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RINGKASAN

DISBIOSIS USUS AKIBAT DIET TINGGI CHOLIC ACID
TINGGI SUKROSA SEBAGAI PEMICU GAMBARAN
SINDROMA OVARIUM POLIKISTIK

(Studi Eksperimental Pada Tikus Rattus norvegicus)

I. Latar Belakang

Sindroma ovarium polikistik (SOPK) , yang didefinisikan sebagai sindroma
yang ditandai dengan adanya gangguan ovulasi, hiperandrogenemia dan gambaran
ovarium polikistik merupakan gangguan endokrin tersering pada Wanita usia
reproduksi (Franks, 2003; Tabassum et al., 2021; Williams, Mortada & Porter,
2016). Prevalensi SOPK di seluruh dunia berkisar 1,6 — 4%, tapi bisa lebih tinggi
sampai 18 —20% kompleksitas kriteria diagnostik dan fenotipe (deswal et al., 2020;
Liuetal., 2021; Wolfet al., 2018). Tanda-tanda klinis yang didapatkan tidak hanya
terbatas pada anovulasi, hiperandrogenemia dan gambaran ovarium polikistik saja,
akan tetapi juga resistensi insulin dan perubahan komposisi mikrobiota usus
(Giampaolino et al., 20210. Diet diduga faktor risiko yang penting sebagai pemicu
SOPK. Di sisi lain, diet merupakan kunci yang bisa memodifikasi komposisi dan
keseimbangan mikrobiota usus, yang pada akhirnya berperan pada timbulnya
SOPK (Leeming et al., 2019). Bukti ini menunjukkan diet dapat baik secara
langsung maupun tidak langsung memicu SOPK melalui disbiosis usus. Walau
sudah ada banyak bukti hubungan asupan tinggi sukrosa dengan SOPK, masih
sedikit yang diketahui tentang efek kombinasi diet tinggi sukrosa tinggi cholic acid.
Cholic acid, yang merupakan suatu asam empedu larut air, diduga mempunyai
hubungan dengan SOPK. Seperti yang didapatkan pada penelitian Zhang et al.
(2019) di mana terdapat hubungan positif antara hiperandrogenemia dan kadar
asam empedu primer terkonjugasi. Maka, pada penelitian ini bertujuan mengetahui
dampak dari diet tinggi sukrosa dan cholic acid terhadap komposisi
Enterobacteriaceae (kelas dari filum Proteobcateria sebagai penanda disbiosis
usus), resistensi insulin, kadar testosteron dan gambaran histologis ovarium tikus
Rattus Norvegicus.

II. Metoda dan Bahan

Sebanyak 40 ekor tikus Rattus Norvegicus (RN) berumur sekitar 3 bulan
dibagi ke dalam 2 kelompok, 20 ekor ke dalam kelompok perlakuan yang mendapat
diet tinggi sukrosa (32% kalori) tinggi cholic acid (40% kalori) (TCAS) dengan
cara disonde dan kelompok kontrol yang mendapat pakan standar selama 4 minggu.
Sebelum mulai penelitian, semua tikus ditimbang berat badan dan dilakukan swab
vagina untuk memastikan status siklus estrousnya. Di akhir penelitian, sebelum
dikorbankan semua tikus ditimbang kembali dan swab vagina. Komposisi
Enterobacteriaceae diambil dari sampel usus tikus dengan pembiakan agar
McConkey, nilai HOMA-IR dihiotung dari pemeriksaan insulin dan glukosa darah
puasa, kadar testosteron serum diperiksa dengan rat/mouse ELISA testosterone kit
dan pemeriksaan histologis dari salah satu ovarium untuk menghitung jumlah
folikel tersier, folikel de Graaf dan korpus luteum.

X
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I11. Hasil

Dari analisis deskriptif, tidak didapatkan perbedaan bermakna berat badan
sebelum, sesudah dan perubahan berat badan antara kedua kelompok. Komposisi
Enterobacteriaceae lebih rendah secara bermakna pada kelompok P1 (median : 2,47
x 10*/CFU v 4,75 x 105CFU), nilai HOMA-IR lebih tinggi bermakna pada
kelompok P1 (rerata : 4,92 v 2,94), kadar tesosteron lebih tinggi pada kelompok P1
(median : 3,00 ng/mL v 0,65 ng/mL) dan dari pemeriksaan histologis didapatkan
jumlah folikel de Graaf lebih rendah secara bermakna pada kelompok P1 (0,0 v 0,5)
tapi tidak berbeda bermakna pada jumlah folikel tersier dan korpus luteum. Dari uji
korelasi Pearson didapatkan hubungan positif antara nilai HOMA-IR dengan kadar
testosteron (0,700), hubungan negatif antara nilai HOMA-IR, testosteron dengan
jumlah folikel de Graaf (-0,487 dan -0,334) tapi tidak terdapat hubungan dengan
jumlah folikel tersier dan korpus luteum. Tidak terdapat hubungan antara komposisi
Enterobacteriaceae (disbiosis usus) dengan jumlah folikel tersier, folikel de Graaf
maupun korpus luteum.

IV. Pembahasan

Berbeda dengan data-data  penelitian  sebelumnya, komposisi
Enterobacteriaceae pada kelompok diet tinggi cholic acid tinggi sukrosa lebih
rendah dibandingkan diet normal. Nilai HOMA-IR dan kadar testosteron lebih
tinggi pada kelompok diet tinggi cholic acid tinggi sukrosa. Baik nilai HOMA-IR
dan kadar testosteron mempunyai hubungan negatif dengan jumlah folikel de
Graaf, sedangkan komposisi Enterobacteriaceae (disbiosis usus) tidak mempunyai
hubungan. Pengaruh terbesar diet tinggi cholic acid tinggi sukrosa pada
folikulogenesis adalah terhadap jumlah folikel de Graaf (24%).

V. Kesimpulan

Nilai HOMA-IR dan kadar testosteron lebih tinggi, jumlah folikel de Graaf
lebih rendah pada kelompok TCAS dibanding kontrol. Diet TCAS tidak
berpengaruh terhadap disbiosis usus, berpengaruh positif pada nilai HOMA-IR dan
kadar testosteron dan berpengaruh negatif pada jumlah folikel de Graaf.

VI. Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut pada binatang coba untuk meneliti
perbandingan kadar LPS pada kelompok diet tinggi lemak tinggi gula, penelitian
pada manusia untuk meneliti profil mikrobiota mulut dan feses serta
membandingkan dengan angka kejadian SOPK pada kelompok diet tinggi lemak
tinggi gula (wanita perkotaan) dengan kelompok diet rendah gula tinggi serat
(wanita pedesaan).

xi
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SUMMARY

GUT MICROBIOTA DYSBIOSIS DUE TO HIGH CHOLIC
ACID HIGH SUCROSE DIET INDUCED
POLYCYSTIC OVARIAN SYNDROME FEATURES

(Experimental Animal Study In Rattus norvegicus)

I. Background

Polycystic ovary syndrome (PCOS), described as the presence of polycystic
ovaries, ovulatory impairment, and hyperandrogenism, is one of the most common
hormonal disorders in productive females, and leads to a decrease in woman health-
related quality of life (Franks, 2003; Tabassum et al., 2021; Williams, Mortada &
Porter 2016). The worldwide prevalence of PCOS accounts 1.6-4% among
reproductive age, but the estimate becomes increasing approximately 18-20% due
to the complexity of diagnostic criteria and phenotypes (Deswal et al. 2020; Liu et
al. 2021; Wolf et al. 2018). The clinical signs are not limited to only anovulation,
polycystic ovarian, and an increasing level of testosterone, but also present an
increase in insulin resistance and an alteration of gut microbiota composition
(Giampaolino et al. 2021). Dietary intake is considered to be a critical predisposing
factor to induce PCOS. In addition, diet is a key factor that can modify the
composition and stability of the enteric microbiota, which could eventually
contributes to the development of PCOS (Leeming et al. 2019). This evidence
indicates that diet can either indirectly or directly induce PCOS by triggering gut
microbiota dysbiosis. Despite a clear association between high-sucrose intake and
PCOS, less is known about the effect of a combination of high-sucrose and high-
cholic acid (HSCA) dietary intake. Cholic acid, a primary water-insoluble bile acid,
is thought to have a link with PCOS. In a case-control study, Zhang et al. (2019)
presented that there was a positive correlation between hyperandrogenism and
conjugated primary bile acid levels. Thus, the aim of the present in-vivo study was
to evaluate the impact of HSCA diet on enterobacterial colonies
(Enterobacteriaceae, class of Proteobacteriaceae as the marker of gut microbiota
dysbiosis), insulin sensitivity, testosterone level and histological parameters in
female Rattus norvegicus ovaries.

II. Methods and Materials

Forty female Rattus Norvegicus aged around 3 months divided in to two
groups, 20 rats to the experimental group (HSCA group) given high sucrose food
(32% of the calories) and cholic acid via gastric tube (40% of the calories) and 20
rats to the control group given standard rat food for 4 weeks. Both group were given
drinking water ad libitum. Before treatments, all rats are weighed and determined
their estrous cycle status via vaginal swab. In the end of the study, all rats are
weighed and checked again for vaginal swab. Enterobacteriaceae composition
obtained from gut sample are cultured with McConkey agar, HOMA-IR value from
fasting blood insulin and glucose level, serum total testosterone level with rat-
ELISA testosterone and ovarian tissue from one of the ovarium for histological
parameters to determined the numbers of tertiary follicle, de Graafian follicle and
corpus luteum.

X1l
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ITI. Results

From the descriptive analysis, there are no significant differents from the
bodyweight changes between the 2 groups. Enterobacteriaceae compositions are
significantly lower in the HSCA group (median : 2,47 x 10%/CFU v 4,75 x
10°/CFU), HOMA-IR values are significantly higher in the HSCA group (mean :
4,92 v 2,94), testosterone levels are significantly higher in the HSCA group (median
: 3,00 ng/mL v 0,65 ng/mL) and from the histological findings the numbers of de
Graafian follicle are significantly lower in the HSCA group (median : 0,0 v 0,5)
and no difference in the numbers of the tertiary follicle and corpus luteum. From
the Pearson correlation analysis, there is positive correlation between HOMA-IR
value and testosterone level (0,700), there are negative correlations between
HOMA-IR value (-0,487) and testosterone level (-0,334) with the de Graafian
follicle numbers but not with the tertiary follicle and corpus luteum numbers. There
is no correlation between Enterobacteriaceae composition with HOMA-IR value,
testosterone level and histological parameters.

IV. Discussions

Contrary from previous studies, HSCA diet lower the numbers of
Enterobacteriaceae obtained from gut sample in this study. HOMA-IR value and
total serum testosterone level are both higher in HSCA group. Both HOMA-IR and
testosterone level have a negative effect on folliculogenesis (de Graafian follicle
numbers), while Enterobacteriaceac compositions (gut microbiota dysbiosis) has
none. Strongest effect from HSCA diet to folliculogenesis is to the de Graafian
follicle numbers.

V. Conclusions

HOMA-IR value and testosterone level are higher, but de Graafian follicle
count is lower in HSCA diet group.. HSCA diet has no effect on Enterobacteriaceae
composition (gut microbiota dysbiosis), positive effect on HOMA-IR value and
testosterone level and negative effect on de Graafian Follicles count.

VI. Suggestions

Further study need to be done in animal for LPS level and human study to
compare and analyze mouth and fecal microbiota profile with the PCOS incidence
between group of women with high fat high sugar diet (urban) and group of women
with low sugar high fiber diet (rural).

xiii
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ABSTRAK

Latar Belakang : SOPK merupakan kelainan endokrin tersering pada wanita usia
reproduktif dimana gaya hidup dan diet memegang peranan penting. Diet tinggi
lemak dan tinggi gula mempengaruhi keseimbangan mikrobiota usus dan dipercaya
berperan terhadap patogenesis SOPK.

Tujuan : Untuk menganalisis peran diet tinggi cholic acid tinggi sukrosa (TCAS)
terhadap patogenesis SOPK melalui terjadinya disbiosis usus, peningkatan nilai
HOMA-IR, hiperandrogenemia dan gangguan folikulogenesis.

Desain Studi, Sampel, Tempat dan Waktu : Randomized post test only control
group design, dengan sampel tikus Rattus Norvegicus betina sebanyak masing-
masing 20 ekor tikus untuk kelompok kontrol dan perlakuan, selama 4 minggu dari
bulan agustus sampai September 2021 di Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga Surabaya.

Materi dan Metode : 40 ekor tikus dibagi menjadi dua kelompok yaitu perlakuan
yang mendapat pakan tinggi sukrosa dan cholic acid dengan disonde dan kelompok
kontrol yang mendapat pakan standar selama 4 minggu. Di akhir penelitian
diperiksa komposisi enterobacteriaceae usus dengan kultur agar McConkey, kadar
insulin dan glukosa puasa untuk nilai HOMA-IR, kadar testosteron total darah dan
pemeriksaan histologi untuk folikel tersier, de Graaf dan korpus luteum salah satu
ovarium.

Hasil : Nilai median komposisi Enterobacteriaceae kelompok perlakuan (2,47 x
10°/CFU) lebih rendah secara bermakna dibanding kelompok kontrol (4,75 x
10°/CFU), nilai rata-rata HOMA-IR kelompok perlakuan (4,92) lebih tinggi secara
bermakna dibanding kelompok kontrol (2,96), nilai median kadar testosteron total
kelompok perlakuan (3,00 ng/mL) lebih tinggi secara bermakna dibanding
kelompok kontrol (0,65 ng/mL), rata-rata jumlah folikel tersier kelompok
perlakuan (1,68) tidak berbeda bermakna dengan kelompok kontrol (1,48), median
jumlah folikel de Graaf kelompok perlakuan (0,00) lebih rendah secara bermakna
dibanding kelompok kontrol (0,5) dan rata-rata jumlah korpus luteum kelompok
perlakuan (8,66) tidak berbeda bermakna dibanding kelompok kontrol (8,46).
Disbiosis usus tidak berpengaruh terhadap folikulogenesis, nilai HOMA-IR
berpengaruh negatif terhadap folikulogenesis, kadar testosteron berpengaruh
negatif terhadap folikulogenesis. Pengaruh diet tinggi cholic acid tinggi sukrosa
terhadap folikulogenesis paling besar terhadap jumlah folikel de Graaf (24%).
Kesimpulan : Nilai HOMA-IR dan kadar testosteron total lebih tinggi, jumlah
folikel de Graaf lebih rendah pada kelompok TCAS dibanding kontrol. Diet TCAS
tidak berpengaruh terhadap disbiosis usus, berpengaruh positif pada nilai HOMA-
IR dan kadar testosteron dan berpengaruh negatif pada jumlah folikel de Graaf.

Kata Kunci : Diet Tinggi Cholic Acid Tinggi Sukrosa (TCAS), Disbiosis Usus,
SOPK, Folikulogenesis.
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ABSTRACT

Background : PCOS is the most common endocrine disorder found in reproductive
age women, where lifestyle and diet play important role. High fat and high sugar
diet is believed alters gut microbiota composition and plays part in the PCOS
pathogenesis.

Objective : to analyze the role of high sucrose and cholic acid (HSCA) diet in the
PCOS pathogenesis through the gut microbiota dysbiosis, HOMA-IR value,
hyperandrogenemia dan folliculogenesis impairment.

Study Design, Sample, Time and Place : Randomized post test only control group
design, 20 female Rattus Norvegicus for each group, from August to September
2021 in Faculty of Veterinary Airlangga University Surabaya.

Materials and Methods : 40 female Rattus Norvegicus divided in to 2 groups,
experimental group given high sucrose concentration food, cholic acid via gastric
tube and control group given standard rat food. In the end of the study,
Enterobacteriaceae composition was measured with McConkey agar culture,
HOMA-IR value from blood fasting insulin and glucose, total serum testosterone
by rat ELISA-kit and histological examination for tertiary follicle, de Graafian
follicle and corpus luteum.

Results : experimental group Enterobacteriaceae composition median value (2,47
x 10°/CFU) is significantly lower than the control group ( 4,75 x 105/CFU),
experimental group HOMA-IR mean value (4,92) is significantly higher than the
control group (2,96), experimental group total serum testosterone median value
(3,00 ng/mL) is significantly higher than the control group (0,65 ng/mL),
experimental group tertiary follicle count mean value(1,68) is not statistically
different from the control group (1,48), experimental group de Graafian follicle
count median value (0,00) is significantly lower than the control group (0,5) and
experimental corpus luteum count mean value (8,66) is not statistically different
from the control group (8,46). Gut microbiota dysbiosis has no effect to
folliculogenesis, HOMA-IR has negative effect to folliculogenesis and testosterone
value has negative effect to folliculogenesis. The strongest effect of high cholic acid
and high sucrose diet to folliculogenesis is to the de Graafian follicle count (24%).
Conclusions : High sucrose high cholic acid diet increase HOMA-IR value,
increase serum testosterone and decrease folliculogenesis in term of de Graafian
follicle count. High cholic acid high sucrose diet has no effect on gut microbiota
dysbiosis.

Keywords : High Sucrose and Cholic Acid (HSCA) Diet, Dysbiosis of Gut
Microbiota, PCOS, Folliculogenesis.
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