LGL (Large Granular Lymphocytes) akan
mensekresi aktivator-aktivator yang poten bagi PMN untuk mengaktifkan dirinya
sendiri sebagai anti jamur melalui produksi interferon-y, interferon-a, Tumour
Necrosis Factor dan IL-1 (Samaranayake ef a/, 1990). Adanya defisiensi limfosit
T maka mengakibatkan produksi sitokin oleh Th1 dan Th2 menurun.
Menurunnya kadar IgG dan IgA dalam serum penderita DM akan
mengakibatkan menurunnya fungsi fagositosis, selain itu terjadinya gangguan
fungsi komplemen akan menyebabkan menurunnya fungsi kemotaksis, sehingga
penderita DM menjadi rentan terhadap infeksi, salah satunya adalah infeksi oleh
C. albicans (Casadevall, 2002). Penurunan fungsi sel imunokompeten pada
penderita DM tersebut &iperkirakan menyebabkan terjadinya penurunan
pembentukan antibodi terhadap antigen tertentu terhadap kejadian infeksi oleh
C.albicans, sehingga akan memudahkan terjadi ikatan C.albicans pada epitel
mukosa. Ikatan ini dipengaruhi oleh molekul adesin yang terdapat pada dinding
sel C.albicans, kemudian diikuti dengan proses kolonisasi C.albicans di epitel

mukosa rongga muiut.

Hubungan Serotipe dengan Kadar Sitokin proinflamatori, Keberadaan Gen
SAP1, SAP3 dan Keragaman Genetik.

Pada (grafik 5.10) tampak bahwa serotipe A mempunyai nitai rata-rata

konsentrasi IL-1B lebih tinggi dibanding pada serotipe B, dan pada (grafik 5.11)
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tampak bahwa serotipe A mempunyai nilai rata-rata konsentrasi TNF-a lebih
tinggi dibanding pada serotipe B. Dengan demikian sepeti diketahui bahwa
serotipe A cenderung lebih mudah berikatan dengan mukosa sel inang dan
dapat menstimulasi produksi IL-1B dan TNF-a yang kemudian akan
mengaktifkan sel fagosit (Orozco et al, 2000).

Tingginya kadar IL-1B dan TNF-a sebagai sitokin proinflamatori pada DM
tidak teregulasi dalam pnelitian ini, sesuai dengan teori pada kejadian infeksi
yang mengatakan bahwa pada keadaan imunokompromistik maka akan
| mengakibatkan respons terhadap imunogen sangat tinggi, karena pada DM tidak
teregulasi terjadi kecacatan kemotaksis sehingga diperlukan sekresi iL-1 B dan
TNF-a yang tinggi. Dalam keadaan ini makrofag juga mengalami hipereaktifitas
karena produksi sitokin proinflamatori yang relatif tinggi. Selain itu terbentuknya
Advance Glycocylated End Product akan menstimulasi adanya peningkatan
kadar IL-1 B dan TNF-a. Adanya sekresi IL -1 B dan TNF- a yang tinggi pada
kejadian infeksi oleh C.albicans berfungsi untuk merekrut leukosit ke daerah
radang dengan tujuan untuk membuat sel target menjadi lisis.

Seperti diketahui mekanisme yang mendasari tingginya kejadian infeksi
C.albicans pada penderita DM belum diketahui dengan jelas, tetapi hasil
penelitian menunjukkan bahwa infeksi ini disebabkan karena perubahan respons
imun inang dan faktor virulensi C.albicans. Faktor utama yang berpengaruh pada
virulensi adalah kemampuan C.albicans untuk bertahan hidup pada epitel

mukosa rongga mulut setelah terjadi proses periekatan. Pendapat ini sesuai

dengan teori yang ada bahwa serotipe yang mencerminkan virulensi
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berhubungan dengan keberadaan antigen permukaan sei C.albicans dan antigen
permukaan ini terkait dengan ikatan pada reseptor sel inang.

Pada serotipe A dan B keberadaan gen SAP1 pada penelitian ini
menunjukkan kecenderungan nilai rata-rata serotipe A yaitu (30247,10 ¢
26721,82) dan kecenderungan nilai rata-rata serotipe B yaitu (30035,86
3237,79) (Grafik 5.8), hal ini dapat dipahami karena SAP1 berperan pada proses
perlekatan C.albicans pada epitel mukosa sehingga keberadaannya tidak
dipengaruhi oleh serotipe. Periekatan C.albicans pada epitel mukosa selain
dipengaruhi oleh keberadaan SAP1 juga oleh faktor lain seperti reseptor molekul
mannoprotein yang merupakan protein like—lectin dan adanya reseptor iC3b.
Keberadaan SAP3 ditemukan pada semua sampel C.albicans yang terdapat
pada penderita DM tidak teregulasi, sedangkan pada DM teregulasi maupun
non-DM SAP3 hanya ditemukan pada beberapa sampel saja. Keadaan ini
menunjukkan bahwa tidak semua C.albicans mampu mengadakan kolonisasi
setelah proses perlekatan pada epitel mukosa.

Pada serotipe A menunjukkan kecenderungan nilai rata-rata keberadaan
gen SAP3 lebih rendah dibanding pada serotipe B (Grafik 5.9), dan keberadaan
gen SAP3 C. albicans pada penderita DM berdasarkan tingkat regulasi
menunjukkan bahwa nilai rata-rata keberadaan gen SAP3 pada non DM lebih
rendah dibanding pada penderita DM tidak teregulasi maupun DM teregulasi,
sedangkan pada penderita DM tidak teregulasi mempunyai kecenderungan rata-

rata keberadaan gen SAP3 lebih tinggi dibanding dengan DM teregulasi dan

non-DM. Keadaan ini menunjukkan bahwa adanya gen SAP3 pada penderita DM
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tidak teregulasi berkaitan dengan kondisi respons imun inang yang juga akan
mempengaruhi proses perlekatan dan kolonisasi C.albicans. Hal ini sesuai
dengan pendapat Casadevall, (2002) bahwa keberadaan C.albicans yang tinggi
pada kelompok DM tidak teregulasi disebabkan karena menurunnya kemampuan
sistem imunitas penderita sendiri. Kecacatan sistem imun tersebut terutama
pada limfosit T yang menurun baik dalam kualitas maupun kuantitas, dan hal ini
akan berakibat kurangnya respons pembentukan antibodi spesifik, aktifitas
fagosit yang terganggu dan berkurangnya kemampuan pengenalan terhadap
determinan antigen pada C.albicans. Dengan begitu maka tingginya nilai rata-
rata keberadaan gen SAP3 pada serotipe B karena didukung oleh kondisi imun
inang pada penderita DM. Berdasar hasil penelitian tersebut maka serotipe B
juga mempunyai kontribusi untuk menjadi pathogen, dengan demikian maka
keberadaan gen SAP3 merupakan faktor yang turut memperkuat terjadinya
virulensi. Datam data ini pada C.albicans yang virulen hasil PCR menunjukkan
adanya gen SAP3, dengan demikian maka virulensi tidak semata-mata
ditentukan oleh serotipe seperti teori yang terdahulu tetapi virulensi juga
berkaitan dengan keberadaan gen SAP3.

Pada penelitian ini ternyata yang positif SAP3 pada penderita DM tidak
teregulasi tidak semuanya mempunyai serotipe yang sama, ada yang serotipe A
dan B. Meskipun demikian, bukan berarti yang virulen semua adalah serotipe A
karena didalam kasus ini pada serotipe B pun ada yang virulen dengan

ditemukan adanya SAP3. Jadi dalam penelitian ini didapatkan bahwa C.albicans
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yang virulen pada penderita DM tidak teregulasi adalah campuran antara
serotipe A dan serotipe B.

Dari beberapa genotipe yang merupakan eksistensi keragaman genetik.
C.albicans, serotipe A mempunyai kecenderungan nilai rata-rata polimorfisme
(variasi genetik) lebih tinggi dibanding polimorfisme pada serotipe B. Hal ini
kemungkinan karena serotipe A mempunyai virulensi dan kemampuan
perlekatan yang lebih tinggi dibanding serotipe B melalui reseptor
glikomanoprotein yang ada pada dinding sel C.albicans. Jadi pada penelitian ini
ditemukan bahwa serotipe selain berkaitan dengan polimorfisme juga
dipengaruhi oleh keberadaan gen SAP3.

Diantara isolat yang virulen selain ditemukan adanya gen SAP3 juga
ditemukan adanya variasi genetik. Pada penelitian ini ditemukan pula bahwa
C.albicans isolat Surabaya bukan hanya berasal dari satu genotipe tapi terdiri

dari beberapa genotipe yang merupakan eksistensi keragaman genetik.
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Bab 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Hasil penelitan secara keseluruhan pada penelitian ini
memperlihatkan empat pokok hal sebagai berikut :

1. Virulensi, keberadaan gen SAP1 dan SAP3 serta variabilitas
genetik C.albicans isolat Surabaya yang mengkolonisasi
pada mukosa rongga mulut penderita DM berhubungan
dengan tingkat regulasi DM.

2. Dengan ditemukannya SAP3 pada DM tidak teregulasi,
maka virulensi C.albicans tidak saja ditentukan oleh serotipe
(Antigen determinan), namun ada keterkaitan dengan
keberadaan gen SAP3.

3. Variabilitas genetik di antara C.albicans isolat Surabaya
pada penderita DM tidak teregulasi cenderung homogen.

4. Variabilitas genetik di antara C.albicans isolat Surabaya

pada penderita DM teregulasi cenderung heterogen.
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Lampiran 1. Pemeriksaan Serotyping dan Analisis statistik
Serotyping

DM Reguiasi Jelek

Serotype Jumlah Presentase (%)
A 9 75
B 3 25
Total 12 100
DM Regulasi Baik
Serotype Jumlah Presentase (%)
A 1" 91,67
B 1 8,33
Total 12 100
Non DM
Serotype Jumiah Presentase (%)
A 9 81,82
B 2 18,18
Total 11 100
NPar Test
Descriptive Statistics
N Mean |Std. Deviation | Minimum | Maximum
pemeriksaan serotyping a5 1.1714 3824 1.00 2.00
tingkat regulasi 35 1.9714 8220 1.00 3.00
Chi-Square Test
Frequencies
Observed N | Expectad N | Residul | Category | Observed N | Expected N_| Reeidual
1 oM
;""W’ 29 58 232 | reguiasi 12 s8 62
jolek
2 M
;"“W‘ 6 17 57 2guui 12 17 3
bk
3 OM
0 175 475 | reguiasi 1 175 £5
kontrol
Tolal 35 35
Test Statistics
pemeriksaan tingkat
I serotyping regulasi __
Chi-Squae  * .000 1000
df 2 2
Asymp. Sig. 000 o

a. 0 cells (0%) have expected frequencies less than
5. The minimum expected cell frequency is 5.8.
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Lampiran 2. Metode RAPD

Penentuan Jumlah Pasangan Basa DNA

Untuk menentukan jumlah pasangan basa DNA maka dilakukan
penghitungan nitai Rf (Retardation factor) dari masing-masing pita DNA,
dimana :

Rf = Jarak kan pi ri tem I{cm
Jarak pergerakan warna dari tempat awal (cm)

Tabel Nilai jumlah pasangan basa DNA marker 100 bp

Pita marker Rf Jumiah pasangan basa (bp) | Logbp
ke
| 0,2961 1000 3
i 0,3158 900 2,9542
1li 0,3355 800 2,9031
I\ 0,3553 700 2,8451
Vv 0,3749 600 2,7782
Vi 0,3947 500 2,6989
Vil 0,4145 400 2,6021
Vil 0,4342 300 24771
IX 0,4934 200 2,3010
X 0,5428 100 2

Persamaan regresi linier dari DNA marker :
Dimana : sumbu X = Rf,

Sumbu y = log bp

Didapat persamaan regresi: Y = -4,0403 X + 4,2548
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0.2961 3

0.3158 2.9542 35
0.3355 2.9031 3
0.3553 2.8451

0.3749 2.7782 29
0.3947 26080 & 2
0.4145 260210 & 15
0.4342 24771 1
0.4934 2.301

0.5428 2 a.g

s
1 y=-4.0403x+4;;;~\\

] R? = 0.9846

c 02 Rf 04

06

Gambar Kurva kalibrasi jumlah pasangan basa marker DNA 100 bp

Tabel Nilai jJumlah pasangan basa DNA marker Hind ill + EcoR1
Pita marker Rf Jumiah pasangan basa (bp) | Log bp
ke
| 0,0395 4973 3,6966
[l 0,1184 4268 3,6302
ill 0,1579 3530 3,5478
\Y 0,1974 2027 3,3069
Vv 0,2368 1904 3,2797
Vi 0,2566 1584 3,1998
Vil 0,2763 1375 3,1383
Vil 0,3158 947 2,9768
IX 0,3355 851 2,9299
X 0,3947 564 2,7513
Didapat persamaan regresi: Y= -2,8655 X + 3,913
47

0.1184  3.6302 35 4

0.1579  3.5478 3 4 e —

0.1974 33069 ! o 2.5 4 y=-28655x+3913 o

02368 32797 | © 2] RE=0.9677

02566 31998 | ’-f ] g

02763  3.1383 05

0.3158  2.9763 0 ‘ , . ' .

03355  2.9299 0 0.1 02 0.3 0.4 05

0.3947 2.7513 Af

Gambar Kurva kalibrasi jumlah pasangan basa marker DNA Hind I + -

EcoR1
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Dari ke dua persamaan regresi tersebut diatas, maka jumlah pasangan
pasa fragmen DNA dapat dihitung dengan mengkorvensi nilai Rf dengan
persamaan regresi linier.
Contoh : Nilai Rf DNA (X) = 0,3158

Y =-4,0403 x 0,3158 + 4,2548

Y =2,9789

Anti log Y = 952
Jadi jumlah pasangan basa = 952 bp

Tabe! . Tipe fragmen DNA Hasii RAPD
Sampel | Tipe fragmen Rf Jumilah bp

1 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953

3 0,2961 1160

4 0,3158 952

5 0,3553 659

6 0,3947 457

2 1 0,2171 1953
2 0,3158 952

3 0,3553 659

4 0,3749 549

5 0,3947 457

6 0,4145 380

7 0,4342 316

8 0,4934 182

3 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953

3 0,3158 952

4 0,3553 659

5 0,3947 457

6 0,4145 380

7 0,4342 316

4 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953

3 0,3158 952

4 0,3553 659

5 0,3947 457

6 0,4934 182

5 1 0,3158 952
2 0,3553 659




3 0,3947 457

4 0,4145 380

5 0,6132 151

6 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953

3 0,3158 952

4 0,3553 659

) 0,3749 549

6 0,4934 182

7 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953

3 0,3158 952

4 0,3553 659

5 0,3749 549

6 0,4934 182

8 1 0,2763 1322
2 0,3158 952

3 0,3749 549

4 0,4145 380

5 0,4342 316

6 0,5132 151

9 1 0,1974 2225
2 0,2566 1505

3 0,2961 1160

4 0,3158 952

5 0,3355 793

10 1 0,2171 1953
2 0,2763 1322

3 0,3553 659

4 0,3749 549

5 0,3947 457

6 0,4145 380

11 1 0,2763 1322
2 0,3158 952

3 0,3553 659

4 0,3749 549

5 0,4145 380

6 0,4934 182

12 1 0,2171 1953
2 0,2861 1160

3 0,3355 793

4 0,3947 497

13 1 0,15679 2888
2 0,2171 1953

3 0,2961 1160

4 0,3355 793
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5 0,3553 659
6 0,5526 105
14 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953
3 0,2961 1160
4 0,3355 793
5 0,3553 659
6 0,5526 105
15 1 0,1579 2888
2 0,2171 1953
3 0,2961 1160
4 0,3355 793
5 0,3553 659
6 0,5526 105
16 1 0,2961 1160
2 0,3355 793
3 0,3947 457
17 1 0,2171 1953
2 0,2763 1322
3 0,3158 952
4 0,3355 793
5 0,4342 316
18 1 0,1974 2225
2 0,2763 1322
3 0,2861 1160
4 0,3158 952
5 0,3355 793
6 0,4145 380
19 1 0,1974 2225
2 0,2763 1322
3 0,2961 1160
4 0,3158 952
20 1 0,1974 2225
2 0,2763 1322
3 0,2961 1160
4 0,3158 952
21 1 0,1974 2225
2 0,2763 1322
3 0,2961 1160
22 1 0,1974 2225
2 0,2763 1322
3 0,2961 1160
23 1 0,2961 1160
2 0,3158 952
24 1 0,2961 1160
2 0,3158 952
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3 ~0,3355 793

25 1 0,1382 3288
2 0,2368 1715

3 0,2566 1505

4 0,2763 1322

5 0,3355 793

26 1 0,1579 2888
2 0,1974 2225

3 0,2171 1953

4 0,2763 1322

5 0,2961 1160

27 1 0,2171 1953
2 0,2368 1715

3 0,2763 1322

28 1 0,1382 3288
2 0,1776 2535

3 0,1974 2225

4 0,2171 1953

5 0,2961 1160

6 0,3355 793

7 0,3749 549

29 1 0,1382 3288
2 0,1974 2225

3 0,2368 1715

4 0,2566 1505

5 0,2763 1322

6 0,3355 793

30 1 0,1579 2888
2 0,1974 2225

3 0,2368 1715

4 0,2566 1505

5 0,2961 1160

6 0,3355 793

31 1 0,1382 3288
2 0,1974 2225

3 0,2171 1953

4 0,2566 1505

5 0,2763 1322

6 0,5329 126

32 1 0,1382 3288
2 0,1974 2225

3 0,2171 1953

4 0,2566 1505

5 0,2763 1322

6 0,5329 126

33 1 0,1184 3747
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2 0,1974 2225
-3 0,2763 1322
4 0,2961 1160
5 0,3158 952
6 0,3355 793

Lampiran . Konstruksi Fenetik Berdasarkan Genotip
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Konstruksi Fenetik dihitung berdasarkan fragmen-fragmen DNA hasil

RAPD (Gambar )

Skor : 0 = tidak ada pasangan bp yang menunjukkan posisi fragmen

1 = ada pasangan bp yang menunjukkan posisi fragmen

Kelompok sampel vs karakter hasil RAPD

Kelp.

Sampel karakter
112T3Ta[5[e[7]8]9 1011 12 13 14 15 116 17 18 |18 20 | 21

A plol1]af4j1i1{1]1[1 11|11 111 1 0

B nlolofol1]ai1jop1|ti1|1|1 |0 101 1 0

c lj{1{ofololojoj1{Oo|1l1]|1[1]1 111 1

Keterangan : A : Kelompok sampel DM Regulasi Baik yang positif C.albicans

B : Kelompok sampel DM Regulasi Jelek yang positif C.albicans

C : Kelompok sampel Non DM yang positif C.albicans
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Untuk menghitung matriks similaritas maka dilakukan perhitungan dengan

persamaan :
n
2 ‘ Xij - Xik l
=1
Ri
Sjk =1
n

Dimana Xjj = karakter ke —i dari takson j
Xik = karakter ke —i dari takson k
Ri = kisaran dari karakter ke — 1, dari yang tertinggi dikurangi yang
terendah

n = jumlah karakter

Contoh :

AB = 1-{1+0 +1+1+0+0+0+1+0+0+0+0+0+1+0+0+0+0+0+0+0 }
1

21
=1 - 5
21
= 0,762
AC =1- 11
21
= 0,476
B,C = 1- 12
21

= 0,428
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Lampiran 3. Hasil Uji Statistik Eksistensi SAP

Descriptives
KELOMPOK Statistic Std.
Error
SAP1 DM tidak Mean 26261.289111300.23
teregulasi (C) 85
95% Confidence Lower Bound 23384.181
Interval for Mean
Upper Bound 29178.396
5% Trimmed Mean 26518.086
Median 27079.69
Variance 18596763.63
Std. Deviation 4312.396
Minimum 17321.4
Maximum 30978.7
Range 13657.2
Interquartiie Range 4880.10
Skewness -1.23 681
Kurtosis .8 1.279
DM teregulasi (B) Mean 25259.79452240.14
20
95% Confidence Lower Bound 20268.447
Interval for Mean
Upper Bound| 30251.1421
5% Trimmed Mean 25584.0701
Median 26108.93
Varance 55200600.01
Std. Deviation 7429.71
Minimum 11428.
Maximum 332541
Range 21825.7
Interquartile Range 10578.79
Skewness -93 661
Kurtosis - 102 1.279
Non-DM (A) Mean 39104.193612531.4
667
95% Confidence Lower Bound 11182.34
Interval for Mean
Upper Bound 67026.041
5% Trmmed Mean 34169.49
Median 25951.72
Variance 1727414233.02
Std. Deviation 41562.1731
Minimum 6815.1
Maximum 160217.
Range 153402.
Interquartile Range 19891.8000
Skewness 2918 .661
Kurtosis 9.155 1.279
SAP3 DM tidak Mean 14793.86362668.76
tereguiasi (C) 00
95% Confidence Lower Bound 8847.4957
Interval for Mean
Upper Bound 20740.2315
5% Trimmed Mean 14703.9674,
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Median 10593.4100
Variance 78345080.903
Std. Deviation 8851.2757
Minimum 4554.98
Maximum 26650.68
Range 22095.90
Interquartile Range 16555.6000
Skewness 181 .661
Kurtosis -1.8920 1.279
DM teregulasi (B) Mean 10319.53882722.10
88
85% Confidence Lower Bound 4254.3026
Interval for Mean
Upper Bound 16384.7751
5% Trimmed Mean 10205.1881
Median 13106.3300
Variance 81508636.533
Std. Deviation 90282134
Minimum .00,
Maximum 22697.39
Range 22697.39
Interquartile Range 17527.3800
Skewness 057, .861
Kurtosis -1.774 1.279
Non-DM {(A) Mean 11512.85734065.15
77
95% Confidence Lower Bound 24551214
Interva! for Mean
Upper Bound 20570.5931
* 5% Trimmed Mean 11073.2553
Median 0000
Variance 181780578.960
Std. Deviation 13482 6028
Minimum 00
Maximum 30938.55
Range 30938.55
Interquartiie Range 25402.7800
Skewness 345 661
Kurtosis -2.4120  1.279
UUML. DM tidak Mean 427 19
BAND teregulasi (C)
95% Confidence Lower Bound 3.84.
Interval for Mean
Upper Bound 4.1
5% Trimmed Mean 4.30
Median 4.00
Variance 418
Std. Deviation 65
Minimum 3
Maximum 5
Range 2
Interquartite Range 1.00
Skewness -.291 661
Kurtosis -.208 1.279
DM teregulasi (B) Mean 3.55 .25
95% Confidence Lower Bound 2.99 :
Interval for Mean
Upper Bound 410 "
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5% Trimmed Mean 35

Median 4,

Variance 67

Std. Deviation 82

Minimum 2

Maximum

Range

Interquartile Range 1.00

Skewness -17¢6] 661

Kurtosis 187 1.279
Non-DM (A) Mean 491 B1

95% Confidence Lower Bound 3.55

Interval for Mean

Upper Bound 6.27

5% Trimmed Mean 4.90

Median 5.00

Variance 4.091

Std. Deviation 2.02

Minimum 2

Maximum

Range

Interquartile Range 3.

Skewness .06 661

Kurtosis -437] 1.279




Lampiran 4. Hasil Uji Statistik IL-1B dan TNFa

Oneway _ IL1 dan TNFa
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Descriptives
Confidence 1nterval
Mean
N | Mean . Deviatigtd. E ¢ Bourpper Bourfiinimunfiaximur]
ILTACOI REGULASI
BAIK (C) 11 |5.7893 | 4.1003 |1.2363 43 0346 | 38.5439 | 31.52 | 43.85
REGULASI B 11 36226 1 3.5381 [1.0668 | 31.2457 35.9996 | 28.85 | 40.85
NON DIABET
MELLITUS 11 [1.0015 | 1.6707 | .5037 29,8790 | 32.1239 | 28.02 | 33.85
Total 33 347111 3.7403 ] 6511 | 32.1449 247974 | 28.02 | 43.85
TNFACC gﬁﬁ%’;sn 11 32485 | 17.1480 5.1703 b21.7283 P44.7686 211.07 67.73
REGULASI B 11 15.4303 | 13.0618 13.9383 P08.6553 p24.2053 [197.73 232.40
NON DIABE]
MELLITUS 14 [1.1273 | 18.0677 [5.4476 [188.9893 p13.2653 173.73 P21.73
Total 33 18.6020 | 20.6219 13.5898 p09.2898 23 9142 173.73 [267.73
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
[EIACONS Between Groupd 126.456 2 63.228 5.905 007
Within Groups | 321.223 30 10.707
Total 447 679 32
TNFACONS Between Groupq 5697.401 2 2848.700 10.803 000
Within Groups | 7911.030 30 263.701
Total 3608.431 32
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Post Hoc Tests
Muitiple Comparisons
Tukey HSD
Mean
')ifferenrJ b% Confidence Interv,
Dependent Va (1} KELOMPO! (J) KELOMPG (-)) ptd. Erol Sig. bwer Bounipper Boun
T1ACONS  REGULASI TI REGULAS! B4 2.1666 1.3953 281 -1.2731 | 56064
BAIK (C) NON DIABET .
MELLITUS 4.7878*1.3953 005 1.3481 8.2276
REGULAS! B/ REGULAS! TI
BAIK (C) 21666 |1.3953 | 281 -56084 | 1.273
NON DIABET
MELLITUS 26212 113953 | .162| -8186| 6.0609
NON DIABETI REGULAS! Ti| .
MELLITUS  BAIK (C) 4.7878%11.3953 | 005 -8.2276 | -1.3481
| REGULAS! B4.2.6212 |1.3953 | .162 | -6.0608 8186
TNFACONS REGULAS! TI REGULASI BA17.8162%6.9243 .039 .7479 | 34.8885
BAIK (C) NON DIABET .
MELLITUS 32.1212*(6.9243 | .000 | 15.0509 | 49.1915
REGULASI B/ REGULASI TI .
BAIK (C) 17.8182"(6.9243 | .039 |-348885 -.7479
NON DIABET
MELLITUS 14.3030 16.9243 | .114 | -2.7673 | 31.3733
NON DIABETI REGULAS! T .
MELLITUS  BAIK(C) B1152.1212 6.9243 | .000 |-49.1915 |-15.0509
REGULASI B414.3030 |6.9243 | .114 |-31.3733 | 2.7673
*The mean difference is significant at the .05 level.
Homogeneous Subsets
IL1ACONS
Tukey HST?
Subset for alpha = .05
KELOMPOK N 1 2
MELLITUS 11 310015
REGULASI BAIK (B} 11 33.6226 33.6226
REGULASI TIDAK
BAIK (C) 11 35.7893
Sig. 162 281

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.




Tukey HSO?

TNFACONS

KELOMPOK

Subset for alpha =.05

1

2

MELLITUS

BAIK (C)
Sig.

NON DIABETES

REGULASI BAIK (B)
REGULASI TIDAK

11
11
11

201.1273
215.4303

414

233.2485
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.
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Lampiran 5. Hasil uji Statistik Interaksi Serotipe
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Oneway
Descriptives
| Confidence Inlerva‘
Mean
N Mean W. Deviatigtd. Erropwer Bourpper Bourflinimunfiaximur
IL1ACOI ';Eﬁlig;‘s' 7 41157803 | 41003 [1.2363 | 33.0346 | 38.5439 | 31.52| 4385
REGULASIH 11 B6226 | 3.5381 [1.0668 | 31.2457 | 35.9996 | 28.85 | 40.85
NON DIABE]
MELLITUS 11 11.0015 | 16707 | 5037 | 20.8790 | 32.1239 | 28.02 | 33.85
Total 33 B 4711 | 3.7403 | 6511 | 32.1449 | 34.7974 | 28.02 | 43.85
TNFACC SEI?(%‘;SW 11 13,2485 | 17.1480 15.1703 p21.7283 b44.7686 [211.07 67.73
REGULASI B 11 5.4303 | 13.0618 [3.9383 P06.6553 p24.2053 [197.73 [232.40
NON DIABET
MELLITUS 11 E.ms 18.0677 15.4476 /188.9893 p13.2653 (173.73 [221.73
Total 33 B.6020 | 20.6219 .5898 P09.2898 223.9142 [173.73 P67.73
SAP1 gfﬁj(é‘;‘s” 11 8120 B12.3965 0.2365 384.1817 §78.3965 521.49 578.74
REGULASIH 11 1259.78 629.7106 0.1420 p68.4470 P51.1421 428.45 [254.18
NON DIABET :
MELLITUS 11 ho4.18 B62.1731 k531.47 182.3458 h26.0415 [815.17 2178
Total 33 215.08 572.3555 7.4980 502.1140 §28.0708 B15.17 [0217.8
SAP3 gﬁ,?(":é?sn 11 793.86 B51.2757 B.7600 p47.4957 J40.2315 t:.sa £50.68
REGULASIH 8 [189.37 B27.0851 D.5158 [)63.7695 B14.9623 (588.53 [597.39
NON DIABE]
MELLITUS 5 328.29 F29.1688 6204 P01.2458 156.3262 [746.25 938.55
Total 24 [787.04 571.6980 10.6905 167.5251 06.5463 588.53 1938.55
JUMLE? REGULASI T
BAIK (€) 1] 427 65| 19| 384| 47 3 5
REGULASIH 11| 355 821 25| 299| 410 2 5
NON DIABET
MELLITUS 11| 491 202] 61| 355 627 2 8
Tota! 33| 424| 139 24| 375| 474 2 8
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df1 dr Sig.
TLIACONS 3111 2 30 1059
TNFACONS 1.165 2 30 325
SAP1 3178 2 30 056
SAP3 3.957 2 21 035
JUMLBAND 3300 2 30 051
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ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
TLTACONS Between Groupg 126.456 2 63.228 5.905 007
Within Groups T 321.223 30 10.707
Total 447679 32
TNFACONS Between Groupq 5697 401 2 2B848.700 10.803 .000
Within Groups |[7911.030 30 263.701
Total 3608.431 32
SAP1 Between Groupq41.31E+09 2 654752483.5 1.091 .349
Within Groups  |1.80E+10 30 1©600403865.6
Total 1.83E+10 32
SAP3 Between Groupd4.62E+08 2 [231223987.6 3.956 035
Within Groups |1 .23E+09 21 |58450198.95
Total 1.69E+09 23
JUMLBAND Between Groupy 10.242 2 5.121 2,965 .067
Within Groups 1 51.818 30 1.727
Total 62.061 32
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Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
| Dependent Variat () KELOMPOK _(J) KELOMPOK | (i) _iStd. Error| Sig.  Lower BoundUpper Bound
T‘L‘_&m‘f_&mcous ULASI TIDAT REGULASI BAIK]  2.1666 | 1.3953 _281 1.2731 5.6064
BAIK {C} NON DIABETES .
MELLITUS 4.7878*| 1.3953 005 1.3481 B.2276
REGULAS! BAIK REGULASITIOAl ;1506 | 4 3053 281 -5.6064 1.2731
BAIK (C)
NON DIABETES
MELLITUS 26212 | 1.3953 162 -8186 6.0609
NON DIABETES REGULASITIDA] R
MELLITUS BAIK (C) 4.7878° 1.3953 005 82276 | -1.3481
REGULASI BAIK| -26212 | 1.3953 62| -6.0609 8185
TNFACONS REGULASI TIDAI REGULASI BAIK] 17.8182* 6.9243 039 7479 | 348885
BAIK (C) NON DIABETES
MELLITUS 321212} 6.9243 D00 [ 150500 | 49.1815
REGULASI BAIK REGULASITIDA| _ p1onel gopga | 030 | -348885 | -7479
BAIK (C}
NON DIABETES
MELLITUS 143030 | 6.9243 144 27673 | 31.3733
NON DIABETES REGULASI TIDA}
MELLITUS BAIK(C) 321212 69243 000 | -49.1¢15{ -15.0509
REGULASI BAIK] -14.3020 | 6.9243 M4 | 313733 27673
SAP1 REGULASI TIDAI REGULASI 8AIK} 021.4945 Y0448 17 995 47361884 PE779.1775
BAIK {C) NON DIABETES
MELLITUS 2822 905 |0448.17 447 B8580.5875 fi2934.7784
REGULAS! BAK gﬁﬁ‘g‘s' TIDAY 021.4045 J0448.17 985 P6779.1775 b4736.1884
NON DIABETES
MELLITUS 3844399 |0448.17 .393 P9602.0820 [11913.2838
NON DIABETES REGULAS! TIDAI
MELLITUS BAIK (C) 822.9045 |0448.17 447 12934 7784 BAS80.5875
REGULAS| BAIKBB44.3991 }0448.17 .393 h1913.2830 Po602.0820
SAP3 REGULASI TIDAI REGULASI BAIK] 604.4978 $52.4540 984 183497464 | 9558.7420
BAIK (C) NON DIABETES ]
MELLITUS 0534 422*] 23,5536 047 P0928.1688 | -140.6759
REGULASI BAIK gi?(lg's' TIDAl 504 4978 $52.4540 984 |-8558.7420 | 8349.7464
NON DIABETES .
MELLITUS 1138.920°p58.4762 047 21248077 | -153.0325
NON DIABETES REGULASI TIDA] R .
MELLITUS BAIK (C) r)534.4224 23,5536 047 | 140.6759 P0S28.1688
REGULASI BAIK] 138.9201*}58.4762 047 | 153.0325 P2124.8077
JUMLBAND REGULASI TIDAI REGULASI BAIK 73 56 A07 -65 2.11
BAIK (C) NON DIABETES
MELLITUS - 64 56 500 202 75
REGULASI BAIK REGULASI TIDA]
BAK (C) -73 56 407 241 55
NON DIABETES
MELLITUS -1.36 56 054 275 | 1.79E-02
NON DIABETES REGULAS! TIDA
MELLITUS BAIK (C) 54 56 500 -75 2.02
REGULASI BAIK] 1.36 565 054 | -179E-02 275

*.The mean difference is significant at the .05 level.




Homogeneous Subsets

ILTACONS

Tukey HSO?

Subset for alpha = .05
KELOMPOK N 1 2
NON DIABETES
MELLITUS 11| 31.0015
REGULAS! BAIK (B) 1 336226 336226
REGULASI TIDAK
BAIK (C) 11 35.7893
Sig. 162 .281

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.

Tukey HSO?

TNFACONS

NON DIABETES

KELOMPOK

Subset for alpha = .05

N 1

2

MELLITUS
REGULASI BAIK (B)

REGULASI TIDAK
BAIK (C)

Sig.

14 | 201.1273
11 | 2154303
11
114

233.2485
1.000

Means for groups in homogen

eous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.

SAP1
Tukey HSCF
Subset
for alpha
=.05
KELOMPOK N 1
REGULASI BAIK (B) 11 | 25259.79
REGULASI TIDAK
BAIK (C) 11 | 26281.29
NON DIABETES
MELLITUS 11 | 39104.19
Sig. .393

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.
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SAP3
Tukey HSD?®

Subset for alpha = .05
KELOMPOK N 1 2
REGULASI BAIK (B) B | 14189.37
REGULAS! TIDAK
BAIK (C) 11 | 14793.86
NON DIABETES
MELLITUS 5 25328.29
Sig. 088 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size =7.213.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed.

JUMLBAND
Tukey HSC
Subset
for alpha
= .05

KELOMPOK N 1
REGULASI BAIK ZE) 1 355
REGULASI TIDAK
BAIK (C) 11 427 |.
NON DIABETES
MELLITUS 11 4.91
Sig. 054

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11.000.
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Lampiran 6. Pemeriksaan Sitologi

Hasil scrubing yang telah dipulas pada object glass, difiksasi dan dicat

dengan prosedur Papanicolaou dengan cara dimasukkan kedalam :

1. Alkohol 80%

2. Alkohoi 70%

3.Alkohol 50 %

4. Aquadest

5. Harris Hematoxylin

6. Cuci dengan air mengalir
7. larutan Hcl 0,5%

8. Cuci dengan air mengalir
9. Alkohol 50%

10. Alkohol 70%

11. Alkohol 80 %

12. Alkohol 95 %

13. Orange G6

14. Alkohol 95 %

15. Alkohol 95 %

16. EA 50

17. Alkohol 95 %

18. Alkohol 85 %

19. Alkohol 95 %

20. Alkohol absolut

21. Alkohol absolut

22. Alkohol absolut

23. Xylol

24. Xylol

25. Xylol

26. Xylol

27. Mounting dengan DPX

: 3-10dip

- 3-10 dip

1 3-10 dip

: 3-10 dip

: 2-6 menit

: 5-10 menit
: 6 dip

: 5-10 menit
: 3-10 dip

: 3-10dip
:3-10 dip

: 3-10 dip

: 1,6-2 menit
: 3-10 dip

: 3-10dip

. 2,5-3,5 menit
- 3-10dip

: 3-10 dip

: 3-10 dip
:3-10 dip
:3-10 dip
:3-10 dip

: 3-10 dip

: 3-10 dip

: 3-10 dip

: 3-10 dip
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