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RINGKASAN

ANALISIS MATRIKS METALLOPROTEINASE-8, ALKALINE PHOSPATASE,
NEUTROFIL ELASTASE DALAM GINGIVAL CREVICULAR FLUID PADA

PENYAKIT PERIODONTAL FLUID

Penyakit periodontal adalah penyakit yang mengenai jaringan pendukung gigi
yaitu gingiva dan jaringan periodontal yang merupakan jaringan yang
menghubungkan antara gigi penyangga yaitu tulang alveolar. Penyakit periodontal
yang paling sering mengenai jaringan periodontal adalah gingivitis dan periodontitis,

merupakan penyakit urutan kedua teratas pada kelainan rongga mulut.

Gingivitis dalam keadaan ringan tidak menimbulkan rasa sakit sehingga
kurang mendapat perhatian, tetapi bila dibiarkan gingivitis dapat menjadi
periodontitis yang berbentuk destruktif terhadap jaringan periodontal dimana
hilangnya stuktur jaringan periodontal dan loss dental dari lengkung rahang yang
akhirnya menimbulkan kelainan wajah dan gangguan pencernaan. Pada kondisi
periodontitis tingginya jumlah bakteri anaerob di dalam jaringan pendukung
periodontal merupakan lokal infeksi pada jaringan tubuh dan organ lainnya yang akan
menginfeksi secara sistemik melalui pembuluh darah dan dapat mengakibatkan

kematian.

Diagnosa penyakit periodontal dilakukan berdasarkan indeks periodontal
dengan pengukuran klinis tradisional yaitu probing kedalaman poket, perdarahan
saat probing, kehilangan perlekatan klinis, indeks plak, radiografi. Indeks yang
digunakan ini sering kali kegunaannya terbatas. Menurut National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES), lebih dari 50% sering terdapat salah
pengertian dalam menentukan keparahan penyakit periodontal sehingga
mengakibatkan kerancuan dalam menegakkan diagnosa dan memilih treatment.
Scalling dan root planing sebagai initial therapy tidak menuntaskan penyakit
Periodontal. Pada saat ini belum ada Gold Standard untuk kriteria diagnosis klinik
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penyakit periodontal sehingga diperlukan pengembangan tes diagnostik baru yang
dapat mendeteksi keberadaan penyakit yang aktif.

Dalam penelitian ini dilakukan satu metode yang dapat mengidentifikasikan
kelainan periodontal dengan langkah-langkah obyektif seperti pemeriksaan peranan
enzimatik sebagai respon host terhadap interaksi bakteri penyebab penyakit
Periodontal. Kandungan enzimatik di dalam saliva pada penderita penyakit
periodontal telah diteliti sebelumnya. Terdapat korelasi antara kadar enzimatik pada

saliva dan plasma darah.

Perubahan enzimatik karena peningkatan inflamasi pada penyakit periodontal
ini dapat diukur untuk menegakkan diagnosa sesuai dengan tingkat keparahan
penyakit Periodontal yang memiliki skala ukur yang diharapkan dapat menjadi
penanda pada penyakit Periodontal. Pengukuran enzim ini dapat menunjukkan ada
atau tidak adanya patogen periodontal, inflamasi gingiva dan periodontal, #osf-imun
inflamasi respon terhadap spesies patogen tertentu, dan kerusakan jaringan
periodontal. Media biologis yang dipilih yaitu cairan sulkus gingiva (GCF) karna

keberadaannya sangat dekat dengan lokasi inflamisi penyakit periodontal

Penelitian pendahuluan pada 8 sampel sehat, 8 gingivitis ringan. dan 8
periodontitis ringan telah dilakukan untuk mengukur kadar Matrix Metalloprotease 8
(MMP-8), Alkaline Phospatase (ALP), Neutrofil Elastase (NE). Kemudian
dilanjutkan dengan pemeriksaan kadar Matrix Metalloprotease 8 (MMP-8), Alkaline
Phospatase (ALP), Neutrofil Elastase (NE) dalam Gingival Crevicular Fluid (GCF)
dengan uji Elisa, pada 20 sampel sehat, 20 sampel gingivitis ringan, dan 20 sampel
periodontitis ringan. Hasil pemeriksaan kadar ketiga enzim tersebut digunakan dalam
menegakkan diagnosa yang akurat dan tepat terhadap penyakit gingivitis,
periodontitis dengan spesimen Gingival Crevicular Fluid (GCF). Sehingga diperoleh
diagnostik yang tepat untuk menentukan perawatan dan pengobatan akurat yang
memiliki skala ukur. Tujuan penelitian ini adalah membuktikan Hubungan Kadar
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Matriks Metalloproteinase-8, Alkaline Phospatase, Neutrofil Elastase dalam Gingival
Crevicular Fluid dengan penyakit periodontal.

Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa penanda yang paling kuat hubungannya
pada penyakit periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid, setelah dilakukan hasil
uji statistik pada penelitian ini didapatkan hubungan yang bermakna antara kadar
Matrix Metalloproteinase-8, Alkaline Phosphatase dan Neutrophyl Elastase pada
penyakit periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid. Hasil uji analisis multivariat
dengan Uji MANOVA, akhirnya didapatkanlah penanda yang paling kuat
hubungannya dengan penyakit periodontal adalah Marrix Metalloproteinase-8.
karena MMP-8 bekerja menghancurkan kolagen tipe I dan struktur gingiva, dimana
jaringan ikat gingiva terdiri dari rangkaian bundel serat kolagen dengan komponen
utama terdiri dari serat kolagen 60%. Dengan terbuktinya hubungan paling kuat
antara kadar Matrix Metaloprotease-8 dengan penyakit periodontal, maka terjadi
kadar MMP-8 yang tinggi dapat dijadikan indikator tingginya inflamasi pada
penyakit periodontal.

Disarankan dalam aplikasi terapi penyakit periodontal selanjutnya menggunakan
cairan fisiologis tubuh seperti GCF sebagai salah satu skala ukur yang menyatakan
kondisi kesehatan pasien. Dalam mendiagnosa, menegakkan prognosa, dan

mengevaluasi treatment sangat penting berdasarkan skala ukur.




SUMMARY
ANALYSIS MATRIX METALLOPROTEINASE - 8 , ALKALINE
PHOSPHATASE AND NEUTROPHIL ELASTASE
IN PERIODONTAL DISEASE ON GINGIVAL CREVICULAR FLUID

Periodontal disease is a disease that affects the supporting tissues of teeth and
gingiva of periodontal tissue that connects the abutment namely alveolar bone .
Periodontal disease that affects the periodontal tissues are gingivitis and periodontitis
, the incidency is the second highest disease on oral disease.

In the state of mild gingivitis, it is painless so it makes less attention , but if it

didn’t get a proper treatment can turn into periodontitis, a destructive form of
periodontal tissue that cause the loss of periodontal tissue structure and loss of the
dental arch and facial abnormalities and gastrointestinal disorder. On the condition of
periodontitis, there is high number of anaerobic bacteria in the periodontal supporting
tissues, which is a local infection in the body tissues and other organs that will infect
systemically through the blood vessels and can lead to death .
The diagnosis of periodontal disease can be done by periodontal index with
traditional clinical measurements like probing pocket depth , bleeding on probing ,
clinical attachment loss , plaque index , radiography. The use of periodontal index is
often limited in usefulness. According to the National Health and Nutrition
Examination Survey ( NHANES ) , more than 50 % there is often misunderstanding
in determining the severity of periodontal disease causing confusion in diagnosis and
selecting treatment . Scaling and root planing as an initial therapy in Periodontal
disease does not resolve the problem. At this time there is no Gold Standard for
clinical diagnosis criteria of periodontal disease, the development of new diagnostic
tests that can detect the presence of active disease .

In this research, a method that can identify periodontal disorders with objective
measures such as examination of enzymatic role as the host response to the

interaction of bacteria that cause periodontal disease . The enzymatic content of saliva




in patients with periodontal disease have been studied previously . There is a
correlation between enzymatic levels in saliva and blood plasma .

Enzymatic changes due to increased inflammation in periodontal disease can be
measured for diagnosis according to the severity of periodontal disease that has a
measuring scale that is expected to be a marker of periodontal disease . Measurement
of these enzymes can indicate the presence or absence of periodontal pathogens ,
gingival and periodontal inflammation , host - immune inflammatory response
against a particular pathogen species , and the destruction of periodontal tissue .
Selected biological media that gingival crevicular fluid ( GCF ) because its existence
is very close to the location of periodontal disease.

The preliminary study on 8 healthy samples, 8 mild gingivitis, and 8 mild
periodontitis has been conducted to measure the level of Matrix Metalloprotease 8
(MMP-8), Alkaline Phospatase (ALP), Neutrofil Elastase (NE). The study is proceed
by measuring level of Matrix Metalloprotease 8 (MMP-8), Alkaline Phospatase
(ALP), Neutrofil Elastase (NE) in Gingival Crevicular Fluid (GCF) by Elisa test on
20 healthy samples, 20 mild gingivitis, and 20 mild periodontitis.The result of
enzymes level measurement is used in establishing an accurate and appropriate
diagnosis to gingivitis, periodontitis with specimens Gingival crevicular Fluid (GCF)
in order to obtain the correct diagnosis to determine and treat accurately which has
measuring scale. The purpose of this study is to prove the Relationship of Matrix
Metalloproteinase-8, Alkaline Phospatase, Neutrophil Elastase Levels in Gingival
Crevicular Fluid and Periodontal Disease.

The level of matrix metalloprotease 8 ( MMP - 8 ) , Alkaline Phospatase ( ALP ),
Neutrophil elastase ( NE ) with elisa test in establishing an accurate diagnosis ,
appropriate to the disease gingivitis , periodontitis with specimens Gingival
crevicular Fluid ( GCF ) in order to obtain appropriate diagnostic care and treatment
to determine accurately which has a measuring scale. The purpose of this study is to
see the relationship Levels of Matrix Metalloproteinase - 8 , Alkaline Phospatase ,

Neutrophil elastase Gingivitis and Periodontitis in the Gingival crevicular Fluid .
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The results of this study concluded that the marker most strongly linked to
periodontal disease in Gingival crevicular Fluid , after the results of statistical tests
performed in this study found a significant association between levels of Matrix
Metalloproteinase - 8 , Alkaline Phosphatase and Neutrophyl Elastase on periodontal
disease in Gingival crevicular Fluid . The test results of multivariate analysis with
MANOVA test , the most strongest marker linked to periodontal disease is the Matrix
Metalloproteinase - 8. Because MMP - 8 work destroying collagen type 1 and
gingival structures , where the gingival connective tissue composed of bundles of
collagen fibers with a series of major components consist of 60 % collagen fibers .
With the evidence of the strong relationship between the levels of matrix
metalloprotease - 8 with periodontal disease , it occurs that MMP- 8 can be used as an
indicator of the high inflammation in periodontal disease .

It is suggested in application of periodontal disease therapy using physiological
body fluids such as GCF as measure scale that establish patient health. In establishing

diagnosis, prognosis, and evaluating treatment is very based on the measuring scale.
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ABSTRAK

ANALISIS MATRIKS METALLOPROTEINASE-8, ALKALINE PHOSPATASE,
NEUTROFIL ELASTASE DALAM GINGIVAL CREVICULAR FLUID PADA
PENYAKIT PERIODONTAL FLUID

Penyakit periodontal yang mengenai jaringan gingival dinamakan penyakit
gingivitis, dan akan berlanjut menjadi periodontitis yang berbentuk destruktif
terhadap jaringan periodontal dimana hilangnya stuktur jaringan periodontal dan Joss
dental dari lengkung rahang yang akhirnya menimbulkan kelainan wajah dan
gangguan pencernaan. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan hubungan kadar
Matrix Metalloproteinase-8, Alkaline Phospatase, Neutrofil Elastase pada penyakit
periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid.

Pada penelitian ini melibatkan 60 orang sampel dengan 20 orang sampel sehat,
20 orang sampel gingivitis ringan, 20 orang sampel periodontitis awal. Kadar enzim
yang diteliti diuji dengan menggunakan teknik ELISA. Pada penelitian cross
sectional membandingkan kadar ketiga enzim masing-masing terhadap sampel sehat,
gingivitis ringan dan periodontitis awal pada setiap kelompok. Analisis data
dilakukan dengan cara univariat untuk mendidkripsikan masing-masing
variable,untuk melihat distribusi normal (p > 0.05) dilakukan Kolmogorov Smirnof
Test. Apabila terdistribusi normal dilakukan uji ANOVA untuk mengetahui
perbedaan rata rata kadar MMP-8, Alkaline Phospatase, Neutrofil Elastase jika
didapatkan hasil yang signifikan kemudian dilanjutkan dengan Post Hoc Bonferroni.
Untuk melihat enzim yang paling kuat hubungannya antara MMP-8, Alkaline
Phospatase, Neutrofil Elastase terhadap sample sehat , penderita gingivitis dan
periodontitis dengan derajat kepercayaan 95 %, dilakukan uji homogenitas (p > 0.05)
dan dapat dilanjutkan dengan uji MANOVA.

Penelitian ini menyimpulkan bahwa bahwa terdapat hubungan yang bermakna
antara kadar Matrix Metaloprotease-8, Alkaline phospatase dan Neutrofil Elastase
pada penyakit periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid. Dan didapatkan penanda
yang paling kuat hubungannya dengan penyakit periodontal adalah Matrix
Metalloproteinase-8.

Hasil penelitian ini dapat digunakan para praktisi agar dapat menegakkan
diagnosa yang tepat dan penanganan yang tepat pada penyakit periodontal dengan
skala ukur kadar enzim Matrix Metalloproteinase-8, sehingga penderita penyakit
periodontal tidak berkelanjutan menimbulkan komplikasi.

Kata kunci : Penyakit Periodontal, MMP-8, ALP, NE
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ABSTRACT

ANALYSIS MATRIX METALLOPROTEINASE - 8 , ALKALINE
PHOSPHATASE AND NEUTROPHIL ELASTASE
IN PERIODONTAL DISEASE ON GINGIVAL CREVICULAR FLUID

Periodontal disease affecting the gingival tissues is gingivitis , and when it is
not properly treated, will be a destructive periodontitis of periodontal tissue structure
where the periodontal tissues and loss of the dental arch and facial abnormalities and
can indicate the gastrointestinal disorder. This study aims to prove the relationship
levels of Matrix Metalloproteinase - 8 , Alkaline Phosphatase , Neutrophil elastase in
periodontal disease in Gingival Crevicular Fluid .

In this study involving 60 people with a sample of 20 healthy samples , 20
samples of mild gingivitis , periodontitis initial 20 samples . Studied enzyme levels
tested using ELISA technique . In a cross-sectional study comparing three levels of
each enzyme to sample healthy , mild gingivitis and periodontitis early in each group
. Data analysis was performed by means of univariate to describe each variable ,
Kolmogorov Smirnof Test is used to see a normal distribution ( p > 0.05). If normally
distributed ANOVA test to determine differences in average levels of MMP - 8 ,
Alkaline Phospatase , Neutrophil elastase if obtained significant results followed by a
Bonferroni post hoc . To see the most powerful enzyme relationship between MMP -
8 , Alkaline Phospatase , Neutrophil elastase to sample healthy , gingivitis and
periodontitis patients with a 95% confidence level , homogeneity test ( p > 0.05), and
can proceed with the MANOVA test .

This study concluded that there is a significant correlation between the levels
of matrix metalloprotease - 8 , Alkaline phospatase and Neutrophil elastase in
periodontal disease in Gingival crevicular Fluid . And obtained the strongest markers
of periodontal disease is Matrix Metalloproteinase - 8 .

The results of this study can be used by practitioners in order to establish a
proper diagnosis and appropriate treatment of periodontal disease by measuring the
scale of Matrix Metalloproteinase-8, there is no complication in person with
periodontitis.

Keywords : Periodontal Disease, MMP-8, ALP, NE
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan masalah dalam keschatan gigi, karena
penyakit ini menempati urutan kedua teratas, pada kelainan rongga mulut.
Gingivitis dalam keadaan ringan tidak menimbulkan rasa sakit sehingga kurang
mendapat perhatian, tetapi bila dibiarkan gingivitis dapat menjadi periodontitis
yang berbentuk destruktif terhadap jaringan periodontal dimana hilangnya stuktur
jaringan periodontal dan loss dental dari lengkung rahang yang akhimya
menimbulkan kelainan wajah dan gangguan pencernaan. Pada kondisi
periodontitis tingginya jumlah bakteri anaerob di dalam jaringan pendukung
periodontal merupakan lokal infeksi pada jaringan tubuh dan organ lainnya yang
akan menginfeksi secara sistemik melalui pembuluh darah dan dapat
mengakibatkan kematian (Perinetti ef al., 2008; Syafti,2008).

Menurut Centers for Disease Control and Prevention (CDC) pada tahun
2009 - 2010, setiap dua orang Amerika dewasa yang berumur 30 tahun menderita
penyakit periodontal. Sekitar 42% atau 64,7 juta orang dewasa Amerika memiliki
mild Periodontitis dan moderate periodontitis. Pada orang dewasa yang berumur
65 atau lebih tua prevalensi meningkat menjadi 70,1 %. Berdasarkan jenis
kelamin, secara umum persentase gingivitis pada laki-laki (54,47%) sedikit lebih
tinggi dibandingkan perempuan(45,53%). Ini berhubungan dengan keadaan oral
hygiene (OH), dimana perempuan lebih memiliki OH yang baik dibandingkan
dengan laki-laki seperti yang sudah diteliti pada 100 sampel dikota Yogyakarta

padatahun 2008. Keadaan OH inilah yang merupakan faktor lokal yang



mempengaruhi keparahan gingivitis. Kondisi gingivitis yang tidak segera diatasi
akan terus berpengaruh terhadap jaringan periodontal yang mengakibatkan
hilangnya struktur jaringan periodontal dan loss dental dari lengkung rahang
(Syafri,2008). Gingivitis mengenai lebih dari 80% anak umur muda, sedangkan
hampir semua populasi dewasa sudah pernah mengalami gingivitis, periodontitis
atau keduanya . Berdasarkan data Survey Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) 2011
prevalensi penyakit Periodontal mencapai 60% pada masyarakat Indonesia, dan
data dari DKK Padang tahun 2011,prevalensi penyakit periodontal 3,9% yaitu
sebanyak 9.721 penderita penyakit periodontal. Bila sudah terjadi peridontitis
akan lebih sulit perawatan. Oleh karena itu, dokter gigi seharusnya berhati-hati
dalam mendeteksi tahap awal dari gingivitis dan segera menerapkan perawatan
yang efektif sekaligus memonitor dan memberi terapi sebagai bagian dari recall
protocol (Fiorellini et al., 2006).

Pada saat ini diagnosa penyakit periodontal dilakukan berdasarkan indeks
periodontal dengan pengukuran klinis tradisional yaitu probing kedalaman poket,
perdarahan saat probing, kehilangan perlekatan klinis, indeks plak, radiografi.
Indeks yang digunakan ini sering kali kegunaannya terbatas. Menurut National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), lebih dari 50% sering
terdapat salah pengertian dalam menentukan keparahan penyakit periodontal
sehingga mengakibatkan kerancuan dalam menegakkan diagnosa dan memilih
treatment (Fernando et al.,2009). Scalling dan root planing sebagai initial therapy
tidak menuntaskan penyakit Periodontal (Kardum 2001;Pejcic, 2007). Pada saat
ini belum ada Gold Standard untuk kriteria diagnosis klinik penyakit periodontal

(Manau, 2008) sehingga diperlukan pengembangan tes diagnostik baru yang dapat



mendeteksi keberadaan penyakit yang aktif, memprediksi perkembangan penyakit
masa depan dan mengevaluasi respon terhadap terapi periodontal. Dengan
demikian akan dapat meningkatkan manajemen klinis pasien yang menderita
penyakit periodontal.

Oleh karena itu diperlukan satu metode yang dapat mengidentifikasikan
kelainan periodontal dengan langkah-langkah obyektif seperti pemeriksaan
peranan enzimatik sebagai respon host terhadap interaksi bakteri penyebab
penyakit Periodontal. Kandungan enzimatik di dalam saliva pada penderita
penyakit periodontal telah diteliti sebelumnya. Terdapat korelasi antara kadar
MMP-8 dan TIMP-2 pada saliva dan plasma darah (Meschiari er al.,2013).
Aktivitas Alkaline Phosphatase berkorelasi dengan bertambahnya dalam poket
dan kehilangan tulang alveolar pada penyakit periodontal dan dinyatakan bahwa
kadar ALP di dalam saliva 3 kali lebih tinggi dibanding di dalam serum darah
(Ishikawa, 1970; Usal e «l.,2008; Malhotra ef «al.,2010). Menurut Nakashima
(1994) dan Ranjan et al (2010) menyatakan bahwa kadar ALP dalam saliva 3 kali
lebih banyak daripada ALP yang terdapat di dalam serum.Hal ini menyatakan
bahwa ALP sangat aktif di jaringan periodontal. Enzim Neutrophyl Elastase telah
diteliti oleh Radjokovic (2010) dan dinyatakan hanya sedikit lebih rendah kadar
NE di kelenjar saliva 3 pmol dibanding plasma darah yang nilainya 4 pmol.
Belum diterapkannya pemeriksaan secara objektif dalam menegakkan diagnosa
dan mengukur skala keberhasilan perawatan penyakit Periodontal menyebabkan
prevalensi penyakit ini masih tinggi.

Penyakit periodontal terjadi karena interaksi antigen bakteri dengan host-

jaringan sehingga mengaktivasi neutrofil, produksi antibodi, dan resorpsi tulang




(Nagase, 2002). Fungsi neutrofil untuk mengontrol serangan bakteri secara
fagositosis dan juga mengeluarkan Matrix Metalloprotease (MMP-8) yang bisa
berkontribusi untuk kerusakan jaringan (Tester, 2007). Alkaline Phosphatase
berkontribusi dalam identifikasi tempat infeksi bakteri dan pembaharuan tulang
(Ranjan et al.,2010). Neutrophyl Elastase bekerja dengan menghancurkan elastin,
pada jaringan pendukung elastin berguna untuk memberikan kemampuan
jaringan untuk meregang dan mendukung kesehatan sel (Uitto, 2003).

Perubahan enzimatik karena peningkatan inflamasi pada penyakit
periodontal ini dapat diukur untuk menegakkan diagnosa sesuai dengan tingkat
keparahan penyakit Periodontal yang memiliki skala ukur yang diharapkan dapat
menjadi penanda pada penyakit Periodontal. Pengukuran enzim ini dapat
menunjukkan ada atau tidak adanya patogen periodontal, inflamasi gingiva dan
periodontal, host-imun inflamasi respon terhadap spesies patogen tertentu, dan
kerusakan jaringan periodontal. Media biologis yang dipilih yaitu air liur, serum,
plak sub gingiva, biopsi jaringan, dan cairan sulkus gingiva (GCF).

Diagnosis dini dan pengobatan penyakit periodontal adalah penting
karena sifat awal penyakit ini adalah reversible tetapi jika tidak mendapat terapi
yang tepat dan akurat maka penyakit periodontal akan bersifat irreversible.
Prosedur diagnostik ini dapat memberikan informasi yang tepat mengenai tipe
penyakit periodontal, lokasi yang terinflamasi dan tingkat keparahannya. Temuan
ini berfungsi sebagai dasar untuk perencanaan pengobatan dan menyediakan data
penting selama rencana perawatan periodontal dan pemantauan fase

perkembangan penyakit.



Berdasarkan masalah diatas secara klinis maka pada penelitian ini akan
diteliti : Matrix Metalloprotease 8 (MMP-8), Alkaline Phospatase (ALP),
Neutrofil Elastase (NE) dalam menegakkan diagnosa yang akurat, tepat terhadap
penyakit gingivitis, periodontitis dengan spesimen Gingival Crevicular Fluid
(GCF) sehingga diperoleh diagnostik yang tepat untuk menentukan perawatan dan

pengobatan akurat yang memiliki skala ukur.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah diatas, maka dapat dirumuskan
masalahnya sebagai berikut ;
1. Apakah ada perbedaan kadar Matrix Metalloproteinase-8 dalam Gingival
Crevicular Fluid pada penyakit periodontal?
2. Apakah ada perbedaan kadar Alkaline phospatase dalam Gingival
Crevicular Fluid pada penyakit periodontal?
3. Apakah ada perbedaan kadar  Newtrofil Elastase dalam Gingival

Crevicular Fluid pada penyakit periodontal?

4. Diantara ketiga enzim tersebut manakah yang paling kuat hubungannya

dengan penyakit periodontal?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Menganalisis hubungan kadar Matrix Metalloproteinase-8, Alkaline
Phospatase, Neutrofil Elastase dalam Gingival Crevicular Fluid dengan penyakit

periodontal.



1.3.2

1)

2)

3)

4)

1.4

Tujuan Khusus

Membuktikan perbedaan kadar Matrix Metalloproteinase-8 dalam
Gingival Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Membuktikan perbedaan kadar Alkaline phospatase dalam Gingival
Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Membuktikan perbedaan kadar Neutrofil Elastase dalam Gingival
Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Mengetahui enzim yang paling kuat hubungannya diantara ketiga enzim

dalam Gingival Crevicular Fluid dengan penyakit periodontal.

Manfaat Penelitian

Dengan didapatnya enzim yang kuat hubungannya dalam Gingival

Crevicular Fluid dengan penyakit periodontal. , maka penelitian ini dapat

memberi kontribusi pada :

1.4.1

1.4.2

Pengembangan Iimu
1. Meningkatkan pengertian pentingnya enzim yang paling kuat
hubungannya sebagai enzim yang paling berperan dalam mendeteksi

dini perjalanan penyakit periodontal.

B

Meningkatkan pemilihan dalam menetukan freafment yang tepat

pada penyakit periodontal yang mempunyai skala ukur.

Terapan
Mendapatkan enzim yang paling kuat hubungannya dalam Gingival
Crevicular Fluid dengan penyakit periodontal, maka dalam praktek

sehari-hari, para praktisi dapat melakukan upaya pencegahan terjadinya




gangguan dengan penanganan yang tepat,sehingga penderita penyakit

periodontal tidak berkelanjutan menimbulkan komplikasi.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Gingiva

Gingiva adalah bagian mukosa rongga mulut yang mengelilingi gigi dan
menutupi linggir (ridge alveolar), yang merupakan bagian dari aparatus
pendukung gigi, periodontium, dan membentuk hubungan dengan gigi. Gingiva
dapat beradaptasi terhadap perubahan lingkungan dan rongga mulut yang
merupakan bagian pertama dari saluran pencernaan dan daerah awal masuknya
makanan dalam sistem pencernaan. Jaringan rongga mulut terpapar terhadap
sejumlah besar stimulus, temperatur dan konsistensi makanan dan minuman,
komposisi kimiawi, asam dan basa sangat bervariasi. Gingiva yang sechat
berwarna merah muda, tepinya seperti pisau sama dengan kontur gigi geligi

(Manson dan Eley, 1993; Highfield 2009; Solanki 2012).

2.1.1 Anatomi Mikroskopik Jaringan Lunak Pendukung Gigi
Menurut Itjiningsih Wangijaya Hashanur (1991), Solanki (2012) secara
klinis dan mikroskopis gingiva dapat dibagi menjadi :

1. Marginal gingiva / unattached gingiva yaitu bagian dari free
gingiva(bagian dari gingivayang mengelilingi gigi dan tidak melekat pada
gigi) yang terletak di labial / bukal dan lingual / palatinal gigi, lebarnya
kurang dari satu milimeter.

2. Attached gingiva, yaitu : bagian dari gingiva yang melekat erat dengan
jaringan sementum dan tulang alveolar. Gingiva attachment terletak mulai
lekukan yang disebut free gingiva groove (batas antara marginal

gingivadan gingiva aftachment) sampai pada mukosa alveolar. Lebarnya



berkisar antara satu sampai sembilan millimeter dan tergantung pada letak
gigi individu. Gingival attachment yang melekat pada cement disebut
gingival cemental, sedangkan gingival attachment yang melekat pada
processus alveolaris disebut gingival alveolar.

3. Interdental papilla, yaitu bagian dari gingivayang mengisi ruang
interdental sampai di bawah titik kontak gigi, terdiri dari unattached dan
attached gingival, bila ada diastema, interdental papilla melekat erat

dengan processus alveolaris disebut gingival alveolar.

Gambar 2.1 Interdental Papilla (Fiorellini et al.,2011)
Menurut J.D. Manson dan B.M. Eley (1993), Corbet (2012) dikatakan
bahwa regio interdental berperan sangat penting karena merupakan daerah
stagnasi bakteri yang paling resisten dan strukturnya menyebabkan daerah

ini sangat peka, didaerah ini biasanya timbul lesi awal gingivitis.

2.1.1.1 Serabut gingiva.

Jaringan ikat gingiva terdiri dari rangkaian bundel serat kolagen
yang mengandung pembuluh darah dan saraf, fibroblas, makrofag, sel
mast, limfosit sel plasma dan sel-sel pertahanan lainnya (Elley e al.,2010).
Jaringan ikat merupakan komponen utama pada gingiva terdiri dari serat

kolagen 60%, fibroblas 5%, pembuluh darah, saraf dan matriks 35%
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(Graber et al., 2005). Serat kolagen dapat dibedakan menjadi beberapa
kelompok :

- Dentogingival fiber

- Circular fiber

- Dentoperiosteal fiber

- Transeptal fiber

Kolagen disentesis oleh fibrolas dan disekresikan dalam bentuk inaktif yaitu

prokloagen, kemudian diubah menjadi tropokolagen. Pada rongga

ekstraselular, tropokolagen dipolimerisasi menjadi benang-benang kolagen
yang kemudian beragregasi ke dalam bundel kolagen dengan membentuk

ikatan silang (Elley et al., 2010).

1. Serabut gingival atau serabut gingival bebas yang melekeat pada
sementum dan melebar ke luar ke gingivadan ke atas tepi gingiva untuk
bergabung dengan tepi gingiva untuk bergabung dengan periosteum dari
daerah perlekatan gingiva.

2. Alveolar gingivalatau serabut puncak tulang alveolar yang keluar dari
puncak tulang alveolar dan berjalan ke coronal ke arah gingival.

3. Serabut sirkular yang mengelilingi gigi.

4. Serabut franseptal yang berjalan dari satu gigi ke gigi lainnya di coronal

ke septum alveolar.
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Dentoperiosteal “]
group

Figures 9.32A and B: A. Principal fiber groups of the gingival igament, B. Fiber groups of Ihe gingival

nterproximally related

Gambar 2.2 Serabut Periodontal (Itoiz ef al., 2008)

2.1.1.2 Sulcus Gingiva
Menurut Carranza et al (2006), sulcus gingiva terdapat di daerah gingiva
bebas dan berperan penting dalam penyakit periodontal, berbentuk huruf V dan
dalam keadaan normal atau sehat dalamnya berkisar antara nol sampai dua
millimeter. Adapun batas-batasnya adalah sebagai berikut :
1. Bagian lateral oleh ephitelium lining dari gingival margin
2. Bagian media oleh jaringan gigi

3. Bagian dasarnya terdapat ephithelial attachment.

2.1.1.3 Epithelial Attachment

Menurut Itjiningsih (1991) dan Kidd (2005), epithelial attachment adalah
bagian epithel dari gingival margin yang mengadakan perlekatan dengan jaringan
gigi, terdiri dari beberapa lapis epithel, pada orang muda lapisan ini sebanyak tiga
sampai empat lapis dan pada orang tua lapisan ini makin bertambah.Panjangnya
0,25 — 0,6 mm. Tempat perlekatan epithelial attachment pada gigi,sangat erat

hubungannya dengan pertumbuhan gigi, Pertumbuhan gigi yangberhubungan
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dengan dengan epithelial attachment berjalan terus menerus selamahidup.

Pertumbuhan ini dibagi atas :

1.

2,

2.1.2

Pertumbuhan yang aktif, yaitu pertumbuhan gigi ke jurusan oklusal

Pertumbuhan yang pasif, yaitu pergerakan dari epithelial attachment ke

jurusan apex gigi.

Kedua pertumbuhan ini berjalan bersama-sama dan sampai mencapai

antagonis pertumbuhannya berkurang.

Anatomi Mikroskopik Jaringan Keras Pendukung Gigi

Periodontal ligament fibors

Qrgval eulcus
ia potenhal Ipace) —

Q rigval margr

Fre= gngwal groove
Conpecave 1ssue attachment
wilh tree gingival I bars

== Absoclar crost fbers

Ateeclar cresl ——————

= Honzontal fibers —————
Cottical plale
ishaded red
* Obique fers —
Absaplar bory sockat
vai TG Oufa sl

(5 a red bne)

== Apical fibers

Marrow spates
Trabecular bone ~

Free Ginaiva

— Kerat-yged

epithelium
r——‘lttucm Gingiva
Mucogmgva

J  |urchos

Alveclar Mucosa

/

[Cheek

Gambar 2.3 Struktur jaringan keras pendukung gigi. (Riekne ef al.,2012)

2.1.2.1 Ligament periodontal

Ligamen periodontal terdiri atas pembuluh darah yang kompleks dan

serabut jaringan ikat (kolagen) yang mengelilingi akar gigi dan melekat ke

prosesus alveolar (inner wall of the alveolar bone). Ligamen periodontal tidak

hanya menghubungkan gigi ke tulang rahang tetapi juga menopang gigi pada

soketnya dan menyerap beban yang mengenai gigi. Beban selama mastikasi,
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menelan dan berbicara sangat besar variasinya, juga frekuensi, durasi, dan
arahnya. Struktur ligamen biasanya menyerap beban tersebut secara efektif dan
meneruskannya ke tulang pendukung.

Ketebalan ligamen periodontal bervariasi dari 0,3-01 mm. Yang terbesar
pada mulut soket dan pada apeks gigi dan tersempit pada aksis rotasi gigi, yang
terletak sedikit apikal dari pertengahan akar. Pada keadaan sehat igi mempunyai
rentang gerakan yang normal. Seperti bagian rangka lainnya, strs fungsional
dibutuhkan untuk mempertahankan integritas ligamen periodontal. Bila stres
fungsional besar, ligamen biasanya juga lebih tebal dan bila gigi tidak berfungsi
ligamen akan menjadi tipis, setipis 0,06 mm. Dengan terjadinya proses ketuaan
ligamen akan menjadi lebih tipis.

Ligamen terdiri dari serabut jaringan ikat yang tersusun dengan teratur
pada matriks substansi dasar yang dilewati pembuluh darah dan saraf. Serabut-
serabut tersebut dikelompokkan sesuai dengan orientasi dominannya, serabut
puncak tulang alveolar, berjalan dari sementum pada leher gigi ke puncak tulang
alveolar. Serabut horizontal, berjalan dari sementum ke puncak tulang alveolar.
Serabut oblik, membentuk komponen utama dari ligamen dan berjalan dari tulang
sedikit ke apikal untuk berinsisio pada sementum sehinga dapat menahan gigi
dalam soketnya. Dan yang terakhir adalah, serabut apikal, yang memancar dari
apeks ke dasar soket. Disini juga dapat diikutsertakan serabut interradikular yang
terletak di daerah furkasi gigi berakar jamak dan seperti serabut transeptal,

berjalan dari akar ke koronal akar menuju puncak tulang alveolar.
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2.1.2.2 Sementum

Sementum adalah jaringan kalsifikasi tanpa vaskuler disekeliling akar gigi.
terdapat 2 tipe cementum yang tersusun dalam lamellae yg dipisahkan oleh garis
paralel inkremental sepanjang axis akar, yaitu tipe acelluler / primary, tipe
celluler / secondary. Acelluler sementum yang pertama kali terbentuk pada
sepertiga servikal atau setengah akar dan tidak mengandung sel, sementum ini
terbentuk sebelum gigi mencapai oklusal plane dengan ketebalan sekitar 30 -230
pm. Sedangkan celluler sementum terbentuk setelah gigi mencapai oklusal plane,
irreguler dan mengandung sel (cementocytes), sementum ini lebih sedikit
terkalsifikasi dibandingkan acelluler sementum.

Sementum selular biasanya ditumpuk pada sementum aselular pada
sepertiga apical akar dan bergantian dengan lapisan sementum
aselular. Sementum selular ditumpuk pada kecepatan yang lebih besar dari
sementum aselular dan dengan demikian menjebak sementoblas di dalam
matriks. Sel-sel yang terjebak ini disebut sementosit. Sementosit terletak pada
kripta sementum dan dikenal sebagai lacuna.Dari lacuna, kanal-kanal, disebut
kanalikuli, yang berisi perpanjangan protoplasmic sementosit dan berfungsi
sebagai jalan mengangkut nutrisi ke sementosit, menjalin dengan kanalikuli lain
dari lakuna lain untuk membentuk suatu sistem yang dapat dipersamakan dengan
sistem Havers (haversian sistem) tulang. Karena sementum adalah avascular,
nutrisinya berasal dari ligament periodontal. Karena lapisan incremental
sementum ditumpuk, ligamen periodontal dapat berpindah tempat lebih jauh, dan
akibatnya beberapa sementosit mungkin mati dan meninggalkan lakuna

kosong (Grossman, 1995) .



Ketebalan sementum menggambarkan salah satu fungsinya. Tebal
sementum sekitar 20 sampai 50 pM pada hubungan sementum-email dan tebal
sementum adalah sekitar akar. Sementum yang lebih tebal pada apeks disebabkan
karena penumpukannya yang terus menerus selama kehidupan eruptif gigi untuk
mempertahankan tingginya pada bidang oklusal. Penumpukan sementum yang
terus-menerus juga memberi bentuk pada foramen apical dewasa. Foramen bila
menjadi dewasa, menjadi konis, dengan aspek kerucut, disebut diameter minor
(konstriktur), menghadap pulp dan dasar, disebut diameter mayor, menghadap
ligament periodontal. Penumpukan sementum yang terus menerus menaikkan
diameter mayor dan menghasilkan suatu deviasi rata-rata foramen apical sebesar
0,2 sampai 0,5 mm dari pusat apeks akar. Diameter minor menentukan
penghentian apical instrumentasi dan obturasi saluran akar dan rata-rata adalah 0,5
mm dari permukaan semental pada gigi-gigi kecil dan 0,75 mm dari permukaan
pada gigi-gigi dewasa. Meskipun hubungan sementum-sementum bertepatan
dengan diameter minor, sementum dapat tumbuh tidak rata dan dapat mengubah
hubungan ini (Grossman, 1995; Park et al., 2010) .

Memperbaiki adalah fungsi lain sementum. Fraktur akar dan resorpsi
biasanya diperbaiki oleh sementum. Penutupan akar yang belum dewasa pada
prosedur apeksifikasi disempurnakan oleh deposisi sementum atau jaringan yang
menyerupai sementum. Sementum juga memiliki fungsi protektif. Lebih resisten
terhadap rasorpsi dari tulang. Hal ini diperkirakan karena
avaskularitasnya. Akibatnya, gerakan ortodontik akar biasanya dapat dilakukan

dengan kerusakan resorptif minimum.Fungsi-fungsi lain adalah deposisi



sementum yang terus menerus dan penyumbatan foramina aksesori dan apical
setelah perawatan saluran akar (Grossman, 1995; Park et al., 2010) .
2.1.2.3 Tulang Alveolar

Tulang alveolar adalah bagian dari maxilla dan mandibula, membentuk
socket gigi. tulang alveolar terdiri atas, External plate dari Cortical bone, dinding
tipis bagian dalam dari socket merupakan tulang yg kompak yg disebut alveolar
bone proper, cancellous trabeculae diantara 2 lapisan kompak. Interdental septum
terdiri dari tulang cancellous supporting. Komposisi tulang alveolar terdiri dari,
Cells of Alveolar Bone adalah osteoblas, osteoklas dan osteosit. Extra-cellular
Matrix,terdiri atas 2/3 bahan anorganik (calcium and phosphate) dan 1/3 bahan
organik (collagen  type I, with small amounts of non collagenous proteins)
Osteoblas membentuk matrix organik yg mengandung kolagen disebut Osteoid
(prebone), yang kemudian terkalsifikasi membentuk tulang (bone).

Osteoblas yg terjebak dlm matrix tulang menjadi Osteosit, berlokasi dalam
lakuna (ruang dalam tulang) yang berkoneksi melalui celah kecil disebut
canaliculi. Resorpsi tulang terkait dengan sel bernama Osteoklas, yang merupakan
sel berinti banyak dan ditemukan pada permukaan tulang yang cekung
(Howship’s lacunae). Di dalam tulang alveolar, lakuna terdapat pada periosteal
(outer), endosteal (marrow) maupun permukaan ligamen periodontal pada tulang.

Seperti tulang lainya, tulang alveolar juga mengalami remodelling sebagai
respons terhadap stress mekanis dan kebutuhan metabolisme terhadap fosfor dan
kalsium. Pada keadaan sehat, remodelling prosessus berfungsi mempertahankan

volume keseluruhan dari tulang dan anatomi keseluruhan relatif stabil.
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2.2  Klasifikasi Penyakit Periodontal

Gingivitis adalah peradangan gusi yang terjadi pada gingiva.Pada tahap
yang lebih lanjut gambaran gingivitis secara klinis ditandai dengan gingiva yang
bertambah merah warnanya, edema, pendarahan, berubah konturnya, kehilangan
adaptasinya terhadap gigi.

Klasifikasi Penyakit Periodontal berdasarkan the International Workshop
for Classification of Periodontal Diseases, 1999 adalah :

1. Penyakit Gingiva (Gingival Disease)

2. Periodontitis Kronis

)

Periodontitis Agresif

4. Periodontitis Sebagai Manifestasi dari Penyakit Sistemik
5. Penyakit Periodontal Nekrotik

6. Abses Periodonsium

7. Periodontitis berkaitan dengan lesi endodontik

8. Penyakit Periodontal karena kondisi dan kelainan bentuk

2.2.1 Faktor-Faktor Penyebab Penyakit Peridontal

Potensi patogenik bakteri plak bervariasi antar individu dan antar sisi pada
rongga mulut. Plak dalam jumlah sedikit dapat ditolerir individu sehat tanpa
menimbulkan penyakit periodontal karena adanya mekanisme pertahanan host.
Keadaan schat akan beralih menjadi keadaan sakit apabila jumlah bakteri plak
meningkat secara signifikan, dan faktor virulensinya melampaui daya ambang
individu dan kemampuan pertahanan 4osf menurun.
Pada gingivitis dan periodontitis respon imunitas tersebut mempunyai fungsi

protektif maupun destrukitif.
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Didalam rongga mulut ada jutaan bakteri yang dibutuhkan (flora normal),
bakteri khas yangterdapat pada jaringan periodontal adalah bakteri gram negatif
yang anaerob.Dapat diperkirakan didalam gusi terdapat kantong yang makin
kedasar makin tidak ada oksigennya, sehingga bakteri anaerob makin tumbuh
subur. (Ahmad Syaify,2008).

Kelainan yang terjadi dalam rongga mulut disebabkan oleh
ketidakseimbangan = faktor-faktor yaitu : host, agent, environment,
psikoneuroimunologi. Gingivitis sering dijumpai karena akumulasi plak
supragingivadan tepi gingiva, terdapat hubungan bermakna skor plak dan skor
gingivitis (Musaikan, 2003; Situmorang, 2010).

Lapisan plak pada gingiva menyebabkan gingivitis atau radang gingiva,
umur plak menentukan macam kuman dalam plak, sedangkan macam kuman
dalam plak menentukan penyakit yang ditimbulkan oleh plak. Plak tua adalah plak
yang umurnya tujuh hari mengandung kuman coccus, filament, spiril dan
spirochaeta. Plak tua ini menyebabkan gingivitis (Be, 1987; Lang, 2009).

Plak gigi terbukti dapat memicu dan memperparah inflamasi gingiva.
Secara histologis, beberapa tahapan gingivitis menjadi karakteristik sebelum lesi

berkembang menjadi periodontitis (Gjermo e/ al.,2009).

2.2.2 Mekanisme Keterlibatan Bakteri Patogenik Dalam Penyakit
Periodontal
Penyebab utama inflamasi penyakit periodontal adalah bakteri, tetapi tidak
merupakan patogen tunggal (Lang ef al,1973; Gutmiller et al., 2002). Enzim

MMP-8 yang dihasilkan oleh host dan bakteri dapat merusak jaringan periodontal.
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Struktur protein utama dari jaringan ikat gingiva dan ligamen periodontal adalah

kolagen dan proteoglikan (Wahyukundari, 2009).

Tabel 2.1 Mikrobiologi Penyakit Periodontal

Periodontal Sehat

Gingivitis

Periodontitis Kronis

Aggressive
Periodontitis

Gram Positive :

Streptococcus orails

Gram positive :

Lactobacillus species

Gram Positive :

Eubacterium brachy

Streptococcus Actinomyces naeslundi  Eubacterium nodatum
sanguis
Peprostreptococcus Mogibacterium

Streptococcus mitis ~ micros timidium
Actinomyces Streptococcus Parvimonas micra
gerencseriae onginosus

Peptostreptococcus
Actinomyces stomatis
naeslundi

Parvimonas micra
Gram Negatif : Gram Negatif : Gram Negatif :
Fusobacterium Fusobacterium Tannerella forsythia
species nucleatum

Fusobacterium
Prevotella nigrescens  Prevotella intermedia ~ nucleatum
Veillonella species Winonalla parvula Prophyromonas

gingivalis

Campylobacter species
Haemophillus species

Treponema species

Prevotella intermedia
Prevotella loeschii
Dialister pneumosintes
Campylobacter rectus

Treponema spp.

Actinobacillus
actinomycetemcomi
ans

Prophyromonas
gingivalis

Tannerella forsythia

Prevotella
intermedia

Prevotella
nigrescens

Eikenella corrodens

Selenomonas
sputigena

Fusobacterium
nucleatum

Campylobacter
rectus
Peptostreptococcus
micros

Campylobacter
concisus

Microbiologi Penyakit Periodontal (Saroch, 2013)




Tanda awal dan persisten dari penyakit periodontal adalah kerusakan
jaringan ikat yang terbentuk dari protein ini yang diserang oleh protease yang
berasal dari bakteri atau hospes (Page et al.,1976; Kumagai, 2005). Bakteri yang
berhubungan dengan penyakit periodontal dapat memproduksi berbagai enzim
proteolitik yang ikut berperan pada kerusakan jaringan, yaitu; kolagenase dari
spesies Bacteroides, Actinobacillus actinomycetemcomitans dan Spirochaeta
(Robertson et al.,1982; Kumar,2005).

Pada penderita penyakit periodontal produk kolagenase pada leher gingiva
dan poket periodontal yang terinflamasi akan berbeda dalam aktifitas dan
kadarnya dibandingkan pada leher gingival dan poket periodontal yang sehat.
Bakteri patogenik didalam mekanisme penyakit periodontal dapat berkembang
melalui beberapa tahap yaitu:

a. Invasi bakteri yang terdiri dari dua vyaitu, Actinobacillus
Actinomycetemcomitans invasi melewati sel sel epitel sampai ke
jaringan ikat dibawahnya dan Porphyromonas Gingivalis invasi ke sel-
sel epitel.

b. Memproduksi Eksotoksin
A. Actinomycetemcomitans dan Campylobacter rectus memproduksi
leukotoksin yang dapat membunuh netrofil sehingga mengganggu
mekanisme pertahanan antibakterial primer

c¢. Peranan kandungannya (endotoksin, komponen pemukaan, komponen

kapsular, dan lainnya)
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Endotoksin atau LOS terdapat pada membran luar semua bakteri
gram negatif, yang dilepas apabila sel mati dan desintegrasi;
merupakan substansi toksik yang mengaktifkan respon host.
Gingivitis berawal dari daerah margin gusi yang dapat disebabkan
oleh invasi bakteri atau rangsang endotoksin. Endotoksin dan
enzim dilepaskan oleh bakteri gram negatif yang menghancurkan
substansi interseluler epitel sehingga menimbulkan ulserasi epitel
sulkus. Selanjutnya enzim dan toksin menembus jaringan
pendukung di bawahnya.Peradangan pada jaringan pendukung
sebagai akibat dari dilatasi dan pertambahan permeabilitas
pembuluh darah, sehingga menyebabkan warna merah pada
jaringan, edema, perdarahan, dan dapat disertai eksudat. Bentuk
penyakit gusi yang umum terjadi adalah gingivitis kronis ditandai
dengan pembengkakan gusi dan lepasnya epitel perlekatan.
Gingivitis merupakan peradangan gusi yang paling sering terjadi
dan merupakan respon inflamasi tanpa merusak jaringan
pendukung (Carranza dan Newman, 1996; Jenkins dan Allan,
1999; Rossmann 2011).

Substansi toksik seperti asam lemak, asam butirat dan asam
proprionat, indol, amonia dan glikan diproduksi bakteri subgingiva
gram positif dan gram negatif.

Produk samping metabolisme seperti H2S, NH3, dan asam lemah

diproduksi Pg toksik terhadap sel.



Peptidoglikan (komponen dinding sel pada bakteri gram positif dan
gram negatif) mengaktifkan komplemen, aktivitas imunosupresif,
menstimulasi resorpsi tulang, dan menstimulasi makrofag
menghasilkan prostaglandin dan kolagenase.

Actinomycetemcomitans memproduksi  faktor yang dapat

menghambat respon imunitas terhadap dirinya atau bakteri lain

d. Memproduksi Enzim

Kolagenase yang diproduksi Porphyromonas Gingivalis dan strein
Actinobacillus Actinomycetemcomitans menghancurkan kolagen.
Protease dan pospholipase A diproduksi Porphyromonas
Gingivalis berperan dalam perusakan terhadap jaringan superfisial
periodonsium.

Hialuronidase yang diproduksi bakteri mampu mengubah
permeabilitas gingiva dengan jalan membiarkan proliferasi epitel

penyatu ke arah apikal sepanjang permukaan akar gigi.

e. Menghindar dari respon host

Leukotoksin yg dihasilkan Actinobacillus Actinomycetemcomitans
dapat menghancurkan PMN.

Spesies  Bacteroides, Capnocytophaga dan  Actinobacillus
Actinomycetemcomitans dapat menghambat kemotaksis dan
melemahkan fagositosis PMN.

Bakteri gram negatif dan spirokheta mampu mengubah fungsi

limfosit dan memproduksi agen imunosupresif .
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- Porphyromonas Gingivalis, Prevotella Intermedia,
Peptostreptococcus  Micros, dan spesies Capnocytophaga
memproduksi enzim protease yang dapat mendegradasi IgA dan
IgG

- Porphyromonas Gingivalis memproduksi fibrinolisin yang dapat
mengurangi kemampuan fibrin memerangkap bakteri untuk
difagositosis

- Porphyromonas Gingivalis dan Treponema & FEubacterium spp
dapat menghambat produksi superoksida yang akan menurunkan

kemampuan host membunuh bakteri

2.2.3 Patogenesis Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal yang salah satunya adalah gingivitis mempunyai
beberapa etiologi penyakit periodontal. Konsep etiologi perlu dipahami karena
konsep pencegahan dan perawatan penyakit gingiva adalah tergantung pada
pemahaman terhadap kaitan antara faktor-faktor etiologi dengan patogenesis
penyakit gingiva.Interaksi antara lokal dan sistemik pada penyakit gingiva, faktor
sistemik merupakan faktor sekunder dengan jalan memperparah respon
peridontium terhadap iritan lokal. Namun faktor sistemik dapat berperan primer
dengan menyebabkan terjadinya hiperplasia gingiva, dalam hal ini justru faktor
lokal berperan sekunder dengan memperparah hiperplasia apabila telah terjadi
inflamasi.

Perubahan patologis pada gingivitis berhubungan dengan jumlah
mikroorganisme yang terdapat di dalam sulkus gusi. Organisme tersebut,

mempunyai kandungan interseluler seperti kolagen, substansi dasar, glikokaliks
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(cell coar) dan memiliki kemampuan mensintesis produk berupa kolagenase,
hialuronidase, protease, kondrotin sulfatase atau endotoksin yang dapat
mengakibatkan kerusakan pada epethelial dan jaringan ikat. Selanjutnya terjadi
perluasan ruang antara sel-sel epithelial junction yang terjadi selama gingivitis
ringan, kondisi ini memungkinkan agen infeksi diperoleh dari bakteri untuk
mendapat jalan masuk ke dalam jaringan ikat.

Pada penelitian sebelumnya, tidak dapat dibedakan secara tepat antara
jaringan gusi normal dibandingkan dengan tahap inifial lession dari gingivitis.
Pada biopsi awal dari gingiva normal terdapat kandungan sel-sel inflamasi yang
predominan terdiri dari sel-sel T, dengan sangat sedikit sel B atau plasma sel. Sel-
sel ini tidak merusak jaringan tetapi akan menjadi penting saat merespon bakteri
atau substansi lain yang mengganggu jaringan gusi. Di awal terjadinya gangguan
pada gusi, aliran kontan neutrofil bermigrasi dari pembuluh darah flexus gingival
melewati epithel junction, ke margin gingiva, dan masuk ke dalam sulkus gingiva.
Berdasarkan histopalogi perkembangannya Page dan Schroeder membedakan

gingivitis pada beberapa tahap, yaitu;
2.2.3.1 Initial Lesion

@

Tooth I
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Junctional
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.

Gambar 2.4 Initial Lesion (Saroch, 2013)
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Initial Lesion (tahap awal), merupakan tahap pertama terjadinya gingivitis
yang ditandai dengan tertariknya netrofil secara kemotaksis oleh kandungan
bakteri (LPS, FMLP, fatty acid) , adanya perubahan vaskuler berupa dilatasi
pembuluh darah perifer disertai dengan naiknya aliran darah, perubahan sel-sel
epitel, dan degradasi kolagen yang diakibat oleh produk bakteri.

Perubahan inflamasi tahap awal ini terjadi dalam respon terhadap aktivasi
mikroba dari residen leukosit dan stimulasi dari sel endothelial. Secara klinis
respon awal gingiva terhadap bakteri plak ini tidak akan terlihat. Plak yang
terakumulasi secara terus menerus khususnya diregio interdental yang terlindung
mengakibat inflamasi yang cenderung dimulai pada daerah papila interdental dan
menyebar dari daerah ini ke sekitar leher gigi. Perubahan terlihat pertama kali di
sekitar pembuluh darah gingiva yang kecil, disebelah apikal dari epitelium
Junction. Pembuluh ini mulai bocor dan kolagen perivaskular mulai menghilang,
digantikan dengan beberapa sel inflamasi, sel plasma dan limfosit-terutama
limfosit T-cairan jaringan dan protein serum. Disini terlihat peningkatan migrasi
leukosit melalui epitelium fungsional dan eksudat dari cairan jaringan leher
gingiva. Selain meningkatnya aliran eksudat cairan dan PMN, tidak terlihat
adanya tanda-tanda klinis dari perubahan jaringan pada tahap penyakit ini.

Secara mikroskopik, beberapa ciri khas inflamasi akut dapat dilihat pada
jaringan ikat dibawah epithelial junction. Ciri morfologi perubahan pembuluh
darah (berupa pelebaran kapiler dan venula) dan adherence dari neutrofil terhadap
dinding pembuluh (maginasi) terjadi dalam satu minggu dan kadang-kadang lebih

cepat dua hari setelah plak terakumulasi.
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Terdapat akumulasi plak pada tahap awal terbentuknya lesi awal. Leukosit,
Polymorphonuclear Neutrofils (PMN’s) utama, meninggalkan pembuluh kapiler
dengan bermigrasi melewati dinding (diapedesis, emigrasi), kearah sulkus
gingiva. PMN yang keluar ini membentuk barrier pada sulkus yang mengalami
penurunan. PMN terlihat dalam jumlah banyak pada jaringan ikat, epithelial
Jjunction dan sulkus gusi. Eksudat dari carian sulkus gingiva dan protein serum
ekstravaskular terdapat disini. Sudah mulai tampak infiltrasi limfosit pada
jaringan subepithelial. Maka akan terjadi peningkatan aliran cairan GCF di dalam
sulkus gingiva.

Bakteri adalah penyebab utama dari penyakit periodontal, namun pada
tahap ini hanya menyerang jaringan dalam batas normal dan hanya berpenetrasi
superfisial, yang tidak diiringi dengan manifestasi yang jelas dari kerusakan
jaringan melalui pemeriksaan elektrik mikroskop atau kadar ultra struktural,
mereka tidak membentuk sebuah rembesan (infiltrate) dan kehadirannya tidak
dipertimbangkan dalam perubahan patologi.

Karakter dan intesitas dari respon host akan menentukan lesi inisial dapat
secara cepat merestorasi jaringan kembali ke kondisi normal atau sebaliknya
perlahan-lahan akan berkembang menjadi lesi inflamasi kronik, dimana terjadinya
infiltrasi makrofag dan sel limfosit yang akan muncul dalam beberapa hari (2-7

hari).
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2.2.3.2 Early lesion
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Gambar 2.5 Early Lesion (Saroch, 2013)

Early lesion(tahap dini), berkembang dari Initial Lesion dalam 1 minggu
setelah permulaan akumulasi plak. Tahap kedua gingivitis yang ditandai dengan
adanya eritema, terutama proliferasi kapiler, dan peningkatan pembentukan loop
kapiler diantara refe peg atau ridge. Bila dilakukan probing terjadi perdarahan.
Aliran GCF dan jumlah dari leukosit yang bertransmigrasi akan mencapai jumlah
maksimum antara 6 sampai 12 hari setelah Initial Lesion gingiva.

Pada pemeriksaan klinis dilakukan probing, bila terjadi pendarahan maka
telah terjadi kerusakan serabut kolagen mencapai 70% yang dihancurkan disekitar
infiltrasi seluler. Kelompok serat utama mengakibatkan kolagen terlihat berbentuk
sirkular dan kumpulan-kumpulan serat dento gingiva. Perubahan pada ciri-ciri
morfologi pada pembuluh darah juga dapat dilihat.

Produk-produk mikrobial mengaktifkan monosit dan membentuk substansi
vasoaktif seperti IL-1a, IL-1B, TNF-a, PGE;, MMP. Early lesion (tahap dini),
ditandai dengan adanya infiltrat sel limfoid yang didominasi limfosit-T disertai

kehilangan kolagen yang semakin banyak.Bila deposit plak masih tetap ada dalam
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4 hari, perubahan inflamasi tahap awal akan berlanjut disertai dengan
meningkatnya aliran cairan gingiva dan migrasi PMN. Poly Morphonuclear
Neutrofil (PMN) yang telah meninggalkan pembuluh darah karena respon
stimulus kemotaksis dari komponen plak yang berjalan ke epitelium
menyeberangi lamina basalis dan ditemukan pada epithelium dan muncul di
daerah poket. Perubahan yang terjadi baik pada epithelium junction maupun pada
epithelium krevikular merupakan tanda dari pemisahan sel dan beberapa
proliferasi dari sel basal. PMN’s menarik bakteri dan terjadi fagositosis,
selanjutnya akan dicerna oleh lisosom. Fibroblas menunjukkan perubahan
sitotoksik dengan penurunan kapasitas produksi kolagen. Fibroblas mulai
berdegenerasi dan bundel kolagen dari kelompok serabut dentogingiva pecah
sehingga seal dari cuff marginal gingiva menjadi lemah.

Pada tahap inflamasi ini, makrofag memproduksi IL-1B, IL-6, IL-10, IL-
12, TNF-0, INF-y, PGE; selanjutnya produk tersebut menghasilkan kemotaksin
seperti MCP dan RANTES (saat teraktivasi, mengatur ekspresi dan sekresi sel T).
Kemudian infiltrasi leukosit pada jaringan ikat dibawah epithelial junction yang
terdiri dari limfosit utama yaitu 75% sel T mayor, tetapi juga membuat beberapa
migrasi neutrofil seperti makrofag.sel plasma, dan mast sel. Pada tahap ini tanda-
tanda klinis dari inflamasi makin jelas terlihat. Papila interdental menjadi lebih

merah dan bengkak serta mudah berdarah pada saat penyondean.
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2.2.3.3 Established Lesion (Tahap Mantap)
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Gambar 2.6 Established Lesion (Saroch, 2013)

Dalam respon inflamasi di dominasi oleh limfosit. Sel T terdiri dari Th dan
Tc yang terlibat dalam respon imun, dan membantu dalam insisasi respon sel-B
yang mengarah dalam pembentukan antibodi. Tahap ini ditandai dari infiltrat yang
predominan oleh limfosit-B dan sel plasma, yang mungkin berhubungan dengan
pembentukan batas poket gingival kecil dengan poket epithelial.Sel B yang
ditemukan pada Establish Lesion predominant oleh /mmunoglobin G1 (1gG1) dan
G3 (IgG3). Respon dimediasi sel T yang menyebabkan pelepasan IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a, TGF-B, INF-y. Sitokin ynag dilepas oleh sel-T
akan mengaktifkan makrofag yang berperan penting dalam kehadiran antigen.
Peningkatan inflamasi akan meningkatkan jumlah makrofag. Selanjutnya, sel
plasma akan mensintesis antibodi dan bertanggung jawab terhadap respon
humoral. Aktivitas PMN yang mensintesis berbagai macam sitokin, leukokin dan

MMP, TIMP akan mengakibatkan kerusakan jaringan ikat.
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Pada tahap Establish Lesion yang terjadi pada dua atau 3 minggu setelah
permulaan akumulasi plak, pembuluh darah engorged dan padat, vena kembali
dirusak, dan mengakibatkan aliran darah menjadi lambat. Kondisi ini merupakan
anoxemia gingiva lokal, yang ditandai dengan adanya corak kebiru-biruan pada
gusi yang merah.Ekstravasasi dari sel darah merah kedalam jaringan ikat dan
terganggunya hemoglobin dalam komponen pigmen dapat juga memperdalam
warna dan kekronisan inflamasi gingiva. Hal ini menyebabkan warna gingiva
menjadi lebih gelap.

Secara histologi, reaksi inflamasi kronik dapat diobservasi. Ciri khas pada
Establish Lesion menunjukkan inflamasi gingival kronik berupa peningkatan sel
plasma. Sel plasma menyerbu jaringan ikat tidak hanya dibawah epithelial
junction tetapi juga menyerang jauh ke dalam jaringan ikat, sekitar pembuluh
darah, dan antara kelompok-kelompok serat kolagen. Kehilangan kolagen pada
tahap ini semakin banyak.Perkembangan lesi dari inflamasi akut dengan dominasi
limfoid (mula-mula sel-T dan sel-B) diduga diatur oleh sitokin yang bertanggung
jawab atas penarikan, diferensiasi dan pertumbuhan tipe sel yang spesifik sesuai
tahapan lesinya.Penyingkiran plak secara tuntas biasanya disertai redanya lesi
gingivitis kronis tanpa ada kerusakan jaringan yang tersisa.

Terjadi penurunan junctional epithelium/poket akibat akumulasi plak yang
banyak. Epithelial junction mengungkap ruangan interseluler diisi dengan debris
granula sel, termasuk lisosom diperoleh dari neutrofil, limfosit, dan monosit yang
terganggu. Lisosom mengandung asam hidrolase yang dapat menghancurkan
komponen jaringan. Epithelial junction berkembang menjadi rete pegs atau ridges

yang menonjol dalam jaringan ikat, dan lamina basalis dihancurkan pada beberapa
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area. Pada jaringan ikat, serat kolagen dihancurkan disekitar perembesan dari
plasma sel yang utuh dan terganggu.

Predominan dari sel plasma yang merupakan karakteristik dari Establish
Lesion. Tetapi, pada beberapa penelitian predominansi sel plasma dalam
mempengaruhi jaringan ikat tidak dapat terlihat. Peningkatan dari proporsi sel
plasma diperjelas dengan gingivitis dalam waktu lama, perkembangan Establish
Lesion mungkin melebihi enam bulan. Tahap ini terlihat adanya hubungan
terbalik antara jumlah kelompok kolagen utuh dan jumlah sel-sel inflamasi.
Aktivitas kolagenolitik ditingkatkan dalam jaringan gusi yang mengalami
inflamasi melalui enzim kolagenase. Kolagenase secara normal berada pada
jaringan gusi dan dihasilkan melalui beberapa bakteri pada rongga mulut dan
PMN.

Inflamasi gingiva kronik yang terjadi pada Establish Lesion
mengakibatkan peningkatan kadar asam dan alkalin fosfat, B-glukuronidase, -
galaktosidase, esterase, aminopeptida, sitokrom oksidase, elastase, laktat
dehidrogenase, dan aril sulfatase, semuanya dihasilkan dari bakteri dan
penghancuran jaringan. Tingkat mukopolisakarida netral diturunkan yang
merupakan hasil degradasi substansi dasar.

Dua tipe Establish Lesion yaitu, yang pertama tetap stabil dan tidak
mengalami progres dalam beberapa bulan atau tahun. Tipe yang kedua menjadi
lebih aktif dan berubah untuk penghancuran lesi secara progresif. Establish Lesion
dapat dilihat dengan jelas secara klinis seperti inflamasi gingiva pada umumnya

yang terdapat dalam rongga mulut.
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2.2.3.4 Advanced Lesion

Gambar 2.7 Advanced Lesion (Saroch, 2013)

Advanced Lesion yang dapat berubah menjadi periodontitis, atau dapat
juga disebut periodontal breakdown. Perbedaan dari gingivitis dan periodontitis
terletak pada bone resorption, proliferasi apikal, ulserasi pada junctional
epithelium, dan kerusakan progresif pada perlekatan jaringan ikat. Pada fase akut
dimungkinkan adanya keterlibatan bakteri dan adanya abses.

Setelah masa fase ini, akan terbentuk gingivitis yang lebih parah lagi.
Perubahan mikroskopik terlihat terus berlanjut, terdapat fibrosis pada gingiva dan
manifestasi inflamasi yang menyebar dan kerusakan jaringan imunopatologi. Pada
tahap ini sel-sel plasma terlihat mendominasi jaringan ikat, diinfiltrasi oleh
berbagai sel imunologi aktif yang menyebabkan degradasi. Neutrofil berlanjut
mendominasi epithelial junction dan celah gingiva. Limfosit masih tetap ada dan
jumlah makrofag meningkat, dan sel-sel lain memberi respon imun yang lebih
lanjut. Sel imunokompeten memproduksi berbagai sitokin, MMP, PGE, dan

TIMP. Semua mengarah pada terganggunya hemotasis jaringan dan menyebakan
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kerusakan matriks jaringan ikat dan tulang, serta kolagen yang akan mengarah ke
pembentukan saku gusi, yang akan menjadi Periodontitis.

Pada tahap ini sel mast juga ditemukan. Imunoglobulin, terutama IgG
ditemukan di daerah epithelium dan jaringan Ikat. Gingiva sekarang berwarna
merah, bengkak dan mudah berdarah. Dengan bertambah parahnya kerusakan
kolagen dan pembengkakan inflamasi, tepi gingiva dapat dengan mudah dilepas
dari permukaan gigi, memperbesar kemungkinan terbentuknya poket gingiva atau
poket palsu (false pockef). Bila oedem inflamasi dan pembengkakan gingiva
cukup besar, maka poket gingiva biasanya juga cukup dalam. Pada tahap ini sudah
terjadi degenerasi sel-sel epithelium junction dan beberapa berproliferasi dari
lapisan basal ke jaringan ikat di bawahnya, namun pada tahapan ini belum terlihat
adanya migrasi sel-sel epithelial dalam jumlah besar ke permukaan akar.

Bila inflamasi sudah menyebar disepanjang serabut transeptal, maka akan
terlihat adanya resorbsi puncak tulang alveolar. Resorbsi ini bersifat reversibel
terutama dalam hubungannya dengan pemulihan inflamasi. Salah satu tanda
penting dari penyakit ini adalah tidak ditemukannya bakteri pada epithelium
maupun pada jaringan ikat. Karena jaringan fibrosa rusak pada inflamasi aktif,
pada beberapa daerah agak jauh terlihat adanya proliferasi jaringan fibrosa dan
pembentukan pembuluh darah baru. Aktivitas pemulihan yang produktif ini
merupakan karekteristrik yang sangat penting dari lesi kronis dan pada keadaan
iritasi serta inflamasi jangka panjang, elemen jaringan fibrosa akan menjadi
komponen utama dari perubahan jaringan. Jadi, kerusakan dan perbaikan

berlangsung bergantian dan proporsi dari tiap-tiap proses ini akan mempengaruhi



warna dan bentuk gingiva. Bila inflamasi dominan, jaringan akan

merah, lunak dan mudah berdarah.

Tabel.2.2 Patogenesis Penyakit Periodontal
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berwarna

STAGE TIME BLOOD JUNCTIONAL PREDOMINA | COLLAGEN CLINICAL
(DAYS) | VESSELS AND NT IMUNE FINDINGS
SULCULAR CELL
EPITELIUM
. Initial 2-4 Dilatasi Infiltrasi oleh | PMN's Kehilangan Aliran  cairan
Lesion vascular PMN’s perivaskular gingiva
I1. Early 4-7 Proliferasi Sama seperti stage | Limfosit Disekeliling in- | Erytema;
lesion vascular I; rete peg filtrat  seluler | perdarahan
formation;  area menghancurkan | dalam
atropik 70% kandungan | pemeriksaan
kolagen
I 14-21 Sama seperti | Sama seperti stage | Plasma sel Penghancuran Perubahan
Established stage ILtapi tingkatnya terus berlanjut warna, ukuran,
|_esion 11,ditambah llebih tinggi tekstur, dll
stasis darah
IV advance | >21 proliferasi bone resorption, | Mast sel, IgG Pengahncuran Gingiva merah,
fesion jaringan proliferasi apikal, kolagen bengkak,
fibrosa dan | ulserasi meningkat mudah
pembentukan berdarah,
pembuluh kemungkinan
darah baru adanya  poket
Palsu

Patogenesis Penyakit Periodontal (Carranza, 2011)

Initial lesi dari gingivitis berfokus pada inflamasi akut dengan vasodilatasi,

edema, dan akumulasi dari PMN. Ada juga ulserasi dari lapisan epithelium, sulkus

gingiva terdapat pendarahan saat probing. Pada beberapa pasien hal ini terlihat

pada 2 hari setelah akumulasi plak dan jika dilakukan pengangkatan plak,

kalkulus, dan dikontrol oral hygiene akan dapat membuat gingiva sehat kembali

dalam 7-10 hari.

Pada tahap establish lesion, respon inisial akut disertai dengan inflamasi

kronis dengan emphasis pada limfositik dan akumulasi sel plasma, proliferasi

kapiler, dan penghancuran kolagen. Pada tahap ini, masih bisa berbalik tetapi

membutuhkan periode yang panjang untuk jaringan gingiva dapat memulihkan

dan mengembalikan fiber kolagen yang hilang.




Tahap lanjutan dari gingivitis berupa Periodontitis dimana pada tahap ini
terjadi kehilangan jaringan tulang pendukung gigi yang mengakibatkan
goyangnya gigi sehingga tidak bisa dipertahankan. Periodontitis tidak selalu
merupakan proses yang kronis, tetap, dan progresif, namun juga dapat bersifat
destruksi yang akut. Ketika fase akut dimulai, bakteri gram negatif secara
predominan bergerak dan menginfeksi jaringan. Jaringan merespon keadaan ini
secara akut dan spesifik dengan membentuk mikronekrosis dan atau abses
supuratif. Pada kondisi ini, terjadi kerusakan periodontal di setiap proses aktifnya.

Infeksi akut menyebabkan mekanisme yang mendorong terjadinya
kerusakan tulang. Produk-produk imunitas humoral dan seluler dapat
menyebabkan bone loss seperti produk — produk bakteri. Mediator penting dalam
proses ini adalah Osteoclast Activating Factor (OAF) dan prostaglandin PGE,
yang kemudian menjadi mediator resorbsi tulang. Sintesis kolagen oleh osteoblas
juga dikurangi oleh PGE,. Efek yang menstimulasi resorbsi tulang oleh
lipopolisakarida bakteri juga mendukung terjadinya proses dan progres resorbsi
tulang (Gilang, 2010).

2.2.4 Sistem Pertahanan pada penyakit periodontal

Penyakit peridoontal terdiri dari gingivitis dan periodontitis. Periodontitis
adalah penyakit inflamasi yang menyerang jaringan pendukung gigi,
menyebabkan kerusakan progresif dari perlekatan jaringan pendukung dan tulang
alveolar. Salah satu penyebabnya adalah adanya infeksi bakteri. Bakteri yang ada
di dalam plak, termasuk lipopolisakarida (LPS) dan asam [ipoteichoic,
berinteraksi dengan foll-like receptor pada sel epitel, leukosit dan fibroblas,

merangsang produksi sitokin seperti IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, prostaglandin E2
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(PGE2) (Madianos et.al., 2005). Untuk memudahkan infiltrasi leukosit, fibroblas
yang distimulasi oleh IL-1p dan TNF-a mensekresi MMP yang mendegradasi
molekul- molekul ECM termasuk kolagen ( Nedbal er al.,2002 dan Rai et
al.,2008). Telah diteliti bahwa pada penderita Periodontitis, terjadi peningkatan
MMP-8 pada GCF (Pozo et al.,2009).

Tiga sitokin proinflamatori IL-1, IL-6 dan TNF muncul untuk mengambil
peran utama pada penghancuran jaringan.IL-1 ditemukan dalam dua bentuk aktif,
IL-1a dan IL-1B, dikodekan oleh separate genesKeduanya adalah molekul
inflamatori ampuh dan konstituen utama yang biasa disebut osteoclast-activating
factor Famili IL-1 juga termasuk dengan IL-1 reseptor tanpa stimulasi dari sel
host. IL-6, sitokin inflamatori lain, mengarah ke remodeling tulang. TNF juga
ditemukan dalam dua bentuk, TNF-o dan TNF-B. TNF-o membagi banyak
aktifitas biologis yang sama seperti [L-1 termasuk stimulasi resorbsi tulang.

IL-1 diproduksi secara primer dengan aktivasi makrofag atau limfosit juga
dikeluarkan oleh sel lain, termasuk sel mast, fibroblas, keratinositdan sel
endotelial. Bakteri LPS adalah aktivator ampuh dari produksi makrofag IL-1,
sedangkan TNF-a dan IL-1 sendiri juga bisa mengaktivasi produksi IL-
1.Kemampuan IL-1 untuk meng-upregulate produksinya sendiri yang dapat
memberikan mekanisme amplifikasi signifikan, TNF-a juga diproduksi oleh
makrofag yang diaktifkan, khusunya dalam merespon LPS bakteri. TNF-p
diproduksi primer oleh subset Th-1 dan CD4+, sel T yang telah diaktifasi oleh
antigen atau mitogen (Wada, 2004).

Efek proinflamtori dari IL-1 dan TNF-a yaitu menstimulasi dari sel endotelial

untuk mengekspresikan selectin yang memfasilitasi perekrutan leuokosit
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kemudian aktivasi dari produksi makrofag IL-1, dan induksi dari prostaglandin E
(PGE,) oleh makrofag dan fibroblas gingiva. Bagian dari sitokin ini yang terkait
dengan penghancuran jaringan melibatkan stimulasi dari resorbsi tulang dan
induksi dari fissue-degrading protease.lL-1 merupakan stimulan ampuh dari
prolifeasi osteoklas, diferensiasi dan aktivasi. TNF-a punya efek yang mirip pada
osteoklas tapi jauh lebih kuat daripada IL-1. Antara IL-1 dan TNF-a menginduksi
produksi protease dalam sel mesenkim, termasuk MMP yang dapt berkontribusi
pada penghancuran jaringan ikat (Malkowskaa,2004; Carranza,2011)

Data substansial dari studi in vivo mendukung konsep bahwa IL-1 dan TNF-a
adalah molekul kunci dalam patogenesis Periodontitis.JL-1, IL-6 dan TNF-a
ditemukan pada konsentrasi signifikan dalam GCF dari situs peradangan
periodontal. Reduksi pada konsentrasi IL-1 juga terkait dengan treatmen yang
sukses dan meningkatkan kadar IL-6 dalam GCf yang terkait dengan situs yang
tidak direspon dengan baik dalam fase inisial non-surgical dari terapi,
meningkatnya keparahan periodontitis juga terkait dengan meningkatnya
konsentrasi IL-1 dan penurunan konsentrasi IL-1 pada model primata dari
percobaan Periodontitis, aplikasi dari antagonis ke IL-1 dan TNF-a
mengakibatkan 80% reduksi pada perekrutan sel inflamatori dalam kedekatannya
dengan tulang alveolar, dan 60% reduksi pada kehilangan tulang.

Prostaglandin adalah metabolit asam arakidonat yang dihasilkan oleh
cycloxygenases (COX-1, COX2).Asam arakidonat adalah suatu 20-karbon
polyunsaturasi asam lemak yang ditemukan dalam membran plasma di hampir
semua sel. COX-2 diatur oleh IL-1B.TNF-a dan bakteri LPS dan tampaknya

bertanggungjawab untuk menghasilkan PGE; yang terkait dengan inflamasi.Sel
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primer bertanggungjawab untuk produksi PGE; dalam periodonsium adalah
makrofag dan fibroblas.PGE; meningkat pada demonstrasi inflamasi situs
periodontal dan kehilangan perlekatan induksi dari MMP dan resorbsi tulang
osteoklastik dinduksi oleh PGE; (Bage, 2011).

PGE, tampaknya bertanggungjawab sebagian terhadap kehilangan tulang
alveolar yang terkait dengan periodonitis.PGE; meningkat pada gingivitis dan
periodontitis, khususnya pada peradangan aktif. Pemeriksaan pada GCF dapat
dianggap sebagai tanda diagnostik untuk kehilangan tulang kedepannya
(Carranza, 2011).

Limfokin yang pada awalnya digunakan untuk mediator yang diproduksi
oleh limfosit yang teraktifkan oleh antigen dinamakan juga sitokin. Sitokin yang
paling sering terlibat pada penyakit periodontal yaitu

a. IL-1 terdiri atas [L-a dan IL-1B yang memiliki aktivitas biologis

berupa bergeraknya sel-sel inflamasi, meningkatkan resorpsi tulang,
menstimulasi PGE yg dilepas monosit dan fibroblas, menstimulasi
pelepasan  metalloprotease, berpartispasi dalam respon imun,
kemotaksis netrofil dan makrofag, aktivasi sel-TH dan sel-NK, dan
meningkatkan prokolagen fibroblas. Disekresi oleh: monosit,
makrofag, sel-B, fibroblas, netrofil, sel-sel epitel yang distimulasi oleh
fagositosis, C3a, C5a dan substansi lain. Tipe yang dominan pada
periodonsium adalah IL-1a, yang disekresi oleh makrofag.

Kadarnya pada GCF yang terinflamasi lebih tinggi, mencakup

osteoclast activating factor/OAF (yang menstimulasi osteoklas) dan
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lymphocyte activating factor/LAF (yang menstimulasi proliferasi sel-
i iy}

IL-2 terdiri atas IL-2a dan [L-2B, dulu dinamakan T-cell growth factor
(oleh karena efeknya terhadap sel-T pengaktif mitogen/antigen) yang
mempunyai aktivitas biologis yaitu berperan dalam respon imun,
menstimulasi aktivitas fungsional makrofag, memodulasi fungsi sel-
NK, dan menginduksi proliferasi sel-NK. Jumlah IL-2 meningkat pada
kondisi Periodontitis yang disekresi oleh sel-TH dan sel-NK.

IL-4 dulu dinamakan T-cell derived B-cell growth factor/BCGF-1,
yang mempunyai aktivitas berupa aktivasi, proliferasi, dan diferensiasi
sel-B, pertumbuhan sel-T, fungsi makrofag, pertumbuhan sel mast,
dan menginduksi sintesa IgE oleh sel-B. Jumlah IL-4 meningkat pada
periodontitis yang disekresi oleh: sel-TH

IL- 6 mempunyai aktivitas menstimulasi sel plasma memproduksi Ig,
bersama dengan IL-1 mengaktifkan produksi sel TH dan berperan
dalam resorpsi tulang. IL-6 disekresi oleh sel-sel Th , makrofag,
monosit, fibroblas dan sel-sel endotel. Kadarnya meningkat pada
gingivitis dan periodontitis.

IL- 8 mempunyai aktivitas berupa kemotaksis bagi netrofil,
meningkatkan adhesi netrofil ke sel-sel endotel, dan menstimulasi
aktivitas matrix metalloprotease dari netrofil sehingga berperan dalam
penghancuran kolagen pada periodontitis. Di dalam GCF, kadar IL-8
akan meningkat pada penderita periodontitis yang disekresikan oleh

monosit sbg respon terhadap LOS dan TNF-a.
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f. IL- 10 mempunyai aktivitas: menghambat kemampuan pengenal
antigen dari monosit yang disekresi oleh sel TH.

g. IFN terdiri atas INF-a, INF-B dan INF-y, yang merupakan
glikoprotein yang diproduksi oleh lekosit, fibroblas, dan limfosit-T.
Aktivitas pada IFN berupa antivirus, meningkatkan aktivitas
makrofag, sel-T dan sel-NK, dan berperan dalam resorpsi tulang
dengan jalan menghambat proliferasi dan diferensiasi progenitor
osteoklas.

h. TNF terdiri atas TNF-o yang diproduksi oleh makrofag setelah
distimulasi oleh komponen bakteri gram negatif termasuk LPS dan
TNF-B (dulu dinamakan lymphotoxin/LT) diproduksi oleh sel-TH.
TNF mempunyai aktivitas berupa aktivasi osteoklas dan
menstimulasinya sehingga meresorpsi tulang dan membantu adhesi
lekosit ke sel-sel endotel dan meningkatkan fagositas dan kemotaksis
lekosit.

i. PGE2 merupakan eikosanoid vasoaktif yang diproduksi oleh monosit
dan fibroblas. Aktivitas PGE2 adalah menginduksi resorpsi tulang,
sekresi matrix metalloprotease dan kadarnya meningkat pada
periodontitis.

Penyakit periodontal salah satunya gingivitis yang disebabkan infeksi

bakteri, secara langsung melalui aliran darah (hematogen), maupun tidak langsung
dari respon imun sistemik infeksi melalui peningkatan mediator infeksi (PGE2,

IL1, IL6 dan TNFa) oleh pertahanan tubuh (Retnoningrum, 2006).

2.2.5 Interaksi Host Dan Bakteri Pada Penyakit Periodontal
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Keterpaparan terhadap antigen bakteri pada daerah sulkus gingiva dan
jaringan gingiva menginduksi respon host secara sistemik maupun secara lokal.
Pada gingivitis dan peridontitis respon imunitas tersebut mempunyai fungsi
protektif maupun destruktif (Teng, 2003).

Didalam rongga mulut ada jutaan bakteri yang dibutuhkan (flora normal),
bakteri khas yang terdapat pada jaringan periodontal adalah bakteri gram negatif
yang anaerob. Dapat diperkirakan didalam gusi terdapat kantong yang makin
kedasar makin tidak ada oksigennya, sehingga bakteri anaerob makin tumbuh
subur(Syaify, 2008).

Neutrofil memiliki peranan penting dalam mengontrol mikrobiota
periodontal. Neutrofil merupakan leukosit pertama yang sampai ke daerah
inflamasi dan selalu tipe sel dominan dalam epithelium junctional dan celah
gingiva. Dalam melakukan fungsinya sebagai pengontrol bakteri yang efektif,
neutrofil harus secara utuh berfungsi sebagai berikut yaitu; fungsinya sebagai
migrasi transendotelial, kemotaksis, migrasi transepitalial, opsonisasi, fagositosis
dan pembunuhan intra fagolisosomal. Gangguan neutrofil berhubungan dengan
infeksi periodontal invasif dan Peridontitis agresif (Kumar, 2012).

Penghancuran atau perusakan periodontal yang parah yang melibatkan gigi
geligi. Merupakan akibat dari kerusakan neutrofil, kemotaksis, dan fagositosis.
Pada individu yang tidak memiliki komplikasi secara sistemik dengan masalah
periodontal yang parah dapat memiliki kecacatan ringan pada fungsi neutrofilnya.
TNF-0. memainkan peranan utama dalam perkembangan inflamasi dengan
stimulasi yang dihasilkan oleh sitokin, termasuk IL-1p dari neutrofil. Lipoxin A4

adalah mediator regulasi sitokin yang penting yang dapat mengurangi inflamasi
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yang disebabkan oleh TNF-a. Aplikasi topikal lipoxin dapat mengurangi
kehilangan tulang alveolar yang diinfeksi oleh P.Gingivalis sekitar satu sampai
dua persen dari seluruh migrasi neutrofil ke seluruh epithelium junction.
(Borgeson, 2011). Transepithelial migrasi ini memerlukan gradien kemotaksin.
Junctional epithelium mengekspresikan (kemokin) IL-8 dan ICAM-1. Suatu
gradien dari ikatan ICAM-1 dan molekul IL-8 yang larut terbentuk, dengan
meningkatkan ekspresi ke arah terluar permukaan jaringan. Distribusi ini tepat
untuk migrasi neutrofil ke sulkus gingiva. Neutrofil dapat menggunakan fungsi
adhesi leukositnya terkait dengan antigen-1 (LFA-1), Mac-1 atau keduanya untuk
mengikat ICAM-1 ke sel epitelial dalam proses transepitel migrasi (Tonneti,1998;
Zemans ef al.,2009).

Pada studi in vitro telah menunjukkan bahwa Porphyromonas gingivalis
menghambat migrasi transpethelial dari neutrofil dan mencegah sel epithelial dari
mengeluarkan IL-8 dalam merespon bakteri. Porphyromonas gingivalis juga
mempunyai faktor virulensi potensial melalui produksi al-protease inhibitor dari
Neutrofil Elastase host (manusia). Dan hal ini dapat berkontribusi terhadap
virulensi P.Gingivalis dengan menggangu respon imun host ( Zhang, 1999;
Galicia, 2009).

Opsonisasi adalah pelapisan antigen oleh antibodi, komplemen,
fibronektin, yang berfungsi untuk memudahkan fagositosis. Opsonisasi ada dua
yaitu opsonisasi yang tidak tergantung antibodi dan yang ditingkatkan oleh
antibodi. Opsonisasi yang ditujukan ke lapisan partikel, seperti bakteri dengan
host-protein yang memfasilitasi fagositosis. Suatu sel bakteri dapat dilapisi oleh

molekul yang berasal dari komponen komplemen (misalnya iC3b) dimana
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neutrofil memiliki reseptor (CR3). Sama halnya dengan sel bakteri yang dapat
dilapisi dengan antibodi spesifik dimana komponen tetap dan hasil deposisi
permukaan dari C3b telah dikenali oleh CR3 reseptor neutrofil ketika
dikonversi/dirubah oleh iC3b. Antibodi spesifik dari IgG isotype juga
memfasilitasi fagositosis secara langsung dengan mengikatnya ke neutrofil Fc
reseptor dan tampak esensial untuk fagositosis dari patogen periodontal
(Ehrnthaller, 2010).

Pasien dengan kondisi peridontitis biasanya akan menunjukkan serum
titers dari IgG yang sangat tinggi kepada patogen periodontal spesifik. Walaupun
sel B bertanggung jawab secara langsung untuk memproduksi antibodi, sel T juga
diperlukan untuk meregulasi isotype yang berganti dari IgM ke IgG. Antigen
Presenting Cell (APC) seperti sel periperal dendritik (contoh : sel langerhans,
makrofag, sel B) banyak terdapat di dalam jaringan gingiva dan bisa
memindahkan antigen ke regional nodul limfe, dengan demikian meningkatkan
produksi dari serum antibodi IgG. Produksi immunoglobulin lokal juga telah
didapatkan di dalam gingiva dan jaringan gingiva yang mengandung
immunoglobulin dengan kadar yang sangat tinggi (Anil, 2006).

Scaling dan root planning akan menstimulasi produksi antibodi dalam
melawan mikroorganisme Porphyromonas  Gingivalis dan  Actinobacillus
Actinomycetemcomitans (Mestecky et al ., 2005). Variabilitas dalam kadar, tipe,
dan kekuatan dari ikatan antibodi berbeda di setiap pasien dan antibodi yang
signifikan tergantung pada fungsinya. Antibodi dapat berfungsi untuk
memfasilitasi pembersihan host dari patogen periodontal. Antibodi yang muncul

akan menjadi esensial untuk opsonisasi dan fagositosis dari A
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Actinomycetemcomitansi dan ketegangan virulensi dari P.Gingivalis. antibodi
juga bisa berfungsi untuk menetralisir komponen bakteri yang penting dalam
kolonisasi atau interaksi sel host (Ebersole, 2000). Suatu antibodi monoclonal
preparasi spesifik untuk sebuah hemaglutinin P.Gingivalis telah menunjukkan
untuk mencegah rekolonisasi dari poket periodontal yang dalam pada pasien
peridontitis (Kozarov, 2000). Sangat penting bahwa LAP akan hadir sebagai
respon antibodi host yang telah berkontribusi pada proses peradangan. Sekali sel
bakteri terikat pada neutrofil, proses fagositosis atau penelanan hasil dalam
jebakan sel bakteri menjadi membrane-delimeted structure yang biasanya disebut
phagosome/fagosom. Bakteri dalam fagosom dan fagolisosom dapat dibunuh
melalui mekanisme oksidatif atau non oksidatif. Sulkus gingiva dengan
karakteristik kadar oksigen yang berkurang dan mereduksi oksidasi potensial dari
poket periodontal lebih kurang daripada sulkus gingiva. Ini diindikasikan dengan
pengukuran kadar oksigen krevikular dan potensial redoks dan direfleksikan
dengan pertumbuhan bakteri anaerobik seperti P.gingivalis dan oral Spirochetes
(Waddington, 2000).

Mekanisme pembunuhan oksidatif dari krevikular neutrofil bisa sembuh
seutuhnya tetapi akan mengalami kerusakan pada poket periodontalnya.
Penutupan pembunuhan oksidatif dapat menjadi faktor penting dalam progres
Peridontitis. Mekanisme pembunuh non oksidatif melibatkan fungsi fagosom,
lisosom, dan menghasilkan pengeluaran substansi bakteri seperti lisozim,
cathepsin G, dan a-defensins menjadi fagolisosom. Beberapa patogen periodontal
menghindar dari sel fagositik sebagai mekanisme virulensi, sebagai contoh

leukotoksin 4. Actinomycetemcomitansi membunuh fagosit dengan meningkatnya
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ke adhesi LFA-1 dan kemudian melisiskan sel eukariotik. Penelitian secara in
vitro menunjukkan bahwa antibodi spesifik terhadap A. Actinomycetemcomitansi
atau antileukotoxin serum melindungi neutrofil dari kerusakan leukotoxin-

mediated dan memungkinkan kelanjutan fagositosis (Permpanich, 2006).

2.3 Crevicular Gingival Fluid Sebagai Salah Satu Spesimen Dalam
Mendeteksi Tingkat Inflamasi

Saidina Hamzah (2006), Keberadaan Crevicular Gingival Fluid yang
merupakan caiaran sulcus gingiva berupa suatu transudat yang secara kontiniu
diproduksi, atau eksudat inflamasi masih dipertanyakan oleh para peneliti. Cairan
krevikular (sulkular) 10-100pul/jam untuk volume seluruh saliva.

Crevicular Gingival Fluid (GCF) adalah inflamasi eksudat dari
mikrosirkulasi gingiva yang melintasi jaringan periodontal yang meradang dan
dalam perjalanan menghimpun molekul kepentingan yang potensial dari reaksi
inflamasi lokal. GCF berperan sebagai mekanisme pertahanan yaitu aksi
membilas kandungan sel protektif, memproduksi enzym. Cytokines pro-inflamasi
dan anti-inflamasi ini diidentifikasi dalam GCF.

Crevicular Gingival Fluid yang diambil pada jaringan periodontal dimana
penyakit periodontal dimulai,memberikan gambaran informasi lebih dari marker
yang digunakan pada saliva. Molekul dalam saliva dapat juga berasal dari kelenjar
ludah yang celluler dan mediator biokimia dalam saliva dapat mencerminkan
penyakit dan status metabolisme dari kelenjar bukannya penyakit
periodontal.Sebaliknya GCF konstituen mencerminkan respon host terhadap

antigen periodontophathogenic bakteri dan perkembangan penyakit pada dasarnya
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tergantung pada respon host, evaluasi penanda dalam GCF dianggap metode yang
baik dalam penentuan risiko seseorang untuk penyakit periodontal.

Mediator biochemical di cairan mulut seperti air ludah dan gingival
crevicular fluid (GCF) sangat berguna dalam penentuan status periodontal saat
ini. GCF diketahui sebagai pembantu biomaker dalam penentu kadar inflamasi
mediator, sama bagusnya sebagai indikator aktivitas inflamasi. Para peneliti
menjelaskan kemajuan saat ini dalam penggunaan GCF sebagai diagnosis
penyakit berdasarkan pertanda yang terfokus dalam identifikasi keaktifan penyakit
periodontal.

Menurut Kharbanda (2010), GCF terdapat di dalam sulkus gingiva. Sulkus
gingiva adalah celah dangkal atau ruang disekeliling gigi yang dibatasi oleh
permukaan gigi di satu sisi dan lapisan epithel free gingiva margin disisi lainnya.
Berbentuk V dan dalam gusi manusia yang secara klinis dinyatakan schat,
beberapa sulkus kedalamannya 1,8mm yang diukur secara histologis, kedalaman
probing dari sulkus gingiva klinis normalnya adalah 2-3mm. Pada gambar 1, ada
tiga tipe epithelium yaitu;

1. Oral atau epithelium keratilisasi yang menututp jaringan ikat gingiva.

2. Epithelium sulkular tidak terkeratinisasi membentukdinding jaringan

lunak dari sukus gingiva

3. Epthelium junction, merupakan perpanjangan atau kelanjutan antara

oral dan sulkular epithelium. Terbentuk oleh beberapa strata sel,
dengan lapisan basal datar panjang dan sedikit deskuamasi permukaan

yang berbentuk dasar dari sulkus gingiva.
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Gambar 2.8. Anatomi gingival crevicular (Carranza ef al., 2012)

Crevicular Gingival Fluid telah ditemukan sejak abad 19, Brill dan Krause
memperkenalkan pemakaian kertas filter kedalam sulkus gingiva pada penelitian
yang menggunakan anjing sebagai sampel. Pada langkah pertama disuntikkan
intramuscular dengan fluoroscen, selama 3 menit paper strip akan menyerap
bahan fluoroscent yang menunjukkan bahwa bagian dari aliran darah melalui
jaringan dan keluar melalui sulkus gingiva. Pada studi lebih lanjut Brill
mengkonfirmasi adanya GCF pada manusia awalnya merupakan suatu transudat.
Tetapi kemudian, dinyatakan bahwa GCF merupakan eksudat inflamasi dan tidak
selalu menjadi  transudat seperti yang terdapat pada gingiva normal yang
jumlahnya sangat sedikitdan tidak bisa dikumpulkan sebagai spesimen.

Menurut Jablonski (1982) GCF adalah suatu carian yang terjadi dalam
hitungan menit didalam krevikular gingiva yang merupakan suatu eksudat
inflamasi dan juga sebagai bahan pembersih krevikular yang terdiri dari
plasmaprotein yang lengket dan meningkatkan adhesi dari epithel junction yang

mengandung antimikrobial dan memicu aktifitas antibodi.
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Elberg menyatakan bahawa terbentuknya GCF berkaitan dengan
peningkatan permeabilitas dari vessels underlying junction dan epithelium
sulkular. Dengan adanya inflamasi, lebar dan panjang dari kapiler dan post kapiler
venule meningkat, terlihat pada twisting, kroping, dan subsequent dari vessel ini
pad lapisan datar. Epithelium ini tidak memasuki ridges prosecting ke jaringan
ikat, maka jaringan pembuluh darah tersebut terletak pada lokasi yang sangat

superfisial, dapat dilihat pada gambar 4.

Gambar 2.9 Vaskular gingiva dan carian krevikular ( Carranza et al., 2012)

Gingival crevicular fluid (GCF) telah digunakan untuk mendeteksi atau
mendiagnosa penyakit aktif atau untuk memprediksi pasien dengan resiko
penyakit periodontal. Sumber kolagenase yang mungkin didapat dari fibroblas
atau PMN, atau yang berasal dari sekresi bakteri bisa didapatkan di dalam GCF
(Carranza et al,, 2000). Konsentrasi tetrasiklin dalam GCF lebih tinggi ketika
dibandingkan dalam serum (Bader and Goldhaber, 1996)

Menurut Armitage, lebih dari 65 unsur GCF telah dievaluasi sebagai

penanda diagnostic potensi perkembangan penyakit periodontal. Penanda inidapat
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dibagi menjadi tiga kelompok: host yang diturunkan enzim dan inhibitor mereka,
inflamasi mediator dan host-respon modifiers, dan produk sampingan dari
kerusakan tissue.

Pengumpulan dan analisis sampel GCF memberikan non-invasif sarana
untuk menilai status pathophysiological dari periodonsium dengan cara spesifik
lokasi. GCF dapat dengan mudah dikumpulkan dengan cara paper strip, poin
penyerap dan micropipettes dari celah-celah gingiva gigi.

Cairan krevikular gingiva (GCF) pertanda yang memberikan status
perkembangan penyakit periodontal, sebagai tes diagnostic. Keterbatasan GCF
jelas ada. Pengambilan GCF dapat menantang secara teknis dan memakan waktu.
di samping itu, pemilihan gigi dan lokasi yang beresiko untuk perkembangan
penyakit seringkali sulit. Selain itu,tes laboratorium untuk mendiagnosa penyakit
periodontal tidak secara rutin dan tidak lazim digunakan untuk penyakit gigi.

Crevicular Gingival Fluid merupakan faktor respon dari hos! yang
mengandung campuran molekul dari darah, jaringan, plak, berupa elektrolit,
molekul kecil, protein, sitokin, antibodi, antigen bakteri, dan enzim. (Soder ef al.,
2004; Lamster et al, 2003). Host yang mengeluarkan enzim seperti Matrix
Metalloprotease (MMPs) merupakan kelompok penting dari protease netral yang
terlibat pada destruktif penyakit periodontal yang dapat diukur dalam GCF
(Gapski ef al., 2004; Figueredo ef al, 2004). Neutrofil adalah sel utama yang
menghasilkan MMP pada infeksi, khususnya MMP-8 (kolagenase-2) dan MMP-9
(gelatinase-B) MMP-8 akan mendegradasi kolagen itertisial, MMP-9

mendegradasi beberapa protein matriks ekstraselular (Mantyla, 2003).
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Pashley memprediksi bahwa produksi GCF diatur oleh bagian cairan dari
kapiler ke jaringan (filtrat kapiler) dan perpindahan GCF dilakukan oleh sistem
limfatik. Ketika tingkat filtrat kapiler berlebih dari sistem limfatik, cairan akan
diakumulasikan sebagai edema dan atau keluar area sebagai GCF. Fungsi dari
GCF antara lain adalah untuk
membersihkan material yang ada di sulkus, terdiri dari plasma protein yang
dapat meningkatkan adhesi antara epitelium terhadap gigi, memiliki properti
antimicrobial dan mengerahkan aktivitas antibodi dalam mempertahankan
gingiva.

2.3.1 Komposisi GCF

COMPOSIT!ON OF GCF

' ENZYMATIC COMPONENTS ON ENZYMATIC COMPONENTéI
HOST DERIVED Faac:h‘fen'_n"o“e‘n“w' &
AND
OTHER o
PRODUCTS COMPONENTI F‘-ECTROWT poummg%

Gambar 2.10 Komposisi GCF (Kharbanda, 2010)
Komposisi GCF:
1. Enzim.
a. yang berasal dari host yaitu; Acid Phosphatase, Alkaline
Phosphatase, al  Antitrypsin, Arylsulphatase, ~Aspartate

Aminotransfarase, Chondroition Sulphate, Citric Acid,
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Cytatins, B-glucuronidase, Chatepsin, Matrix Metalloproteins,
Elastase.

b. Enzim yang berasal dari bakteri yaitu; Acid Phosphatase,
Alkaline Phosphatase, Collagenase, Hyaluronidase,
Phospolipse-A, Phospolipase-C.

2. Non Enzim.

a. Elemen selular yang mengandung bakteri, sel epithelial
desquamted, Leukosit (PMN, Monosit, Makrofag).

b. Elektrolit yang mengandung Potassium, Calcium, dan Sodium.

c. Organic  Compound yang mengandung  karbohidrat
(glucosehexosamine dan hesuronic acid), dan protein.

Crevicular Gingival Fluid juga mengandung hasil akhir metabolik yang

terdiri dari Lactic Acid, Urea, Hydroxypoline, Endotoxins, Cytotoxic

Substance, Hydrogen Sulphyde (Neeharika 2010).

Neeharika (2010) dan Carranza (2011) GCF mengandung zat dari host
maupun dari mikroorganisme dalam plak subgingiva dan supragingiva. Unsur dari
host termasuk molekul dari darah, dan kontribusi dari sel dan jaringan
periodontium. Yang kedua meliputi pembuluh darah, epitel, jaringan konektivitas
non mineralized dan mineral, serta sel-sel inflamasi dan kekebalan tubuh yang
telah menyusup ke dalam jaringan periodontal. Komponen seluler GCF adalah
granulosit70-80%, 10-20% monosit / makrofag, selmast5% dan limfositT5%.

Komposisi GCF mengandung :

- Elemen seluler dari cairan sulkular adalah bakteri,sel epitel yang

deskuamasi, limfosit yang bermigrasi menembus epitel sulkular.
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- Elektrolit, berupa kalium, natrium dan Kkalsium. Penelitian
menunjukkan korelasi konsentrasi dan ratio kalium, natrium dengan
inflamasi pada gingiva.

- Komponen organiknya adalah karbohidrat dan protein.Karbohidrat
yang sering dijumpai berupa heksosamin glukosa dan asam heksuronat.

- Produk metabolik dan produk bakterial berupa asam laktat, urea,
hidroksiprolin, endotoksin, substansisitotoksik, hidrogen sulfida dan
faktor antibakterial.

- Beberapa ezim yang terdapat didalam cairan sulkular yaitu enzim Beta
Glukuronidase yang merupakan enzim lisosomal.Dehidrogenase asam
laktat yang merupakan enzim sitoplasmik. Enzim Kolagenase yang
diproduksi oleh fibrolas atau PMN atau disekresikan oleh bakteri.
Enzim Posfolipase berupa enzim lisosomal yang juga bisa diproduksi

oleh bakteri.

232 Aktivitas Selluler dan Humoral Didalam Cairan Sulkus

Analisa dari GCF telah memperlihatkan respon sel dan humoral pada individu
sechat dan yang mempunyai radang periodontal. Respon sel imun melibatkan
munculnya sitokin didalam GCF. Sitokin tersebut adalah ILla dan IL1p yang
meningktakan ikatan dari PMN dan monosit ke sel endotel, kemudian menstimulasi
produksi dari PGE2 dan pengeluaran enzim lisosom, maka hal ini akan menstimulasi
resorpsi tulang yang mana keberadaan interferon a pada GCF memiliki peran
protektif pada kasus Periodontitis karena kemampuannya untuk menghalangi resorbsi
tulang karena jumlah dari cairan GCF yang didapat di dalam sulkus sedikit, maka

penggunaan immunoassays yang sangat sensitif memungkinkan analisis pada
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kekhususan dari antibodi. Peran antibodi dalam mekanisme pertahanan gingiva sulit
untuk dipastikan. Ditemukan bahwa IgG lebih merata terdapat dalam GCF.

Myriam et al (2009) Cairan sulkus gingiva merupakan eksudat yang
mengalir ke dalam rongga mulut dari poket periodontal. Komposisi cairan ini
menyerupai serum, dan intensitas aliran yang telah terbukti bervariasi sebagai
fungsi dari inflamasi gingiva. Parameter biokimia yang terdapat di dalam GCF
bisa dijadikan sebagai detektor atau prediktor penyakit periodontal activity
(Embery,1994; Elley, 1998; Koss 2009)

Crevicular Gingival Fluid yang merupakan eksudat inflamasi, kehadirannya
dalam sulkus normal secara klinis pada gingiva tampaknya normal, tetapi apabila
diperiksa secara mikroskopis akan menunjukkan peradangan. Jumlah dari GCF lebih
besar ketika terjadi inflamasi dan sebanding dengan tingkat keparahan inflamasinya.
Jumlah GCF dapat dipengaruhi:

1. Cicardian Periodicty yaitu adanya peningkatan sedikit demi sedikit pada
jumlah GCF dari jam 6 pagi sampai 10 malam dan akan menurun
setelahnya.

2. Hormon seks pada perempuan dapat meningkatkan GCF karena dapat
mempertinggi permeabilitas pembuluh darah pada masa kehamilan,
ovulasi, hormonal kontrasepsi yang meningkatkan produksi GCF

3. Secara klinis, stimulasi mekanikal seperti mengunyah dan menggosok
gusi yang terlalu kuat dapat menstimulasi aliran GCF.

4. Merokok dapat memproduksi respon immediate-iransient pada kondisi ini
sel endotel berkontraksi memperlebar jarak interendothelial cell yang

akan meningkatkan aliran GCF.
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5. Terapi periodontal.

a. Profilaksis oral dapat menurunkan aliran GCF selama satu minggu
setelahnya, dan perlahan akan kembali seperti sebelum terapi
dilakukan.

b. Setelah prosedur operasi Periodontitis dilakukan, terjadi
peningkatan GCF selama proses penyembuhan.

Didalam cairan sulkular dapat dianalisa adanya respon seluler dan humoral
baik pada individu sehat maupun penderita penyakit periodontal. Adanya respon
seluler ditandai dengan ditemuinya sitokin dari cairan sulkus diantaranya Interlukin-
la, Interlukin 1P yang menggambarkan peningkatan pengikatan PMN dan monosit
ke sel —sel endotel,menstimulasi produksi prostaglandin PGE2 dan pelepasan enzim
lisosomal, menstimulasi resopsi tulang. Interferon y juga berperan protektif karena
kemampuannya menghambat aktivitas resopsi tulang oleh Interlukin 1-B
(Tonneti, 1998; Zemans ef al., 2009).

23.3 Metode Pengumpulan GCF

Terdapat 4 metode dalam pengumpulan GCF yaitu Twisted Threads,
Micropippettes, Crevicular Washing dan Absorbing Paper Strip. Dalam
penelitian ini, akan menggunakan metode Absorbing Paper Strip yang
merupakan penyerapan GCF dengan menggunakan paper sirip.

Metode intra sulkular method yang mana ketika sulkus dimasukkan
kedalam sulkus. Menurut Brill teknik memasukkan paper strip dari dalam poket
sampai batas sulkus. Metode ini memperkenalkan derajat iritasi dari epithelium

sulkular yang bisa memicu aliran cairan sulkular dengan sendirinya.
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Gambar 2.11 Teknik Absorbing Paper, Intrasulcular Method
(Brill, 1962 ; Shermin, 2011).

Cairan GCF yang terkumpul harus dievaluasi kembali dengan melalui tiga
cara, yaitu;

a. Penilaian langsung dan pewarnaan. Menurut Egelberg dan attstrom strip
diwarnai dengan solusi alkohol dari ninhydrin dengan konsentrasi 0,2%. Area
yang berwarna dapat diukur dengan kaliper skala.

b. Dengan berat strip. Strip ditimbang sebelum pengumpulan dalam tabung
plastik microsentrifugation yang disegel dan kemudian ditimbang lagi segera
setelah pengumpulan sample.

¢. Menggunakan periotron. Merupakan perangkat elektronik untuk menghitung
jumlah dari cairan yang terkumpul pada kertas filter, dikembangkan oleh
Harco Electronics, HAR600. Keuntungan metode periotro ini yaitu;
prosedurnya mudah, hasilnya dapat dilihat langsung, penilaiannya kuantitatif,
cocok deangan analisa subsequent kimia, dan evaporasi atau penguapannya
minimum. Kerugian metode ini yaitu kontaminasi dapat terjadi, dislokasi
paper strip dapat mengganggu integritas dari jaringan tepi, ketika

menggunakan periotron, harus berhati-hati saat memasukkan paper strip ke
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dalam mesin pada posisi standar nuntuk mendapat hasil pembacaan yang
benar.
Jumlah Gingival Crevicular Fluid yang dikumpulkan adalah :

a. Menurut Cimasoni (1975) menyatakan bahwa suatu kertas strip dengan lebar
1,5mm dan Imm ke dalam sulkus dari gingiva yang sedikit meradang
menyerap cairan GCF sebanyak 0.1mg selama 3 menit.

b. Challacombe ( 1980) menyatakan dengan menggunakan metode isotop
dilution bahwa jumlah GCF yang ada pada manusia dengan indeks gingiva
rata-rata kurang dari satu. Volume GCF dari permukaan proksimal gigi molar
adalah 0,43 sampai 1,56ul.

c. Western et al menjelaskan benang diletakkan pada krevikular gingiva
disekeliling gigi dan jumlah GCF yang dikumpulkan telah diestimasi dengan
menimbang benang sampel.

Crevicular Gingival Fluid merupakan eksudat inflamasi yang dapat
dikumpulkan pada gingival margin atau ke dalam crevikular gingiva. Analisis
biochemical dari GCF menawarkan cara yang noninvasif (tanpa operasi) dalam
menilai respon host pada peradangan periodontal. Fase aktif dari proses
peradangan periodontal dapat diukur dan dinilai berdasarkan konstituent cairan
gingiva. Enzim bakteri, produk degradasi bakteri, produk degradasi jaringan ikat,
enzim mediated host, mediator inflamatory, protein matirks ekstraseluler baik
secara bersama atau individual dapat dideteksi pada kadar yang lebih tinggi

didalam GCF selama fase aktif dari penyakit periodontal.
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2.4.Penegakan Diagnosa Pada Penyakit Periodontal

2.3.4 Konvensional

Pemeriksaan pada gusi atau jaringan periodontal secara konvensional
menggunakan alat yang disebut periodontal probe. Alat ini digunakan untuk
mengukur kedalaman sulkus gusi (celah berbentuk V yang berada di antara gigi
dan gusi). Kedalaman sulkus gusi yang normal berkisar antara 0-3 mm. Gingivitis
atau periodontitis akan menyebabkan kedalaman sulkus bertambah dan
membentuk poket. Semakin tinggi derajat keparahan penyakit, semakin dalam
poket yang terbentuk. Periodontal probe juga dapat digunakan dalam menentukan
derajat keparahan perdarahan pada gusi.

Periodontal Disease Index (PDI) menurut Russel, pengukuran krevikular
ada 2 cara :

a. Bila tepi gingiva berada pada enamel ukur jarak dari tepi
gingiva ke batas semeto enamel (BSE). Bila epitel penyatu
berada pada akar gigi dan BSE tidak teraba dengan probe, catat
kedalaman sulkus gingiva pada mahkota. Kemudian ukur jarak
dari tepi gingiva ke dasar saku, apabila probe dapat digeser ke
apikal ke BSE tanpa hambatan atau menimbulkan rasa nyeri.
Jarak BSE ke dasar saku dapat dihitung dengan mengurangi
hasil pengukuran kedua ( jarak tepi gingiva ke dasar saku)
dengan hasil pertama ( kedalaman sulkus pada mahkota gigi).

b. Bila tepi gingiva berada pada sementum, ukur jarak dari BSE
ke tepi gingiva. Kemudian, ukur jarak dari BSE ke dasar

sulkus, besarnya kehilangan perlekatan adalah sebesar hasil
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perhitungan kedua, sedangkan kedalaman saku dihitung dengan
menjumlahkan hasil pengukuran pertama dengan hasil
pengukuran kedua.

= Tidak ada tanda inflamasi.

= Perubahan inflamasi ringan sampai sedang.

= Gingivitis ringan sampai sedang, gingiva berwarna merah,
oedema, dan berkilat, pada palapasi terjadi pendarahan.

= Gingivitis parah dengan warna merah menyala, pembesaran,
kecenderungan mudah berdarah dan ulserasi.

= Bila salah satu dari dua sisi yang diukur, sulkus gingiva meluas
3mm, apikal dari BSE.

= Bila salah satu dari dua sisi yang diukur, sulkus gingiva meluas
3-6mm, apikal dari BSE.

= Bila sulkus gingiva pada salah satu sisi yang diukur lebih dari

6mm apikal dari BSE

Kriteria pengukuran 6 regio gigi ( 16, 21, 24, 36, 41 dan 44) mewakili

indeks penyakit periodontal menurut Russel, apabila salah satu dari 6 regio gigi

missing dapat diganti dengan gigi yang berada disebelahnya. Bila skor 0 berarti

gingiva normal dan skor 1, 2, 3 menyatakan tingkat penyakit Gingivitis, serta

untuk skor 4, 5, 6 menyatakan tingkat penyakit Periodontitis.

2.4.2 Pemeriksaan enzimatik sebagai pertanda dalam mendiagnosa penyakit

Periodontal

Pemeriksaan enzimatik di dalam GCF diharapkan dapat menjadi pertanda

dalam mendiagnosa tingkat keparahan penyakit Periodontal, dengan mengukur
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secara obyektif dan dievaluasi sebagai indikator proses biologis normal,proses
patogen, dan respon farmakologik pada intervensi terapi. Pengukuran enzimatik di
dalam GCF menghasilkan pertanda yang menggambarkan orang sehat atau
individu yang terkena penyakit Periodontal tertentu. Pertanda ini merupakan
molekul yang dapat digunakan untuk memonitor status kesehatan, perjalanan
penyakit , respon pengobatan dan hasil terapi. Pertanda yang informatif dapat
lebih berfungsi sebagai penanda awal penyakit. Pertanda penyakit secara
berurutan memainkan peran penting dalam ilmu kesechatan dalam menegakkan
diagnosis, memonitor dan menilai keberhasilan terapi obat.

Pengukuran enzim sebagai pertanda dapat dilakukan pada bakteri dan
produknya, inflamasi, enzim yang dilepaskan dari host, produk dari degradasi
jaringan ikat, dan produk dari resorpsi tulang. Sumber spesimen dalam
pemeriksaan pertanda dapat berupa seluruh saliva, GCF, plak dan serum dapat
digunakan. Enzim yang dilepaskan dari host dapat dengan mudah diperoleh di
dalam rongga mulut baik dari GCF atau dari saliva secara keseluruhan. Saliva
terdiri dari sekresi kelenjar ludah dan cairan sulkus gingiva, deskuamasi sel epitel,
mikroorganisme, serta leucocytes (Dawes, 1978).

Pemeriksaan saliva telah dilakukan oleh Todorovic (2006), menyatakan
enzim yang berperan utama dalam degradasi jaringan, adalah: -elastase,
kolagenase, gelatinase, protease. Enzim intraseluler dilepaskan dari sel-sel yang
rusak pada jaringan periodontal ke dalam GCF dan saliva, yaitu: Aspartat dan
Alanin Aminotransferase (AST dan ALT), Lactate Dehidrogenase (LDH),
Gamma-Glutamil Transferase (GGT), Creatine Kinase (CK) Alkaline

Phosphatase (ALP), Acid Phosphatase (ACP).
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Lactate Dehidrogenase dan Aspartat Aminotransferase dapat membantu
memantau perkembangan penyakit periodontal. Enzim ini berguna untuk menguji
aktivitas penyakit periodontal atau untuk mengukur efektivitas terapi periodontal
(Kaufman et al., 2000; Numabe,2004 ; Ozmeric ef al., 2004). Meryam et al 2009
menemukan didalam penelitiannya bahwa tingkat Aspartat Aminotransferase
tinggi pada periodontitis. Dan juga ditemukan tingkat Lactate Dehidrogenase
yang tinggi pada pasien penyakit periodontal yang membandingkan subjek sehat
dengan subjek Gingivilis.

Alkaline Phosphatase dan Acid Phosphatase adalah enzim intraseluler
yang ada di sebagian besar jaringan dan organ, terutama di tulang. Aktivitas
mereka meningkat dalam air liur adalah konsekuensi dari proses destruktif dalam
tulang alveolar dalam stadium lanjut perkembangan penyakit periodontal sesuai
dengan yang telah dibuktikan oleh beberapa penelitian sebelumnya yang
menunjukkan korelasi positif’ antara aktivitas ALP dan persentase hilangnya
tulang alveolar (Kaufman e al., 2000; Ozmeric ef al., 2004). Data aktivitas Acid
Phosphatase dalam cairan sulkus gingiva dan air liur pada penyakit periodontal
belum ditemukan dalam literatur yang tersedia.

Peningkatan  Creatine Kinase, Lactate Dehidrogenase , Aspartat
Aminotransferase , Alanin Aminotransferase dan Gamma-Glutamil Transferase
menunjukkan perubahan patologis yang terletak di jaringan lunak saja, terutama
di gingiva yang merupakan tahap awal dari penyakit periodontal. Namun,
meningkatnya aktivitas Acid Phosphatase, terutama Alkaline Phosphatase,
menunjukkan bahwa proses patologis destruktif telah mempengaruhi tulang

alveolar yang berarti penyakit periodontal telah tahap lebih lanjutdengan
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prognosis lebih buruk. Aktivitas enzim-enzim dalam air liur dapat menjadi
berguna untuk penilaian efisiensi mengubah terapi dalam menyembuhkan
penyakit periodontal (Kaufman et al., 2000, Numabe et al., 2004; Ozmeric ef al,
2004).

Loss dan Tjoa (2005) meneliti potensial diagnostik markers Periodontitis
yang ada dalam GCF.Penelitiannya mengidentifikasi delapan penanda berharga
yang potensial, termasuk Alkaline Phosphatase, Glukuronidase f, Cathepsin B,
Kolagenase-2 (Matrix Metalloprotease, MMP-8), Gelatinase (MMP-9), Protease
Dipeptidyl (DPP) II dan IIl, dan Elastase.Menurut Scot et al 2008, di dalam GCF
menunjukkan bahwa kadar Substance P, cathepsin G, interleukini-f dan Neutrofil
Elastase berpotensi sebagai penanda awal inflamasi gingiva.

Delapan jenis enzim yang dihasilkan oleh Host pada gingivitis dan
periodontitis adalah Aspartat,Acid Phospatase, Alkaline Phospatase, Alpha 1
Antitrypsin, Arylsufate, Cathepsin B, Elastase Neutrofil, Matrix Metalloprotease.
Aspartat Aminotransferase adalah enzim sitoplasmik yang dikeluarkkan jika sel
mati. Peningkatan kadar Aspartat Aminotransferase pada periodontitis tidak
dapat menunjukkan perjalanan penyakit. Pengukuran Aspartat Aminotransferase
saja tidak cukup untuk dapat membedakan lokasi yang secara progresif
terinflamasi dengan lokasi yang stabil tapi terinflamasi (Oringer,2001).

Acid Phosphatase adalah enzim lisosomal yang berperan sebagai lisosomal
marker . Jumlahnya 10-20 kali lebih banyak pada GCF dibandingkan serum
.Sumber ACP adalah PMN, sel epitel yang terdeskuamasi, dan bakteri. Kadar
Acid Phosphatase tidak menunjukkan hubungan dengan pengukuran keparahan

dan aktivitas penyakit periodontal (Gupta,2012).
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Cathepsin B adalah enzim dari kelas proteinase sistein . Di GCF penghasil
utama cathepsin B adalah makrofag. Konsentrasi cathepsin B meningkat pada
penyakit periodontal ,tapi lebih rendah pada gingivitis .Pengukuran Cathepsin
menunjukkan hubungan terhadap keparahan inflamasi namun tidak menunjukkan
hubungan dengan aktivitas penyakit (Page,1992 ; Gupta,2012).

al-antitrypsin adalah enzim yang menginhibitor protease dan melindungi
jaringan dari enzim yang dikeluarkan oleh sel-sel inflamasi terutama Neutrophil
Elastase. Kadar a2-Macroglobulin, al-Antitrypsin, C-Reactive Protein, Cathepsin
G, Elastase yang terdapat dalam saliva dapat menunjukkan hubungan dengan
status periodontal kecuali antitrypsin (Pederson,1995). Sedangkan aktivitas
Arylsulfatase meningkat pada dua minggu pertama gingivitis, konstan setelahnya
(Lamster,1985, Silva et al,, 2003) dan di GCF pada gingivitis dan periodontitis
(Gupta,2012). Enzim B- Glucoronidase dinyatakan tidak berpengaruh terhadap
penyakit periodontal (Totan ef al, 2006). Citric acid ditemukan tetapi tidak
menunjukkan angka yang signifikan dengan tingkat keparahan penyakit
periodontal (Caffese et al., 1991).Chondroitin sulphate memiliki kadar yang
berbeda di tiap jaringan, contohnya kadar Chondroitin Sulphate pada tulang
alveolar , sementum rendah sedangkan pada ligamen periodontal dan gingiva
lebih tinggi (William et al., 2003). Enzim Cystatin ditemukan pada jaringan dan
cairan tubuh termasuk saliva dan GCF, tetapi jumlahnya paling sedikit diantara
enzim lainnya (Patil,2011).

Produk enzim yang dihasilkan oleh Host, diambil tiga jenis enzim yang
ikut meningkat dengan bertambah parahnya inflamasi penyakit periodontal adalah

sebagai berikut
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2.4.2.1 MMP-8

Matriks Metalloprotease pertama kali diidentifikasi pada vertebra oleh
Jerome Gross dan Charles M. Lapiere pada tahun 1962 yang meneliti degradasi
kolagen friple-helical selama metamorfosis kecebong (Krizkova ef al,2011).
Matriks Metalloprotease(MMP), Cysteine Proteases, Aspartic Proteases dan
Serine Protease merupakan enzim proteolisis yang terlibat dalam degradasi
matriks ekstraseluler (Amalinei e al.,2010).

Terdapat lebih dari 26 famili MMP dan semuanya dapat dikelompokkan
berdasarkan strukturnya (Amalinei et.al.,2010). Struktur MMP secara garis besar
terdiri dari:

a. sinyal peptide yang mengarahkan MMP untuk mensekresi atau
jalur insersi membran plasma

b. prodomain

¢. katalitik domain berikatan dengan zinc

d. domain hemopexin yang menjadi perantara interaksi dengan
substrat dan enzim spesifik

e. region hinge yang berhubungan dengan katalitik dan domain

hemopexin (Cao dan Zucker, 2007).
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Gambar 2.12 Struktur MMP (Gill dan Parks, 2011)

MMP terbagi berdasarkan spesifisitas substrat,persamaan rangkaian dan
organisasi domain, dibagi menjadi enam grup, yaitu: Kolagenase Gelatinase,
Stromelysin, Matrilysin, Membrane-type MMPs Transmembrane, MMP lainnya

(Amalinei, Caruntu dan Balan, 2007).
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Tabel 2.3 Grup MMP
Kolagenase e Kolagenase-1 MMP-1
e Kolagenase-2 MMP-8
e Kolagenase-3 MMP-13
Gelatinase e Gelatinase-A MMP-2
* Gelatinase-B MMP-9
Stromelysin e Stromelysin-1 (progelatinase) MMP-3
e  Stromelysin-2 MMP-10
e Stromelysin-3 MMP-11
Matrylisin e Matrylisin-1 (Uterine Matrylisin) MMP-7
e Matrylisin-2 (Endometase) MMP-26
Membrane-type e MTI-MMP MMP-14
MMPs e MT2-MMP MMP-15
Transmembrane e MT3-MMP MMP-16
e MT5-MMP MMP-24
e MT4-MMP MMP-17
e MT6-MMP (Leukolysin) MMP-25
MMP 14
Lainnya : e Macrophage elastase MMP - 12
. Enamelys i
(MMP - 18)
MMP - 20
XMMP (Xenopus)/Cy— <Femalysin MMP - 21
MMP (Cynops) *CA-MMP (MMP -23A)
*CMMP (Gallus) MMP - 22
=Epilysin MMP -23
MMP -27
MMP 28

MMP family, MMP-1 - MMP-28 (Amalinei, Caruntu dan Balan, 2007).

MMP disekskresikan oleh bermacam Connective Tissue dan sel pro-

inflamasi termasuk fibroblast, osteoblas, sel endotelial, makrofag, neutrophil dan

limfosit (Verma and Hansch, 2007). Ekspresi aktivasi MMP dapat dikontrol pada



66

tingkat transkripsi gen oleh aktivasi proenzim dan inhibitor spesifik dan non
spesifik. Kebanyakan MMP disekresi sebagai proenzim laten (inactive zymogen)
yang mengalami pemecahan proteolysis di amino-terminal domain saat aktivasi
(Charoenrat, Rhys-Evans dan Eccles, 2001; Amalinei, Caruntu dan Balan, 2007).
Matrix Metalloprotease (MMP) dianggap sebagai protease primer yang terlibat
dalam destruksi jaringan periodontal oleh degradasi sel matriks molekul
ekstraseluler. MMP adalah famili dari Proteolitik Enzim yang ditemukan dalam
netrofil, makrofag, fibroblas, sel epitel, osteoblas dan osteoklas yang
mendegradasi matriks molekul ekstraseluler. Proteinase dapat mengaktivasi
MMP, diinaktifkan oleh a-macroglobullin yang ditemukan dalam serum, GCF,
saliva dan juga oleh inhibitor jaringan dari MMP (TIMP) yang ditemukan pada
jaringan host dan cairan tubuh(Nagase et al., 2006).

MMP merupakan family zinc dependent endoprotease, kumpulan besar
enzim yang bertanggung jawab terhadap remodelling jaringan dan
degradasi berbagai komponen dari matriks ekstraseluler, termasuk kolagen,
elastin, gelatin, matriks glikoprotein dan proteoglikan (Surlin, 2000 ; Verma
and Hansch, 2007; Angulo er al, 2011). Antara kondisi fisiologis dan
patologis, ckspresi MMP akan cepat terangsang ketika remodeling jaringan
diperlukan (Decock  etal,2008). MMP mempunyai peranan pada
embriogenesis dan kondisi fisiologis lainnya seperti proliferasi,mortilitas sel,
remodeling, penyembuhan luka dan proses reproduksi seperti ovulasi,
implantasi embrio, proliferasi endometrium, involusi uterus, payudara serta
prostat (Amalinei, Caruntu dan Balan, 2007).

Matriks ekstraseluler adalah sekumpulan protein fibrosa yang melekat



67

pada gel polisakarida terhidrasi. Untuk matriks yang lebih khusus, seperti
kartilago dan tulang, maka matriks ekstraseluler disekresi oleh sel-sel yang
berdeferensiasi lebih tinggi yaitu osteoblast, yang membentuk tulang
(Lopes,2007) dan  kondroisit yang membentuk kartilago (Dorland,2007).
Komponen matriks ekstraseluler berupa protein jaringan, antara lain kolagen,
fibronektin dan glikosaminoglikan yang berkaitan dengan protein membentuk
proteoglikan. Protein-protein ini yang bertanggung jawab atas integritas
struktural dari jaringan pendukung gigi, kerusakan dari jaringan pendukung ini
ditandai dengan degradasi matriks ekstraseluler yang dapat menyebabkan
kerusakan permanen dari jaringan lunak (Kerrigan, 2000).

Secara kolektif, kesemua famili MMP dapat mendegradasi semua
komponen matriks ektraseluler dan membran basalis epitel. Masing-masing
komponen matriks ekstraseluler dapat dipecah oleh kelompok MMP atau MMP
yang spesifik (Ahmed dan Mohammed, 2011). MMP berperan pada beberapa
proses patofisiologi yang kompleks, antara lain:

- destruksi jaringan, misalnya pada invasi dan metastasis kanker,
reumatoid artritis, osteoartritis, ulkus dekubitus, ulser gastrikus, ulserasi
kornea, penyakit periodontal, kerusakan otak dan penyakit
neuroinflamasi,

- fibrosis, misalnya pada sirosis hepatis, fibrosis paru,
otosklerosis, aterosklerosis, dan multiple sclerosis.

MMP disekresikan dalam bentuk inaktif (laten). Aktifitas enzim dalam
jaringan dikontrol oleh kadar enzim inhibitor yang ada. Suatu mekanisme dari

aktivasi MMP melibatkan pembelahan proteolitik dari satu porsi MMP. Protease
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disebut juga proteinase
atau peptidase, merupakan enzim golongan hidrolase yang akan memecah protein
menjadi  molekul yang lebih  sederhana, terdapat enam jenis
aktivitas katalitik spesifik dari enzim protease, yaitu serina-, treonina-, sisteina-,
aspartat-, glutamat-, dan metalo-peptidase. Dalam kompetisi pada area
hydroxamic acid MMP inhibitor, ada bagian yang penting yaitu zinc binding
group (ZBGs). Yang paling mempengaruhi adalah carboxilic acid dan thiol ZBGs.
Walaupun carboxylate group adalah grup yang kurang efektif dalam berikatan
dengan zinc, banyak carboxylate yang menjadi inhibitor MMP dan beberapa
merupakan kandidat klinis yang paling memungkinkan. (Imanschi ef al ,2000).
Aktivitas MMP diatur pada tiga tahap yaitu transkripsi, aktivasi zimogen
precursor dan inhibisi oleh inhibitor terutama Tissue Inhibitors of
Metalloproteases (TIMPs) dan protease inhibitor non spesifik. Enzim yang dapat
memecah  kolagen yang merupakan komponen terbesar dari matriks
ekstraseluler yaitu kolagenase (Matriks Metaloprotease/ MMP), misalnya
MMP-1, -8, dan -13 (Ingman T, e/ al ., 2005). MMP merupakan enzim
proteolitik didalam proses proteasenya dengan memecah proteolitik dari gugus-
amino pada rantai propeptida yang terdapat pada patogen periodontal yang
terinfeksi, hal ini akan mengaktifkan MMPs inaktif. MMPs aktif ini akan terlibat
di dalam degradasi ligamentum periodontal dan degradasi matriks kolagen
interstitial ekstraseluler, yaitu kolagen interstitial dan kolagen membrana basalis,
fibronektin, laminin dan proteoglikan. (Hansen, 1995, Ingman ef al., 1996,

Kusukawa et al., 1995, Wahyukundari 2009).
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Aksi dari MMP diatur oleh inhibitor spesifik yaitu Tissue Inhibitor
Metalloprotease (TIMP). Dikenal ada 4 TIMP dan berperan kuat dalam mengatur
mekanisme aktivasi dan fungsi MMP, yaitu: TIMP-1, -2,-3, dan - 4 . Yang paling
banyak diteliti adalah TIMP-1, suatu glikoprotein yang disintesis oleh
kebanyakan sel jaringan ikat. TIMP menghambat aksi dari MMP dengan cara
mengikat sisi aktifnya. TIMP-1 dapat menghambat kolagenase MMP-8 dan
gelatinase. TIMP-2 mengikat MMP-2 dan juga menghambat aktivitas MMP-1,
MMP-3, MMP-7 dan MMP-9. Keseimbangan local antara enzim MMP dan
inhibitornya merupakan factor yang sangat penting dalam invasi penyakit
periodontal(Hayakawa, 1998; Nagase ef al., 2006 ;Wang, 2011).

TIMP-1 menghambat semua jenis MMP kecuali MMP-14.Pada jaringan
periodontal yang sehat, kadar TIMP biasanya lebih tinggi dibanding jaringan
periodontal yang mengalami inflamasi. Telah diyakini oleh beberapa peneliti
bahwa TIMP berguna untuk membatasi resorpsi tulang. Apabila kadar TIMP-1 di
daerah resorpsi menurun, resorpsi tulang akan meningkat, Pada sisi aposisi, kadar
TIMP-1 meningkat sehingga resorpsi akan menurun. Tetapi pada umumnya kadar
MMP dan TIMP pada daerah resorpsi tulang alveolar lebih tinggi dibanding
dengan kontrol pada jaringan pendukung gigi yang sehat ( Bildt er al., 2009).

Menurut Verstappen dan Ejeil (2006), aktivitas dari MMP dikontrol oleh
TIMP, memainkan peran yang sangat penting dalam remodeling fisiologis dari
periodontium . TIMP-1 merupakan protein yang dikode oleh familia gen TIMP
yangmenjadi inhibitor alami untuk Matriks Metaloprotease (MMP).

Matrix Metalloprotease (MMP) terlibat pada penyakit periodontal dimulai

dari oral patogen yang menyerang jaringan pendukung, akan menyebabkan
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perkembangan penyakit periodontal yang tergantung respon inflamasi individu
sebagai faktor utama. Pada patogenesis penyakit Periodontal, sel kekebalan
yang bertanggung jawab adalah CD+ T cells, yang dipengaruhi faktor eksogennya
dominan oleh P. Gingivalis yang terdapat dalam plak gigi. Selanjutnya monosit,
makrofag, dan fibroblas akan menghasilkan sitokin berupa TNF-a dan IL-1p yang
terdapat pada jaringan periodontal dan saliva di penyakit periodontal. Sitokin
merupakan reaksi biokimia (protein regulator) pada peradangan yang akan
memicu produksi MMP, prostaglandin, dan osteoklas yang mempunyai hasil
akhir berupa kerusakan permanen pada gigi, jaringan lunak pendukung, dan
tulang alveolar. (Caranza, ed 10th p.265-266,2011).

Matrix Metalloprotease (MMPs) adalah bagian yang paling penting dari
protease yang berpartisipasi dalam pergantian normal jaringan periodontal serta
aspek degradatif selama penyakit periodontal. Beberapa bagian matriks
metaloprotease (MMPs) dan tissue inhibitor juga diidentifikasi pada saliva. (Zia
Aetal, 2011).

Matriks Metalloproteinase (MMP) tidak hanya mendegradasi hampir
semua matriks ekstraselular dan komponen membrane basal tapi juga growth
Sactor, reseptor permukaan sel, sitokin proinflamasi sehingga mengakibatkan
pengaturan sel dan penghantaran sinyal. Sebagai tambahan, MMP terlibat erat
pada kondisi patologik seperti Rheumatoid Arthritis, invasi tumor dan metastasis,
infeksi pernapasan kronis, penyakit periodontal dan penyakit mata (dirangkum
oleh Apajalahti, 2004). Berdasarkan strukturnya, MMP dapat dibagi menjadi
kolagenase, gelatinase, stomelisin, matrilisin. Salah satu jenis Matriks

metalloproteinase yaitu kolagenase merupakan subfamilia MMP terdiri atas
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kolagenase-1 (MMP-1) kolagenase-2 (MMP-8) dan Kolagenase-3 (MMP-13).
Kolagenase mempunyai kemampuan dalam memecah kolagen tipe I, II dan III
(Muphy, 1992, Herman ef al 2001)

Chen et al (2000) melaporkan peningkatan tingkat kolagenase neutrophil
aktif dalam saliva pasien Periodontitis. Bentuk aktif MMP-8 dan MMP-13 di
dalam saliva dinyatakan memberikan dampak untuk aktivitas kolagenase. Surlin
(2010) menyatakan MMP-8 adalah bagian dari famili Zinc-dependent
endopeptidase yang berperan dalam pengrusakan kolagen tipe 1. Enzim MMP-8
ini dihasilkan pada penyakit periodontal yang berpotensi merusak jaringan
penyangga gigi dengan cara merusak kolagen tipe I (Rams, 2000; Apajahlati,
2004). Cathepsin G adalah protease bakteri yang juga dapat berfungsi
mengaktifasi MMP-8. MMP-8 disebut juga enzim kolagenase yaitu enzim yang
dapat memecah kolagen pada peristiwa remodeling jaringan dengan cofactor zinc.

Secara fisiologis, MMP- 8 dan TIMP-1 (sebagai pengontrol) telah ada
dalam jaringan periodontal, namun bila tak ada keseimbangan antara MMP-8
dengan TIMP-1 maka akan terjadi peristiwa patogen pada jaringan periodontal,
dimana jumlah MMP-8 akan meningkat dan terjadi degradasi matriks
ekstraseluler (Hayakawa, 1998; Borboulia 2010). Seperti kolagen, gelatin dan
elastin, MMP-8 diproduksi oleh infiltrasi netrofil, MMP-8 juga diproduksi oleh
patogen periodontal P.Gingivalis dan A.Actinomycetemcomitans walaupun tidak
dianggap sebagai faktor mayor dalam proses peradangan. Kolagenase meningkat
dalam jaringan, saliva, dan GCF terkait dengan Periodontitis .

Kinae er al 2003 dan Mantyla er a/ 2003 menyatakan peningkatan MMP-8

di dalam saliva dapat membantu mendiagnosa dan diharapkan memantau
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keberhasilan terapi. Kadar MMP-8 yang ditemukan, menunjukkan MMP-8
mempunyai nilai sensitivitas 0,83 dan speksifisitas 0,96 untuk membedakan
periodontitis dari gingivitis dan gingiva sehat. Kadar MMP-8 menurut penelitian
Mantyla et al (2003) menunjukkan pada kondisi Periodontitis sekitar 2500pg/L,
pada gingivitis sekitar 750pg/L dan pada kondisi sehat sekitar 100 pg/L.

Pada lingkungan pH netral MMP-8 diaktifkan ketika dipecah oleh protein
ekstraseluler. Enzim ini disimpan dalam granuler sekunder dari netrofil yang
diaktivasi dengan pemecahan autolitik. MMP-8 berfungsi mendegradasi kolagen
I, I dan Il (Nagase, 2006). Jaringan periodontal pada gingiva salah satunya
tersusun atas jaringan ikat kolagen yang padat. Fungsi utama serat kolagen adalah
menambah kekuatan pada jaringan ikat. (Geneser, 2000).Jaringan ikat dari gingiva
tepi dipadati dengan kolagen, mengandung bundel serat kolagen yang mencolok
yaitu serat gingival. Serat gingival terdiri dari kolagen tipe I, fungsinya antara lain
untuk:

1. Mengencangkan gingiva tepi dengan kuat melawan terhadap gigi

2. Menyediakan kekakuan yang diperlukan untuk menahan kekuatan
mastikasi tanpa perlu dihindari dari permukaan gigi

3. Menyatukan free marginal gingiva dengan sementum dari akar
dan berdekatan attached gingiva. (Newman et al., 2002)

Kolagenase adalah peristiwa untuk memecah kolagen yang berasal dari
jaringan fibroblas. Proses kolagenase yang diperankan oleh produk bakteri
patogen yang hasilnya berupa enzim-enzim kolagenase dan produk-produk
inflamasi antara lain PMN, sehingga dapat meningkatkan MMP-8 yang tidak

diimbangi dengan aktifitas TIMP-1 sebagai pengontrol. Hal ini merupakan proses
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terjadinya penyakit periodontal dengan mengaktifkan MMPs sebagai awal
dipecah menjadi MMP-8 yang akan mempercepat degradasi kolagen tipe I pada
jaringan periodontal (DeCarlo et al., 1997; Wahyukundari 2009).

Chung ef al (2004) meneliti mekanisme kolagenase dalam mendegradasi
jaringan kolagen. Pada penelitiannya secara in vitro, digunakan dua substrat, yaitu
kolagen tipe I (kolagen fibril dari kulit dan tulang hewan) dan gelatin. Grup yang
termasuk kolagenase adalah MMP-1, MMP-8, MMP-13 dan MMP-18 dan yang
termasuk Gelatinase adalah MMP-2 dan MMP-9 (Sternlicht and Werb, 2001).
Pada perbedaan substrat ini MMP-8 mempunyai aktifitas yang tinggi pada
kolagen 1 dibandingkan dengan Gelatin , sehingga ini membuktikan bahwa
MMP-8 lebih efektif bekerja pada kolagen.

MMP-8 disekresi dari sel sebagai proenzim laten dan diaktivasi in vivo
secara ekstraseluler. Pada pengsekresian proenzim laten, residu cysteine pada
domain propeptida berikatan secara kovalen terhadap Zn** pada domain katalitik.
Pada aktivasi proteolitik, ikatan kovalen tersebut terganggu dan domain
propeptida dipotong. MMP-8 dapat memecah tripolipeptida pada suhu tubuh 37°C
bahkan 10°C dan 4°C lebih sedikit kolagen yang terpecah (Apajalahti, 2004).

Menurut Chung et al (2004) MMP-8 mempunyai tiga domain penting pada
struktur primernya yaitu:

a. domain propeptida yang hilang pada saat aktivasi
b. domain katalitik mengandung Zn>* binding site
c. C-terminal domain hemopexin.
Saat aktivasi MMP-8 domain propeptida akan hilang sedangkan domain katalitik

yang mengandung Zn pada sisi aktifnya berikatan dengan substrat kolagen.



Kemudian MMP-8 pada bagian ini akan menggerakkan substrat kolagen triple
helix (3 rantai polipeptida) yang kaku, akibatnya terputuslah untuk pertama kali
ikatan residu asam amino Gly775-I1e776 pada al dan selanjutnya ikatan antar dan
Gly775-Leu776 pada o2(I) terhidrolisa dan terputus, schingga rantai terpecah
manjadi dua fragmen, C terminal % fragmen dan % fragmen pada N terminal

(Apajalahti,2004) .
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Gambar 2.13 Langkah-langkah pemecahan kolagen oleh kolagenase.
Kolagenase mengikat pada kolagen sebelum memecah triple-helix
kolagen (Chung ef al.2004)
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MMP-8 awalnya dianggap terbatas pada netrofil, tetapi dapat juga
dideteksi pada kondroisit dari kartilago osteoartritis, fibroblas sinovial dan sel
endotel, sel odontoblas dan sel pulpa gigi. (Sasano, 2002). Fungsi dari MMP-8
antara lain adalah berhubungan dalam proses proteolisis , proses katabolik
kolagen, metabolisme peptidoglikan (merupakan metabolisme dari dinding sel
pada bakteri gram positif dan gram negatif yang mengaktifkan komplemen,
aktivitas imunosupresif, menstimulasi resorpsi tulang, dan menstimulasi makrofag
menghasilkan prostaglandin dan kolagenase). MMP-8 adalah protein yang

diharapkan mempunyai fungsi molekuler aktivitas kolagenase netrofil, ikatan ion
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zinc, ikatan ion kalsium, aktivitas kolagenasi interstisial, aktivitas
metalloendopeptase, terlokalisasi di ruang ekstraseluler, matriks ekstraseluler
proteinaseus dan matriks ekstraseluler (Palosaari, 2000).

Penggunaan MMP-8 penting dalam bidang biomedis adalah dalam
perbaikan radang pada jaringan, transplantasi klinis, fungsi seluler dalam
penggumpalan darah, fibrinolisis dan fertilisasi. Kolagenase dari neutrofil darah
perifer digunakan sebagai kontrol positif untuk MMP-8. Aktivitas MMP-8 di
dalam saliva sebanyak 18 kali lebih tinggi pada tingkat Periodontitis yang parah
dibandingkan penyakit periodontal awal. Prognosa diharapkan setelah perawatan
periodontal, aktivitas kolagenase berkurang secara drastis yang sebanding dengan
peningkatan kesehatan periodontal yang ditandai dengan penurunan kedalaman
poket. Ambang batas yang disarankan adalah 80 nano units aktivitas MMP-8 pada
pasien dengan Periodontitis parah, yang bisa membantu untuk screening atau
tujuan diagnosis. MMP-8 aktif bisa di deteksi dalam dengan SBA (Soluble
Biotinylated-Collagen Assays). Dan pemeriksaan ini bersifat spesifik, simple,
cepat, direproduksi dan dapat digunakan dalam diagnosa, rencana perawatan dari

pasien dengan Periodontitis tahap lanjut. (Mantyla ez al., 2003).

2.4.2.2 Alkaline Phospatase

Alkaline Phospatase (ALP) adalah homodimeric metalloenzyme yang
mengkatalis hidrolisis fosfat monoester nonspesifik menjadi fosfat inorganik dan
alkohol. Strukturnya berdimensi 100 A x 50 A x 50 A dengan situs aktif berjarak
30A dari masing-masing sisi berlawanan dari molekul . Setiap situs aktif
memiliki 2 ikatan ion Zn (Znl dan Zn2) dan satu ion Mg. Tiga ikatan logam

membentuk segitiga dengan dua ion zinc 4 A jaraknya dan ikatan magnesium
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berada 5 A dari Zn2 dan 7 A dari Znl. Situs aktif dengan ikatan fosfat inorganic
dangkal dan tiga ion logam dibatasi oleh Arg-166 dan Ser-102 (Holtz et al

.1999).

mg}ev«,

Gambar 2.14 struktur Alkaline Phosphatase (Holtz et al.,1999)
Menurut Kim dan Wyckhoff (1991) , Malhotra (2010) berdasarkan
struktur enzim dengan ikatan fosfat, merumuskan reaksi mekanisme kerja ALP.
Enzim ini berinteraksi dengan Phospomonoester (ROP) untuk membentuk
Michaelis enzyme — subsirat complex (E- ROP). Kemudian dipecah karena
benturan nucleophilic dari Serine-102 pada gugus fosfat substrat membentuk
phospo-enzyme intermediet yang kovalen(E-P). Kompleks kovalen ini berubah

menjadi kompleks non covalent phosphate complex (E-P1).
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daripada enzim-enzim yang ada pada GCF. Chapple et al (1996) dan Dabra
(2012) meneliti kadar ALP di dalam GCF meningkat signifikan pada pasien

gingivitis diawali dengan pemeriksaan Gingival Indeks (GI). Ada 5 spesieal yang
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tinggi pada anak, baik sebelum maupun sesudoh pubertas hal ini adalah normal

karena pertumbuhan tulang (fisiologis).
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phosphoprotein (Bart, 2008). ALP mengikat dan mengatur pengendapan kalsium
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2010). Fungsi ALP, pertama teridentifikasi untuk menunjukkan lokasi
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fibroblas meregenerasi ligamen periodontal, produksi ALP semakin meningkat.
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yang merupakan inhibitor kompetitif ALP. Molekul inhibitor melekat secara
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substrat. Inhibitor ALP adalah L-isomer asam amino phenylalanine (Dean,2006).
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ALP.Sedangkan Rufo er al (1972) dan Kozlenkov (2004) berpendapat bahwa [-
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cofactor ALP adalah Mg®* dan Zn*"ALP adalah dimer yang identik di setiap

mrthaimitnirn Qatinem cnh simit smaamililss atame T srane hasibatnn snsat craee
s MLMI-LAJ ~a. -.lﬁu\‘..l —ea s R AL AAAALAARS A sALL auaa J wlb L .su.run, J m—lb

berkontribusi dalam integritas structural polipeptida dan ikatan Zn yang kurang

. . . . Pamm— .
wamat Aimamalran smtnls batalinie Qatins cihainit siien saamaslibs hindime nita srase
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berbeda untuk ion Mg®" yang menstimulasi aktivitas enzimatik (Bretaudiere ef al.,

1004 Cuiihotent AT D adalabh s witwnnkhaw] smhacnbhata Mlal-achisan lﬂﬂA MNann
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2006), dan diaktivasi oleh Mg®* (Brunnel, 1973; Farah 2012).
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yang terjadi pada GCF lebih awal terdeteksi dibandingkan modifikasi secara

. .
Llinia tavlihat mada Laminal-an iameacnn AT D r‘| MO dAinslrie dancnn smanacinal-an
M LTAAsiies priAtets ALk LALAALALALL JLed Ailptesis 4 A SSA MLl Madptaad AAAeak i besAbeiniiss

metode kolorimetri pNPP yang dapat menunjukkan bahwa tingkat enzim dalam
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hubungan yang signifikan antara konsentrasi ALP di GCF dan poket gusi . Hal ini

mnsrrniil-lbam hahirra AT D anmant al4if Aalams tasiaann f'n‘.-lrnu‘u‘ |n'rn TTanl A¢ ~l
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2008;Malhotra et al., 2010).
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kadar enzim yang tinggi seperti; Neutrofil Elastase (NE), Alkaline Phospatase

FADY Aan Aomautat Asmiimmntummofousons (AQTY ATl sliean DLnnuna«nnn talnh .—l-ukur
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kadarnya di dalam GCF untuk menguji hubungan antara kondisi penyakit

mamadantal Aam al-tisntnantn (Asians 000N
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Pada penelitian Myriam ef al (2009) menyatakan Alkaline Phospatase

#HAnl hina Aihadal-ne antara smanian danoann oinaisntio das manian cahat cabaons
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kontrol,tetapi dipenelitian sebelumnya Nakashima et al (1994), Usal et al (2008)
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gingiva yang terinflamasi daripada gingiva sehat.
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membandingkan sample sehat, gingivitis, dan peridontitis yang menyatakan
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memantau penyakit periodontal.
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Neutrophyl Elastase (NE) adalah enzim hidrolitik yang berfungsi dalam

Ann—nrlnn- mantamal ansne vrnne ditalan Anlnm meannan "nnnn--hlr NE adalah asatain
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serin dan mengandung rantai tunggal polipeptida dasar dari 218 residu asam

nrmaina srane Ainabiilban Alabh ament ibbntnem Aicnlfda NE Giien maamilils duiin snetas
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asparagines yang terikat dengan karbohidrat (Barret, 1981).



o9

An’g—:nfggjﬁf E’nr!ncn di!":“q! cahamnai ‘:I AN (nlnofrxnn r) neunﬂt\ﬁl}

114y
e L T LErise P

merupakan asam amino protease yang sama seperti chymotrypsin yang memiliki
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makrofag selama peradangan, menghancurkan bakteri dan jaringan gingiva, yang
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Neutrofil Elastase merupakan grup enzim serine proteinase.Tempat

Al Fmvrn madn nansa aresen | it Ansmnsneses iotiAis don Qhtisn  CQuibhatent NE
Qdlin)yG pPatl QOO GINC, JAlil Jlopdidplil, fuoudin UGG Udill, Dulbouul L

adalah elastin, collagen tipe III, IV, VI, dan VIII, fibronectin, laminin I,

Thunmhanmnamdizm muatanclinsme (Tlitbn ¢ A1 DN Alitsvratnn NIC fuvva Adiimhilens

Lisd GillOUGUTHab by il UL U gésblbib (L AlbU Lk Gy VU fo & ML 4 B & i JH Qiilaocioa
secara irreversible jika membentuk kompleks dengan a-I antitrypsin.a-1
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diproduksi oleh monosit (Freonese,2008).
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azurophilic yang merupakan indikator aktivitas neutrophyl (Loss,2000). Gingiva

crinme snflamans ndalabh cnsmbas stamn dismann Alastwnfi] Dlactana tasdatal-as Al
J I‘llb AAba anasnavAaia B Y B e b eaAL A ana a AhAsvAabna a b hvbhes UJ e Asbbbidbivhos v L R Y

rongga mulut (Cox,2006). Bekerja optimum pada pH 7-9. NE bekerja pada
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serat-serat kolagen. Elastin adalah komponen protein jaringan yang memberikan
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Elastin memberikan kemampuan jaringan untuk meregang dan mendukung
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Neutrofil Elastase diinhibisi oleh Serine Leucocyte Protease Inhibitor
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SLPI sebagai inhibitor utama di GCF dihasilkan dan dilepaskan oleh sel epithelial
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supragingiva (Nakamura,2003).
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Aktivitas ME dipengaruhi clch aktivitas cystein profoas
pada GCF yang meningkat pada penyakit periodontal. Cathepsin B mendegradasi
SLPI pode coiron pelopic mulicoss (Taggort2
Cathepsin B menurunkan kemampuan SLPI untuk meregulasi aktivitas elastase di
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oleh lipopolisacarida , TNFa, IL-8 yang meningkat 20 kali lebih tinggi Neuirofil

NE menguntungkan untuk di analisa karena pada early stage
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tempat inflamasi. NE dapat mengaktivasi sel epitel untuk menghasilkan IL-8 , IL-
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degradasi jaringan lunak (Allan, 1995)



Enzyme  Activesite  pH Natwral  Proteinase Substrates

group Optimum  inhibitors

Serine  Asp. His. Ser 79 Semins  Leukocvte elastase  Elastin. collagen tvoes III. IV, VI and VI

proteinases fibronectin, laminin 1, thrombospondin
proteagfycans

(athepsin G Fibronectin, laminin 1, pmeoglyum.

coliagen type iV, elastin, Mromposponan,
complement, immunoglobulin,
lymphocyte surface antigens,

anaintencin |
Proteinase 3 Fibronectin, laminin 1, proteoglycans,
collagen type IV, elastin, vitronectin
Plasminogen Plasminogen (plasmin degrades fibrin,
activator (WPA)  fibronectin, laminin 1, thrombospondin,
proteoglycans, and activates pro-matrix
metalloproteinases and complement)
Enzim Proteolitik pada Neutrofil Manusia (Daamen 2007; Almine ef al.,
2010).

Inhihitor dari Neutrofil Flastase dan (’nrhp‘nein (v adalah qprpinq -y

protease inhibitor, a,-antichymotrypsin, yang ditemukan dalam plasma, saliva dan
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diinhibisi secara reversibel oleh asam lemak rantai panjang, polysacaride sulfates
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Kadar yang tinggi dari Netrofil Elastase pada saliva dikaitkan dengan
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tanda klinis yang jelas dari progres peradangan/penyakit (Carranza, ed 10 hal 238-
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Plasma membrine

Neutrophil

l @ amcphilcgamies e ]

. Spec i(ﬂ‘\{ale lactoferrin, lysozyime

A Gelalinase granules
e.q.: lysozyme, acetvitransferase, gelatinass

Gambar 2.16 NE dihasilkan oleh granula azurophilic. (Mayer 2004)
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salah satu komponen penting dari penyakit periodontal. Studi cohort yang
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mendeteksi adanya relasi positif antara aktivitas Neutrofil Elastase pada GCF,
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tahun.
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Aspartat, dan asam amino yang tersebar diseluruh urutan utama polipeptida, tetapi
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(protein yang terlipat). Bentuk Neutrofil Elastase dari adalah 218 asam amino
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Enzim ini terdapat dalam butiran azurophil dalam sitoplasma neutrofil
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Zia et al 2002, menyatakan bahwa Neutrofil Elastase (atau elastase) adalah
enzim proteolitik poten yang ditemukan di dalam butiran lisosomal. Dalam studi
longitudinal, Eley dan Cox (1996) menunjukkan bahwa peningkatan Neutrofil
Elastase di dalam GCF adalah prediksi dari kehilangan perlekatan periodontal.
Menurut Meyle (1992) Neutrofil Elastase merupakan sebuah asam amino protease
netral pada granul primer, yang memecah elastin dan beberapa komponen lainnya
dari jaringan.Biokimia markers lainnya yang ada di dalam GCF yaitu enzim
Intracytoplasmic, particularly lactate dehydrogenase (LDH) dan AST . Kadar NE
akan meningkat pada gingivitis, sedangkan pada kronik Peridontitis kadar
Neutrofil Elastase and Intracytoplasmatic enzymes seperti PA (Protective Ag)
,LDH (Lactate Dehidrogenase) , dan AST (Aspartate Aminotransferase) lebih
tinggi. Artinya NE dapat membedakan dan mendiagnosa seusai kondisi klinis
gingivitis. Lactate dehydrogenase dapat memberikan gambaran ringan, sedang,
dan berat pada peridontitis, sedangkan AST hanya terdapat pada kondisi

advanced.

N
H Sor o
i - HN Oxyanion
HO O ho o
HN
/ Substrate

Gambar 2.17 Mekanisme Kerja Neutrofil Elastase
RC Wilmouth et al., (2002)
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Mekanisme pemecahan elastin merupakan triad katalitik asam amino Serin
, Histidin,dan Asparagin. Pada mekanisme pemecahan elastin, Serin , Histidin,dan
Asparagin, serta molekul air juga ikut terlibat.Bentuk struktural enzim neutrofil
elastase terdiri dari orientasi dari gugus amida atom hidrogen yang mengarahkan
atom oksigen yang bermuatan negatif dari substrat, sehingga substrat dipindahkan
ke posisi yang tepat untuk mengalami pemecahan. Bagian dari elastase ini disebut
oxyanion hole Peptida yang akan dipecah diikat oleh enzim secara nonkovalen di
cekungan yang berdekatan dengan triad katalitik. Reaksi tahap pertama, gugus
hidroksil dari Ser melakukan neutrophilic attack pada ikatan amida substrat untuk
membentuk ester. Bagian ujung gugus karboksil dari peptide substrat dilepaskan
melalui mekanisme ini (Wilmouth et al.,2001).

Ujung gugus amino substrat berikatan dengan enzim. Pada reaksi tahap
kedua,Hist melepaskan proton dari molekul air yang akan terikat pada carbon
ester sehingga oxyanion intermediate meningkat.Struktur gugus tiga oksigen yang
terikat dengan karbon akan menjadi tidak stabil dan akan berdisintegrasi untuk
membentuk satu asam dan satu alkohol meregenerasi enzim dan melepas bagian
aminoterminal substrat. Sementara itu Asp tidak berikatan jauh dari substrat dan
tidak mempunyai peran penting dalam pengaturan ikatan hidrogen yang terjadi
pada Histidin dan Serin (Katona et al.,2002).

Kadar NE akan meningkat pada kondisi peradangan dan kehilangan
perlekatan, enzim ini bisa berfungsi sebagai prediktor kehilangan perlekatan
(Cox,1992; Gustafsson,1992; Palcanis,1992; Wood 2006). Kadar NE pada GCF
lebih tinggi pada pasien Periodontitis dibandingkan pasien sehat dan gingivitis

(Ohlsson ef al.,, 1973 ; Gupta 2012). Di dalam penelitian Meryam e/ al (2009)
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menunjukkan kadar NE meningkat pada inflamasi gingiva berupa satu-satunya

enzim yang meningkat pada kondisi gingivitis.
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Bakteri Subgingiva

\%

Inflamasi

_—|GCF | T
Komponen Komponen
Enzimatik Non Enzimatik
-Acid Phosphatase
— -Aspartat Aminotransferase
-Alpha 1 Antitrypsin
-Arylsulphatase
-Condroitin Sulphat
-Citric Acid
-Cystatin
-B- Glucoronidase
-Cathepsin B
Memecah Elastin
- Elastase Neutrofil
(=1 'Alkaline Phogphatasef ™o o
— Matrix Metalloproteinase
T
MMP 13 MMPI1 MMP 8 1
it Merusak
Gingivitis e : €
- kolagen 1 periodontal
Penyakit Kehilangan
Periodontal perlekatan gingiva
\4 I |
PGE-2t, TNFat IL 1Bt
Periodontitis | |
L%
e Kehancuran =~
Keterangan : tulang alveolar

= Variabel yang akan diperiksa

Gambar 3.1 Gambaran Skematis Enzimatik pada penyakit Periodontal
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Keterangan Kerangka Konsep :

Bakteri subgingiva pada jaringan pendukung gigi akan mengeluarkan
produknya LPS, FMLP, fatty acid, yang akan mengakibatkan terjadi inflamasi
pada jaringan pendukung gigi. Pengambilan GCF sebagai spesimen dan dilakukan
pengukuran kadar enzim yang terkandung didalam GCF untuk dapat dijadikan
pertanda pada gingivitis dan periodontitis.Jenis enzim-enzim yang terdapat dalam
GCF terbagi atas 2 komponen yaitu

a. Komponen enzimatik

Komponen enzimatik yang dihasilkan Host pada penyakit periodontal

adalah Aspartat Aminotranferase, Acid phospatase, Alkaline Phospatase,

Alpha 1  antitrypsinBeta-Glunoridase,  Arylsufate, ~ Chondrotin

Sulpat,Citric  acid,Cystatin,Cathepsin B, Elastase Neutrofil, Matrix

metalloprotease.

b. Komponen non enzimatik

Pertanda yang sering menjadi indikator antara lain :

a Matrix Metaloprotease (MMP). MMP adalah protease (famili
zinedependet endopeptidase) yang disekresikan dalam bentuk laten,setelah
aktivasi akan menghasilkan kolagenase (MMP1,8 dan 13).Di dalam proses
inflamasi penyakit periodontal tipe MMP yang sering terlibat adalah
MMP-8. MMP — 8 dihasilkan lewat infiltrasi neutrophil dan jika bertemu
dengan Cathepsin G yang dihasilkan bakteri maka dapat mengaktifkan
MMP 8 untuk menhancurkan kolagen tipe 1 di jaringan pendukung

periodontal yang mengakibatkan lepasnya perlekatan gingiva.
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b Neutrofil Elastase: merupakan sebuah asam amino protease netral pada

granul primer, yang memecah elastin dan kolagen dari jaringan lunak
pendukung gigi sehingga terjadi degradasi jaringan.

Alkaline Phospatase : setelah terjadi kehilangan perlekatan dan
banyaknya jumlah PGE2 dari makrofag,fibroblast dan hasil aktivasi IL -1
B ., TNF —a, maka terjadilah kehancuran jaringan tulang pendukung
gigi.Pada kondisi ini, jumlah Alkaline Phospatase akan sangat banyak

terdapat di GCF.

3.2 Hipotesis Penelitian

1.

Ada perbedaan kadar Matrix Metaloprotease -8 dalam Gingival Crevicular
Fluid pada penyakit periodontal.

Ada perbedaan kadar Alkaline phospatase dalam Gingival Crevicular
Fluid pada penyakit periodontal.

Ada perbedaan kadar Neutrofil Elastase dalam Gingival Crevicular Fluid
pada penyakit periodontal.

Diantara ketiga enzim didalam Gingival Crevicular Fluid terdapat

hubungan yang paling kuat dengan penyakit periodontal .
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METODE PENELITIAN
4.1 Jenis dan Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian Observasional dengan pendekatan
Cross Sectional Comparative Study dimana variabel dependen dan
independen diperiksa dalam waktu bersamaan.
4.2 Lokasi Dan Waktu Penelitian
Lokasi penelitian dilakukan di Poliklinik Gigi RSUD Rasidin
Kotamadya Padang dan Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Unand.
Waktu penelitian dilakukan selama satu tahun.
4.3 Populasi dan Sampel
4.3.1 Populasi
Seluruh pasien yang menderita gingivitis ringan, periodontitis
ringan dan sehat sebagai kontrol berdasarkan PDI berkunjung ke poliklinik
gigi RSUD Rasidin Kotamadya Padang.
4.3.2 Sample
Bagian dari populasi yang memenuhi kriteria inklusi dan eklusi
diambil secara consecutive sample.
4.3.3 Besar Sampel

Besar sampel diambil dengan menggunakan rumus:

(za + zf)s 2

ng=n,; =
(x4 — x7)

Keterangan :




n; = besar sampel

s = penyimpangan baku kedua kelompok
x1-X; =perbedaan klinis yang diinginkan
a = tingkat kemaknaan (0,05)

zp = power (0,842)

» uppual
(za +2zp)s
Ny =Ny = N3 =2{——1r—"Ht
(X1~ x3)
5 (1,96 + 0,842)5,07]°
n n, = ng=2|— -
‘ . (23,50 — 18,50) }
’ 1.1,207]3
Ny =Ny, = Nz =
1 ] (5)
n, =n, = ny = 16,154
n, =n, = ng = 16, angka dibulatkan menjadi 16

Jumlah sampel minimal untuk gingivitis ringan, periodontiti ringans,
dan sehat sebagai kontrol adalah
16 orang pada tiap kelompok.
4.4 Kriteria Inklusi dan Ekslusi
4.4.1 Kriteria Inklusi
- Bersedia ikut menjadi responden dalam penelitian.
- Umur 17 sampai dengan 30 tahun
4.4.2 Kriteria Eksklusi
- Mengkonsumsi antibiotik dan antiinflamasi selama 3 bulan

terakhir.

- Pasien perokok.
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- Pasien hamil, mestruasi.
- Memiliki kelainan sistemik : DM
- Mendapat riwayat treatment periodontal selama 3 bulan terakhir

- Gingivitis sedang gingiva berwarna merah, oedema,dan berkilat,
pada palpasi terjadi pendarahan.
- Gingivitis parah gingiva warna merah menyala, pembesaran,
kecenderungan mudah berdarah dan ulserasi.
- Periodontitis sedang bila salah satu dari dua sisi yang diukur,
sulkus gingiva meluas 3-6mm, apikal dari BSE.
- Periodontitis berat bila sulkus gingiva pada salah satu sisi yang
diukur lebih dari 6mm apikal dari BSE
4.5 Variabel Penelitian
4.5.1 Variabel Independen
a. MMP-8
b. Alkaline Phospatase
c. Neutrofil Elastase
4.5.2 Variabel Dependen
Penyakit periodontal
) |
4.6 Bahan Dan Instrumen Penelitian

4.6.1 Bahan Penelitian :

1. MMP-8:
Metode sandwhich ELISA dengan bahan reagan/KIT MMP-8

RPN2619, Human Biotrak System by Amersham Biosciences




2. ALP : Elsa Kit for ALP, homo sapiens ( Human ), sE91472Hu,
detection range 3.12-200 ng/ml, sensitivityl.36 ng/ml. USCN
product

3. Neutrofil Elastase :

Elastase, Human, Kit, HK319-02, Product assays, quantity 2x96
det, standard range 0.4-25 ng/ml, detection kadar 0.4ng/ml, working
volume 100 pl/well.

4. Gingival Crevicular Fluid

4.6.2 Instrumen Penelitian

1. Variant hemoglobin testing-in2it analyzer — Bio rad

S

:\'{.’H[T'”‘H‘.’;x'

(%]

Hitachi's clinical automatic analyzer
4. Dento Analyzer
5. Pipet takar

6. Paper stripe

8. Kaca Mulut
9. Pinset
10. Probe Periodontal

11. Sonde
4.7 Defenisi Operasional

4.7.1 Penyakit Periodontal
Penyakit periodontal adalah penyakit yang mengenai jaringan

pendukung gigi yaitu gingiva/gusi serta jaringan periodontal, yaitu jaringan
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yang menghubungkan antara gigi dan tulang penyangga gigi yaitu tulang
alveolar. Penyakit yang paling sering mengenai jaringan periodontal adalah
gingivit6is dan periodontitis.

Penyakit periodontal terdiri dari :

- Gingivitis ringan : Inflamasi ringan pada gingiva ditandai dengan
perubahan warna, sedikit oedema, pada palpasi perdarahn berupa
titik kecil.

- Periodontitis ringan : Bila salah satu dari dua sisi yang diperiksa
ada sulkus gingiva yang sudah berada 1-3 mm.

Alat Ukur : Probe Periodontal
Skala ukur : Nominal
Hasil Ukur :
0 = gingiva sehat
= gingivitis ringan
2 = gingivitis berat
4 = periodontitis ringan
Kriteria pengukuran 6 regio gigi ( 16, 21, 24, 36, 41 dan 44) mewakili
indeks penyakit periodontal menurut Russel, apabila salah satu dari 6 regio gigi
missing dapat diganti dengan gigi yang berada disebelahnya.

{

4.7.2 MMP-8
MMP-8 bagian dari famili Zinc-dependent endopeptidase yang
berperan dalam pengrusakan kolagen tipe I. Belum ada harga normal yang

baku ditemukan. Karena itu diambil sebagai patokan adalah nilai rata rata
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mean dari kontrol. Dinyatakan kadarnya rendah apabila nilainya < mean, dan
tinggi apabila nilainya > mean.

Alat ukur : Elisa

Skala ukur : Rasio

Hasil ukur : pg/ml

4.7.3 Alkaline Phospatase

Alkaline Phosphatase adalah glikoprotein membrane terikat yang
terlibat dalam pemeliharaan tulang alveolar dan pembaharuan dari ligament
periodontal. Belum ada harga normal yang baku ditemukan. Karena itu
diambil sebagai patokan adalah nilai rata rata mean dari kontrol. Dinyatakan
kadarnya rendah apabila nilainya < mean, dan tinggi apabila nilainya >mean.

Alat ukur : Elisa

Skala ukur : Rasio

Hasil ukur : pg/ml

4.7.4 Neutrofil Elastase

Neutrofil Elastase merupakan grup enzim serine proteinase yang
berguna untuk mendegradasi elastin. Belum ada harga normal yang baku
ditemukan. Karena itu diambil sebagai patokan adalah nilai rata rata mean
dari kontrol.Dinyatakan kadarnya rendah apabila nilainya < mean, dan tinggi
apabila nilainya >mean.

Alat ukur : Elisa

Skala ukur : Rasio

Hasil ukur : pg/ml
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4.8 Persyaratan Etik Penelitian

Sebelum melakukan penelitian akan diminta persetujuan etik kepada
komite etik Fakultas kedokteran Universitas Andalas dengan melampirkan
proposal penelitian, informasi yang diberikan kepada subjek penelitian yang
meliputi alasan penderita diperlukan, imbalan yang didapat, pemberitahuan hasil
penelitian, resiko penelitian, dan mamfaat langsung.

Implikasi etik pada penelitian ini mengikuti ketentuan “Deklarasi Helsinki”
(Oemijati, Setyabudy, Zbudijanto, 1987; deronzo and noss, 2006).Peneliti
melaksanakan penelitian ini dengan penuh tangung jawab melalui organisasi
penelitian penelitian, antara lain:

Semua tenaga yang terlibat dalam penelitian ini diberikan pembekalan
terlebih dahulu dengan :

a. Memberikan informasi yanglengkap dan jelas alasan tujuan

penelitian.

b. Memberikan pelatihan sesuai dengan kegiatan (fask) yang akan

dilakukannya.

c. Kemampuan dan ketepatan melakukan pencatatatan dan

meverifikasikannya.

d. Mempersiapkan hasil penelitian dengan baik.

e. Peneliti menjamin kerahasiaan dokumen yang berkaitan

dengan data subyek.

f. Penelitian ini dilakukan dan diawasi oleh dokter yang mempunyai

kompetensi didalam bidangnya.
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Peneliti sangat menghormati kepentingan subyek dan selalu
menutamakannya ketimbang kepentingan ilmiah nya sendiri.
Peneliti akan memberikan informasi yang akurat kepada pihak yang
berkepentingan apabila diperlukan.

Segala akibat yang ditimbulkan pada pelaksanaan penelitian ini
menyangkut tindakan inteivensi ‘terhadap pasien adalah menjadi

tanggung jawab peneliti.

4.9 Pemantapan Mutu (Qualify Assurance)

Pada penelitian ini dilakukan pemantapan mutu untuk menjamin ketelitian dan

ketepatan hasil pemeriksaan laboratorium. Cakupan pemantapan mutu meliputi tahap

pra analitik, analitik, dan paska analitik. Dalam penelitian ini upaya pemantapan mutu

telah mulai dari persiapan subjek, pengambilan sampel, pengiriman dan penyimpanan

sampel, pemeriksaan dan pencatatan hasil.

4.9.1 Persyaratan Subyek

Pasien yang akan diambil sampel Gingival Crevicular Fluid nya sesuai

persyaratan. Ada beberapa hal yang diperhatikan yaitu :

Waktu pengambilan sampel, Cicardian Periodicty yaitu adanya
peningkatan sedikit demi sedikit pada jumlah GCF dari jam 6 pagi
sampai 10 malam dan akan menurun setelahnya.

Pantangan obat tertentu seperti antidepresan, antihistamin, antipsikotik,
antihipertensi, antikonvulsan, agen sitotoksik, muscle relaxant.

Tidak sedang menstruasi, Hormon seks pada perempuan dapat

meningkatkan GCF karena dapat mempertinggi permeabilitas




100

pembuluh darah pada masa kehamilan, ovulasi, hormonal kontrasepsi
yang meningkatkan produksi GCF

- Tidak melakukan stimulasi mekanis seperti mengunyah dan
menggosok gigi,. Secara klinis, stimulasi mekanikal seperti
mengunyah dan menggosok gusi yang terlalu kuat dapat menstimulasi
aliran gcf.

- Tidak merokok, karena merokok dapat memproduksi respon
immediate-transient pada kondisi ini sel endotel berkontraksi
memperlebar jarak interendothelial cell yang akan meningkatkan
aliran gcf.

- Tidak ada riwayat treatment periodontal selama 1 minggu. Profilaksis
oral dapat menurunkan aliran gef selama satu minggu setelahnya, dan
perlahan akan kembali seperti sebelum terapi dilakukan.

- Tidak paska bedah periodontal. Setelah prosedur operasi periodontitis
dilakukan, terjadi peningkatan gef selama proses penyembuhan.

49.2 Pengambilan Sampel
a. Pasien duduk di dental unit dengan posisi ergonomis
b. Diinstruksikan untuk berkumur dengan luratan khlorheksidin 2%, untuk
menyamakan kondisi dan meminimalisir keterlibatan bakteri oral
c. Bersihkan plak pada daerah yang akan diambil GCF, dan keringkan
d. Dipasangkan lip retractor
e. Isolasi dengan menggunakan cotton roll.
f. Paper point diinsersikan dengan menggunakan teknik intracrevicular

superficial
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g. Dibiarkan selama 3 menit ( stopwatch)
h. Ambil paper point, dan dimasukkan dalam tabung eppendorf yang telah
berisi larutan buffer PBS.

i. Pemberian label pada tabung spesimen harus jelas.

4.9.3 Penyimpanan Sampel
a. Sampel yang telah diambil akan di ELISA dalam waktu 90° pada suhu
kamar atau sampel dapat disimpan pada suhu -20°C sampai jumlah
sampel mencukupi sesuai petunjuk yang ada dalam kit.
b. Boks penyimpanan sampel dikhususkan hanya untuk satu penelitian.
¢. Setiap penyimpanan sampel dilakukan rekapitulasi data penelitian.
d. Suhu freezer dipantau setiap hari dan freezer dipastikan selalu tersambung

dengan listrik genset

4.9.4 Pengiriman Sampel
a. Sebelum dikirim label sampel dipastikan masih terpasang dengan baik,
disusun sesuai urutan daftar nama.
b. Dibungkus beserta raknya plastik zip lock atau plastik yang cukup tebal
dan ditutup rapat, dalam cool box.
¢. Pengiriman dilakukan dalam suhu yang sesuai dengan dry ice
4.9.5 Pemeriksaan Sampel
Pemeriksaan MMP-8, ALP, NE.
a. Setelah penghentian reaksi saat pemeriksaan ELISA, segera dilakukan
pemeriksaan ELISA Reader dengan panjang gelombang 450 nm

maksimal selama 30 menit (jika waktu lebih dari 30 menit, akan




4.9.6

102

mengakibatkan  perubahan warna pada sample sehingga
mempengaruhi hasil akhir pembacaan ELISA Reader).

Angka-angka yang keluar dari ELISA Reader adalah angka-angka
absorbent yang harus disetarakan dengan bantuan grafik standar yang
dibuat setelah dilakukan pemeriksaaan dengan ELISA Reader
sehingga menjadi angka-angka dalam bentuk kadar MMP-8, ALP, NE
(ng/ml).

Pemeriksaan Laboratorium

Pemeriksaan laboratorium dilakukan pada laboratorium biomedik
Fakultas Kedoteran Universitas Andalas dan dikerjakan dengan jaminan
mutu terbaik dan sumber daya yang berkompeten di bidangnya. Alat
tersebut' sebelum digunakan dilakukan kalibrasi terlebih dahulu
dengan mengikuti prosedur standar laboratorium secara periodik
menurut Quality Control System,dengan menentukan harga coefficient

of variation (CV) .

Pemeriksaan Laboratorium
4.9.6.1 Uji ELISA MMP-8
['ahapan Persiapan Reagen :
. Wash Buffer
Pindahkan wash buffer concentrate ke temperatur ruang sebelum
digunakan, vortex hingga semua kristal larut ke dalam buffer.
Larutkan 20mL wash buffer concentrate ke dalam 480 mL ddH20

sehingga wash buffer total menjadi 500mL.




103

2. Substrate Solution
Campurkan kedua pewarna reagen A dan B dengan perbandingan
jumlah volume yang seimbang. Campurkan kedua reagen 15
menit sebelum digunakan. Hindari dari cahaya.

3. MMP-8 Standard
Encerkan MMP-8 Standard dengan 1 mL ddH20 untuk membuat
standard dengan konsentrasi 100ng/mL. Vortex dan lanjutkan
membuat pengenceran standard lainya.

Pengenceran standar :

10ng/mL : VI.nl =V2.n2
100 =500 .200
V1 = 5000/100

V1 =50 +( 450 standard diluent)

Sng/mL: Vlnl=V2n2
10=200.5
V1= 1000/10
V1=100 (+ 100 standard diluent)

2,5ng/mL: V1.n1=V2.n2

10 =200.2,5
V1=500/10
V1=50 (+ 150 standard diluent)

- 1,25ng/mL: V1.nl =V2.n2

10 =600. 1,25

V1= 750/10

V1=75 (+ 525 standard diluent)




(FS)
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0,625ng/mL: V1.nl =V2.n2
1,25=200. 0,625
Vi=125/1.25
V1=100 (+ 100 standard diluent)
0,3125ng/mL : V1.nl=V2.n2
12.5=200.0,3125
V1=62,5/12,5
V1=50 (+ 150 standard diluent)
0,15625ng/mL  : Vl.nl=V2.n2
12,5=400. 0,15635
V1=62,5/12,5
V1=50 (+ 350 standard diluent)
Preparasi sampel
Serum/plasma/cell culture: encerkan 20x, yaitu 10pul
sampel+190ul Calibrator diluent RD5-10
Saliva: Encerkan 40x, yaitu 10ul sampel+390 ul calibrator
diluent.
Prosedur Pengerjaan
Siapkan semua reagen ,standard dan sample.
Persiapkan jumlah well yang akan digunakan, (sisa yang tidak
dipakai simpan kembali di suhu 4°C

Masukkan 150 pl Assay Diluent ke dalam masing-masing well.




4, Masukkan 50 pl standard, dan sampel ke tiap-tiap well yang telah
di tentukan. Tutup plat dengan plastic cover. Inkubasi selama 2
jam di suhu ruang dengan shaker 50-500 rpm.

5. Buang seluruh cairan pada well, tambahkan 400ul wash buffer,
diamkan beberapa saat dan buang kembali seluruh cairan pada
well.

Ulangi proses pencucian tersebut sebanyak 3x
6. Tambahkan 200 ul MMP-8 Conjugate pada masing-masing well.

Inkubasi selama 2 jam di suhu ruang.

~

Ulangi proses pencucian seperti step 5

8. Tambahkan 200ul substrate solution ke masing-masing well.
Inkubasi selama 30 menit di suhu ruang.

9. Tambahkan 50 pl stop solution ke masing-masing well. Warna
cairan akan berubah dari biru menjadi kuning.

10. Baca plate dengan elisa reader pada panjang gelombang 450 nm.

4.9.6.2 Uji ELISA Alkaline Phosphatase

[ahapan Persiapan Reagen

1. Standard
Larutkan Standard dengan 1 mL Standard diluent, biarkan
selama 10 menit di suhu ruang dan vortex. Nilai standard
yang terbentuk adalah 400ng/mL. Selanjutnya encerkan
standard dengan nilai konsentrasi lainya.
Pengenceran standar :

200ng/mL : V1.nl =V2.n2
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400 =600 . 200
V1 = 1200 00/400

V1 =300 +( 300 standard diluent)

- 100ng/mL: V1.n1 =V2.n2
200=200. 100
V1=20000/200
V1=100 (+ 100 standard diluent)
50ng/mL: V1.n1=V2.n2
200 =200 . 50
V1= 10000/20C
V1=50 (+ 150 standard diluent)
25ng/mL: V1.nl = V2.n2
200 =200 .25
V1= 5000/200
V1=25 (+ 175 standard diluent)
- 12,5ng/mL: V1.nl =V2.n2
200 =600.12,5
V1=62,5/200

V1=37,5 (+ 562.5 standard diluent)

Ln

12,5=200.6,2
V1=1250/12,5
V1=100 (+ 100 standard diluent)

- 3,125ng/mL  :V1.nl=V2n2
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12,5=200. 3,125
V1=625/12,5

V1=50 (+ 150 standard diluent)

2. Detection reagent A dan detection reagent B
Encerkan masing-masing reagent A dan B dengan Essay dilluent A
dan B dengn perbandingan 1:100

3. Wash Solution

Larutkan 20 mL Wash solution concentrate (30x) dengan 580 mL
ddH20 sehingga volume total menjadi 600mL wash solution (1x).
A. Prosedur Kerja
1. Masukkan 100pul masing-masing standard dan sample ke dalam
well yang telah di tentukan. Tutup dengan plastic cover dan

. . ; . 0.~
inkubasi selama 2 jam di suhu 37°(

Buang cairan dalam well. JANGAN DICUCL

('S )

Masukkan 100ul detection reagent A yang telah diencerkan ke

tiap-tiap well. Inkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C

4. Buang cairan yang ada di dalam well dan cuci well dengan 350pl
wash solution. Ulangi sebanya 3x

5. Tambahkan 100l detection reagent B yang telah diencerkan .
inkubasi selama 30 menit suhu 37°C

6. Ulangi prosedur washing pada step 4

7. Masukkan 90 pl substrat solution ke masing-masing well. Inkubasi

15-25 menit pada suhu 37°C. Hindari dari cahaya.

8. Masukkan 50pul stop solution, mix
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9. Baca dengan elisa reader pada panjang gelombang 450nm.
4.9.6.3 Uji ELISA Neutrophyl Elastase
Tahapan Persiapan Reagen
1. Wash Buffer
Encerkan wash buffer concentrate (10x) dengan ddH20.
- 25 mL Wash buffer Concentrate (10x) + 225 ml
ddH20
2. Human Neutrophyl Elastase Standard
tambahkan mL sample diluent kedalam tube standard 30
menit sebelum digunakan, Mix dengan kecepatan sedang.
standard yang terbentuk setelah proses mixing adalah
10 ng/ml
Pengenceran standar :
a. Sng/mL :Vl.nl =V2.n2
10=400.5
V1=2000/10
V1=200 (+ 200 standard diluent)
b. 2,5ng/mL:V1.nl =V2.n2
5=20072;5
V1= 500/5
V1=100 (+ 100 standard diluent)

c. 1,25ng/mL: V1.nl=V2.n2

V1= 250/5




109

V1=50 (+ 150 standard diluent)
d. 0,625ng/mL: V1.nl =V2.n2
5 =400 . 0,625
V1= 250/5
V1=50 (+ 350 standard diluent)
0,3125ng/mL: Vi.nl =V2.n2
0,625=200.0,3125
V1= 62,5/0,625
V1=100 (+ 100 standard diluent)
{. 0,15625ng/mL : V1.nl= V2.n2
0,62=200 . 0,15625
V1= 131,25/0,625
V1=200 (+ 200 standard diluent)
A. ProsedurKerja

1. Encerkan sampel1:100 dengan sampel diluent

2. Siapkan well yang akan digunakan, tandai bagian yang akan diisi
standard, sample dan blanko

3. Tambahkan masing-masing larutan standard kedalam well yang
telah di tentukan.

4. Tambahkan100ul sampel yang telah diencerkan kedalam masing
masing well.

5. Tutup dengan plastic cover dan inkubasi di suhu ruang selama 1

jam. mix pada microplate shaker pada 400 rpm
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6. Buang seluruh cairan dalam well, cuci well dengan 400ul wash
buffer. Ulangi proses sebanyak 3x

7. Tambahkanl150 HRP-Conjugate

8. Tutup dengan plastic cover, inkubasi selama 1 jam di suhu ruang
dan mix dengan plate shaker 400rpm

9. Ulangi proses washing sepertilangkah 7

10. Tambahkan 200ul TMB Substrate Solution kemasing-masing well.

11. Inkubasi di suhu ruang selama 20 menit, hindari dar cahaya.

12. Tambahkan stop solution 50pul

13. Baca hasil dengan elisa reader dengan panjang gelombang 450 nm.

4.9.7 Pencatatan Hasil

Sistem pencatatan dan pelaporan dilakukan duigan benar dan
terdokumentasi. Semua prosedur pemantapan mutu quality assurance pada
penelitian ini akan mengacu pada protap yang dikeluarkan oleh Pusat

Laboratorium Kesehatan Departemen Kesehatan Republik Indonesia.




111

4.10 Prosedur Pengumpulan Data

4.10.1 Kerangka Operasional Penelitian

Populasi

Kriteria Inklusi
dan Eksklusi

e _i T

Sample i
1
|

-

Periodontal Disease '

Index
y " Sample Sample
'\‘"npk Gingivitis Periodontitis
Sehat Ringan Ringan
l |
I ; :
|  Ambil Ambil Ambil
GCF GCF GCF
“im - —~l i
MMP 8 MMP 8 MMP 8
ALP ALP ALP
NE NE NE

—

Analisis —!

4.10.2 Penjelasan Kerangka Operasional Penelitian

Populasi penelitian adalah pasien yang menderita gingivitis dan periodontitis
yang berobat ke poliklinik gigi RSUD Rasidin Kotamadya Padang. Sampel yang
diambil yang memenuhi kriteria inklusi dan sampel sehat sebagai kontrol. Kemudian
tiap kelompok sampel diambil GCF nya dan disimpan pada suhu -20°C. Setelah

semua spesimen saliva lengkap, akan dilakukan analisis laboratorium pemeriksaan




ELISA untuk Matriks Metalloproteinase-8, Alkaline Phospatase dan Nutrophil

Elastase. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan statistik.

4.10.3. Prosedur Penelitian

Semua sample yang memenuhi kriteria inklusi dan eklusi, kemudian diukur
Periodontal Disease Index dijadikan sebagai populasi atau calon objek penelitian
sehat dan penderita gingivitis dan periodontitis. Pada ketiga kelompok dilakukan
wawancara untuk menjelaskan tujuan penelitian.Setelah penjelasan dan
menyatakan persetujuan untuk ikut serta berpartisipasi dalam penelitian ini,
maka penderita diberi formulir informed consent untuk dibaca dan dipahami.
Kemudian menanda tangani informed consent. Pengambilan sampel dilakukan
secara consecutive sample terhadap sehat, penderita gingivitis dan periodontitis.
Setelah sample didapat ,maka diambil Gingival Crevicular Fluid dengan washing
method kemudian dianalisis kadar MMP-8, Alkaline Phospatase, Neutrofil
Elastase.

4.11. Analisis data

Pada penelitian ini terdapat 5 buah pengujian dilakukan pada data hasil
penelitian. Analisis data dilakukan dengan cara univariat untuk mendidkripsikan
masing-masing variable. Untuk melihat data distribusi normal dilakukan
Kolmogorov Smirnof Test. Data terdustribusi normal dilakukan uji ANOVA
untuk mengetahui perbedaan rata rata kadar MMP-8, Alkaline Phospatase,
Neutrofil Elastase jika didapatkan hasil yang signifikan kemudian dilanjutkan
dengan Post Hoc Bonferroni.

Untuk melihat enzim yang paling kuat hubungannya antara MMP-8,

Alkaline Phospatase, Neutrofil Elastase terhadap sample sehat , penderita
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gingivitis dan periodontitis dengan derajat kepercayaan 95 %, dilakukan uji

homogenitas (p > 0.05) dan dapat dilanjutkan dengan uji MANOVA.
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BAB V
HASIL PENELITIAN

5.1 Karakteristik Sampel Penelitian

Sampel penelitian diambil dari pasien yang berkunjung ke poliklinik gigi
RSUD Rasidin Kotamadya Padang selama 5 bulan mulai dari bulan Juni sampai
bulan Desember 2013. Hasil pemeriksaan terhadap 200 calon subjek penelitian
dari 1200 orang pengunjung ke poliklinik gigi RSUD Rasidin Kotamadya Padang,
telah terjaring sebanyak 60 subjek yang terdiri dari 20 subjek sehat, 20 subjek
dengan gingivitis ringan dan 20 subjek dengan periodontitis ringan yang
memenuhi kriteria inklusi melalui cara konsekutif sampling.

Tabel 5.1 Rata-Rata Umur Subjek Penelitian Berdasarkan Jenis

Kelamin
Umur  Jenis n ~ Ratarata SD p_
_ Kelamin | T | B R N o s
Laki-laki 14 21,50 3,18 0,14
Perempuan 46 23,39 4,39

Pada tabel 5.1. Rata-rata umur perempuan lebih tinggi daripada laki-laki yitu
23,39 £ 4,39 berbanding 21,15 + 31,18. Perbedaan ini secara statistik tidak

bermakna yang berarti umur pada laki-laki dan perempuan setara.

Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov pada Enzim Matrix
Mettalloproteinase-8 (ng/dl), Alkaline Phosphatase (ng/dl) dan
Neutrophyl Elastase (ng/dl) Berdasarkan PDI

MMP8 _

o | ; R ALP 5 Elastase B
n 60 60 60
Rata-rata 22.02 134,81 6.05
Standar deviasi 15,25 86,85 3,06
P ,092 ,199 ,936

Berdasarkan setelah uji normalitas Kolmogrov-Smirnov (tabel 5.2) pada

enzim Matrix Mettalloproteinase-8, Alkaline Phosphatase dan Neutrophyl
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Elastase terdistribusi normal p>0.05. Dengan demikian, uji One Way-ANOVA
dapat dilakukan.
Tabel 5.3 Perbedaan Rata-rata Kadar Matrix Metalloproteinase-8 (ng/dl)

dalam Gingival Crevicular Fluid dengan Penyakit Periodontal
Berdasarkan PDI

Jenis

Enzi PDI f Rata-rata  Standar Deviasi p
nzim
MMP8 Sehat 20 4,21 4 41 0,00
Gingivitis ringan 20 21,69 3,94
Periodontitis ringan ~ 20 40,16 2,64
' Total 60 22,02 15,25

-~

Berdasarkan tabel 5.3 terdapat perbedaan rata-rata kadar Matrix
Metalloproteinase-8 berdasarakan kelompok PDI, yang tertinggi terdapat pada
Periodontitis ringan dengan rata-rata = 40,16 + 2,64 ng/dl dan bermakna. Tabel
diatas menunjukkan pada penderita gingivits ringan berpeluang mengalami
peningkatan kadar MMP-8 sebanyak 5.2 kali lipat dibanding kondisi sehat,
sedangkan pada kondisi peridontitis ringan naik 9,5 kali lipat dibanding kondisi
sehat. Untuk melihat perbedaan antar kelompok maka dilanjutkan dengan uji
Post-hoc Bonferroni pada tabel 5.4.

Tabel 5.4 Hasil Uji Post-Hoc Bonferroni Kadar Enzim Matrix

Metalloproteinase -8 Antar Kelompok PDI

=Y. S . 2 h
PDI | Sehat Ginggivitis ringan | Periodontitis ringan
Sehat - 0,00 0,00
Gingivitis ringan 0,00 - 0,00
Periodontitis ringan 0,00 0,00 -

Berdasarkan tabel 5.4 terdapat perbedaan rata-rata Marrix
Metalloproteinase-8 yang signifikan antara kelompok sehat dengan gingivitis
ringan, kelompok sehat dengan periodontitis ringan, dan juga antara kelompok

gingivitis ringan dengan periodontitis ringan (p<0,05).
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Tabel 5.5 Perbedaan Rata-rata Kadar Alkaline Phosphatase (ng/dl) dalam
Gingival Crevicular dengan Penyakit Periodontal Fluid
Berdasarkan PDI

Jen_|s PDI f Rata-rata Standar Deviasi p

Enzim

ALP Sehat 20 35,78 29,69 0,00
Gingivitis ringan 20 132,92 29,33
Periodontitis ringan 20 235,74 25,08
Total

60 134,81 86,85

Berdasarkan tabel 5.5 terdapat perbedaan rata-rata kadar Alkaline
Phosphatase berdasarakan kelompok PDI, yang tertinggi terdapat pada
Periodontitis ringan dengan rata-rata = 235,74 + 25,08 ng/dl dan bermakna. Tabel
diatas menunjukkan pada penderita gingivits ringan berpeluang mengalami
peningkatan kadar ALP sebanyak 3,7 kali lipat dibanding kondisi sehat,
sedangkan pada kondisi peridontitis ringan naik 6,5 kali lipat dibanding kondisi
sehat. Untuk melihat perbedaan antar kelompok maka dilanjutkan dengan uji
Post-hoc Bonferroni pada tabel 5.6.

Tabel 5.6 Hasil Uji Post-Hoc Bonferroni Kadar Enzim Alkaline Phosphatase
Antar Kelompok PDI

~ KadarALP
PDI Sehat | Ginggivitis ringan | Periodontitis ringan
Sehat - 0,00 0,00
Gingivitis ringan 0,00 . 0,00
Periodontitis ringan 0,00 0,00 -

Berdasarkan tabel 5.6 terdapat perbedaan rata-rata Alkaline Phosphatase
yang signifikan antara kelompok sehat dengan gingivitis ringan, kelompok sehat
dengan periodontitis ringan, dan juga antara kelompok gingivitis ringan dengan

periodontitis ringan (p<0,05).
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Tabel 5.7 Perbedaan Rata-rata Kadar Neutrophyl Elastase (ng/dl) dalam
Gingival Crevicular Fluid dengan Penyakit Periodontal
Berdasarkan PDI

Jenis POl f Rata-rata Stan_da_r p
enzim deviasi
Elastase Sehat 20 2,50 1,26 0,00
Gingivitis ringan 20 6,23 1,11
Perlpdontltis 20 9.42 1,04
. hmgan o R
Total 60 6,05 3,06

Berdasarkan tabel 5.7 terdapat perbedaan rata-rata kadar Neutrophyl
Elastase berdasarakan kelompok PDI, yang tertinggi terdapat pada Periodontitis
ringan dengan rata-rata 9,42 + 1,04 ng/dl dan bermakna. Tabel diatas
menunjukkan pada penderita gingivits ringan berpeluang mengalami peningkatan
kadar NE sebanyak 2,5 kali lipat dibanding kondisi sehat, sedangkan pada
kondisi peridontitis ringan naik 3,7 kali lipat dibanding kondisi sehat. Untuk
melihat perbedaan antar kelompok maka dilanjutkan dengan uji Post-hoc
Bonferroni pada tabel 5.8.

Tabel 5.8 Hasil Uji Post-Hoc Bonferroni Kadar Enzim Neutrophyl Elastase
Antar Kelompok PDI

Kadar NE
PDI | Sehat Ginggivitis ringan | Periodontitis
W | ey | i
Sehat - 0,000 0,000
Gingivitis ringan 0,000 - 0,000
Periodontitis ringan 0.000 0,000 =

Berdasarkan tabel 5.8 terdapat perbedaan rata-rata Neutrophyl Elastase
yang signifikan antara kelompok sehat dengan gingivitis ringan, kelompok sehat
dengan periodontitis ringan, dan juga antara kelompok gingivitis ringan dengan

periodontitis ringan (p<0,05).
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Tabel 5.9 Hasil Uji Homogenitas pada Enzim Matrix Metalloproteinase-8
(ng/dl), Alkaline Phosphatase (ng/dl) dan Neutrophyl Elastase
(ng/dl) Berdasarkan PDI

Jenis Enzim 1 p

MMP8 05
ALP 40
Elastase 15

Berdasarkan tabel 5.9 menunjukkan bahwa hasil uji statistik dengan uji
homogenitas menunjukkan bahwa enzim MMP-8, ALP dan NE p > 0,05, dan data

dapat diteruskan dengan uji MANOVA.

Tabel 5.10 Hasil Uji MANOVA Menunjukkan Enzim yang Paling Kuat

Hubungannya dalam Gingival Crevicular Fluid dengan Penyakit

Periodontal
Jenis Enzim | Type III Sum of Squares p
MMPE T 19296%@ 000
ALP 399956,831(b) 0,00
Elastase _ 480,025() 0,00

a. MMP-8r%=0,942
b. ALPr? =0,899
c. NEr? =0,866

Berdasarkan tabel 5.10 menunjukkan bahwa hasil uji statistik dengan uji
MANOVA ketiga enzim menunjukkan hubungan yang signifikan p < 0,05 pada
tiap kelompok sampel. Kadar MMP-8 mempunyai kontribusi paling besar pada
penyakit periodontal dengan =942 % dibanding Alkaline Phospat =899 %

dan Neutrofil Elastase r’ =86,6 %.
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BAB VI
PEMBAHASAN
6.1 Karakteristik Penderita

Penelitian dilakukan terhadap pasien rawat jalan poli gigi RSUD Padang dari
200 pasien yang diambil sebagai subjek penelitian telah dilakukan anamnesa dan
pemeriksaan fisik maka diambil 60 orang yang dijadikan sampel. Sebanyak 140
tidak memenui syarat inklusi dengan berbagai alasan seperti merokok,
mengkonsumsi obat-obatan, memakai alat kontrasepsi atau sedang menstruasi.
Kemudian pengambilan pasien sehat, gingivitis ringan dan periodontitis ringan
yang memenuhi kriteria inklusi sebanyak 20 orang tiap kelompok. Pada
pengambilan sampel dipermudah oleh karena keingintahuan pasien akan keadaan
dan kondisi kesehatan rongga mulutnya.

6.2 Perbedaan kadar Matrix Metalloproteinase-8 dalam Gingival Crevicular

Fluid dengan penyakit periodontal

Hasil uji statistik pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang bermakna
antara kadar Matrix Metalloproteinase-8 dalam Gingival Crevicular Fluid dengan
penyakit periodontal berdasarkan PDI ( p < 0,05).

Perubahan patologis pada gingivitis berhubungan dengan jumlah
mikroorganisme yang terdapat di dalam sulkus gusi. Gingivitis ringan yang
ditandai dengan tertariknya netrofil secara kemotaksis oleh kandungan bakteri
(LPS, FMLP, fatty acid), terjadi perubahan vaskuler berupa dilatasi pembuluh
darah perifer disertai dengan naiknya aliran darah, perubahan sel-sel epitel, dan

degradasi kolagen yang diakibat oleh produk bakteri.
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Kolagen disentesis oleh fibrolas dan disekresikan dalam bentuk inaktif yaitu
prokolagen, kemudian diubah menjadi tropokolagen. Pada rongga ekstraselular,
tropokolagen dipolimerisasi menjadi benang-benang kolagen yang kemudian
beragregasi ke dalam bundel kolagen dengan membentuk ikatan silang atau triple
helix (Elley et al., 2010). MMP 8 dengan proses kolagenase bekerja dengan
memecah kolagen tipe 1 melalui pemecahan triple helix. (Apajalahti,2004) .
Enzim MMP8 mempunyai peranan penting dalam pengrusakan jaringan selama
proses inflamasi (Apajalahti, 2004). MMP-8 juga berperan pada metabolisme
peptidoglikan merupakan metabolisme dari dinding sel pada bakteri gram positif
dan gram negatif yang mengaktifkan komplemen, aktivitas imunosupresif,
menstimulasi resorpsi tulang, dan menstimulasi makrofag menghasilkan
prostaglandin dan kolagenase (Chung ef al,2004).

Penilitian cross sectional yang dilakukan oleh Leppilahi et a/ (2010) di
Helsinsky dengan Elissa Amersham pada 214 sampel .pengukuran kadar MMP-8
pada pasien dengan inflamasi periodontal yang parah. Rata-rata kadar MMP-8
pada periodontal sehat adalah 35,7 ng/ml, periodontitis ringan adalah 32,5 ng/ml,
periodontitis sedang 39,2 ng/dl dan severe berat adalah 28,8 ng/ml. Hasil yang
tidak signifikan pada pemeriksaan kadar MMP8 pada periodontitis ringan,
periodontitis sedang, periodontitis parah karena pada kondisi periodontitis telah
terjadi kehilangan tulang dimana saat bomefurn over,osteoclast menghancukan
tulang dan osteoblast membangun tulang maka produksi enzim ALP berada pd

tingkat maksimal.
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Menurut Uitto ef al (2003) MMP-8 berperan dalam proses fisiologis termasuk
morfogenesis, penyembuhan luka, remodeling jaringan, angiogenesis dan respon
imun normal terhadap infeksi. Aktivitas MMP-8 rendah pada jaringan normal dan
ekspresi MMP-8 dapat dideteksi pada proses repair dan remodeling pada jaringan
inflamasi (Parks et al, 2004).

Penelitian kohort yang dilakukan oleh Alfant (2009) di Florida dengan
menggunakan sampel sebanyak 44 orang berumur 7-19 tahun, didapatkan bahwa
MMP-8 adalah mediator utama pada destruksi jaringan yang berhubungan dengan
penyakit periodontal termasuk perkembangan dari gingivitis ke periodontitis.
Pada kondisi non-patologis (remodeling normal) , jaringan fagositosit dan
pencernaan intraseluler kolagen fibril normal pada gingival dan ligament
periodontal. Pada keadaan patologis, keseimbangan sintesis kolagen dan degradasi
terganggu menyebabkan destruksi jaringan karena pemecahan kolagen yang
berlebihan.

Kedalaman poket terdiri dari 3 kelompok yaitu deep (7-11mm), moderate (4-6
mm) dan shallow ( < 2mm). Pada poket yang dalam , terdapat peningkatan enzim
MMPs kecuali MMP 8. MMP 8 meningkat pada poket yang moderat daripada
poket yang dalam. Peningkatan kadar MMP8 dimulai pada gingivitis
ringan,selanjutnya menjadi kronis, periodontitis terjadi ditandai dengan rusaknya
ligament periodontal bahkan tulang alveolar. Pada perubahan dari periodonsium
sehat menjadi inflamasi ,terjadi pemecahan kolagen berganti dari jalur intraseluler
yang terkontrol ke jalur yang dimediasi oleh Metalloproteinase (Kinane, 2000).

Norppa (2012) melakukan penelitian cross sectional pada 61 pasien dengan

periodontitis kronis di Finlandia tentang hubungan periodontal dengan inflamasi
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sistemik.metode Ellisa Quantigin RD sistem.Menyatakan konsentrasi rata-rata
MMP-8 di GCF pada gingiva normal adalah ¥ + SD = 11,8 ng/ml + 12,8 ng/ml
dan pada kelompok periodontitis ¥ + SD = 150,1 ng/ml + 91,8 ng/ml. Dinyatakan
bahwa hubungan antara MMP-8 pada sulkus gingiva yang dangkal dan subjek
dengan penyakit periodontal tingkat lanjut adalah signifikan. Tidak ada hubungan
antara konsentrasi MMP-8 dengan rokok. Kadar MMP-8 juga terdeteksi di tempat
yang sehat dan berkorelasi dengan status kesehatan periodontal . Semakin tinggi
kadar MMP-8 di sulkus gingiva, maka akan semakin tinggi juga tingkat kerusakan
jaringan periodontal. Kadar MMP-8 lokal pada sulkus yang sehat berhubungan
dengan Kkadar inflamasi periodontal. Pada studi cross sectional tidak dapat
ditemukan hubungan antara konsentrasi MMP-8 pada periodontitis kronis dan
attachment loss sebagai indikasi peningkatan resiko periodontitis.

Berdasarkan penelitian Uitto,Norppa sejalan dengan penelitian ini terbukti
adanya hubungan yang bermakna antara kadar MMP-8 dengan penyakit
periodontal. MMP-8 berperan dalam proses proteolitis, proses katabolik kolagen,
MMP-8 berfungsi untuk mendegradasi kolagen khususnya kolagen tipe I yang
paling banyak ditemui pada jaringan periodontal.

Pada penelitian ini didapatkan rata-rata kadar MMP-8 berdasarkan kelompok
PDI pada kelompok sehat dengan ¥+ SD 4,21 ng/dl + 4,41 dan pada gingivitis
ringan naik 5,2 kali dibanding kondisi sehat dengan x + SD 21,69 ng/dl + 3,94,
sedangkan pada kondisi peridontitis ringan naik 9,5 kali X+ SD 40,16 ng/dl +

2,64 dibanding kondisi sehat. Perbedaan kadar MMP-8  pada kondisi

sehat,gingivitis ringan dan periodontitis berat ini dapat disarankan digunakan
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sebagai parameter dalam menegakkan diagnosa, sehingga pemilihan treatmen

lebih tepat dan dapat mencegah komplikasi secara sistemik

6.3 Perbedaan kadar Alkaline phospatase dalam Gingival Crevicular Fluid
dengan penyakit periodontal

Hasil uji statistik pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang bermakna

penyakit periodontal berdasarkan PDI ( p < 0,05).

Alkaline phosphatase diproduksi oleh banyak sel. Sumber utama ALP adalah
PMN, bakteri di plak supragingival dan subgingiva dan aktivitas osteoblas dan
fibroblas, dan sedikit kontribusi serum. ALP dominan terdapat pada epithelium
poket. Jika sumber utama ALP pada penyakit periodontal adalah PMN , maka
ALP adalah penanda yang potensial untuk inflamasi. Terdapat korelasi yang non-
signifikan antara periodontal indeks, gingival indeks dan bleeding indeks, dengan
aktivitas ALP dan periodontitis kronis (Malhotra, 2010).

Peningkatan akumulasi plak dan inflamasi akan meningkatkan inflamasi
dari patologis jaringan periodontal, Hal ini memicu endotoksin bakteri yang akan
mengaktifkan prostaglandin, yang nantinya mengaktivasi osteoclast. Pada kondisi
ini sel B terpicu untuk menghasilkan IL-1b dan TNFa serta menghancurkan tulang

(bone loss). Jensen (2010) menyatakan bahwa aktivitas ALP paling tinggi di
osteoblast ,sedang di periodontal ligament fibroblast, dan aktivitasnya rendah di
gingival osteoblast. Peningkatan aktivitas pada penyakit periodontal adalah karena
meningkatnya inflamasi dan bone turn over rate (Al-Rawi ef al,2011).

Fungsi ALP adalah sebagai identifikasi daerah inflamasi dan mengatur

mineralisasi dengan meningkatkan konsentrasi fosfor yang akan menghambat
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kerja inhibitor hidroksi apatit dan phosphoprotein serta mengikat dan mengatur
pengendapan kalsium dan fosfat dengan mengatur jumlah hidroksi apatit yang
terbentuk. Saat terjadi kehancuran tulang terjadi peningkatan jumlah ALP oleh
fibroblast. neutrofil dan osteoblas (Bart, 2008).

Unsall (2008) melakukan penelitian cross sectional di Turki pada 41 pasien
metode Ellisa Biomervex-Franc. Menyatakan konsentrasi ALP di GCF secara
signifikan lebih tinggi pada periodontitis dibandingkan sampel sehat dan
gingivitis, juga lebih tinggi kedalaman probingnya dibandingkan kelompok sehat
dan gingivitis. . Rata-rata konsentrasi ALP GCF pada kelompok kontrol adalah
% +SD = 139,25 U/uL + 22,09 U/uL , dan pada periodontitis X + SD = 35,78 U/uL
+ 7,92 U/pL.Selanjutnya Unsall memakai metode Ellisa Biotek instrumen-
USA ,didapatkan hasil kadar ALP pada samle ginggivitis 16,46 ng/dl dan
periodontitis 45,71 ng/dl.

Penelitian cross sectional yang dilakukan oleh Malhotra (2010) di Punjab-
India dengan sampel 18 orang periodontitis, mendapatkan bahwa tidak
menemukan korelasi positif antara GI dan ALP, penelitian ini berbeda dengan
studi yang dilakukan Usall (2008), menyatakan bahwa dengan meningkatnya GI,
total ALP meningkat dan signifikan pada gingivitis ringan. Hal ini disebabkan
karena perbedaan ukuran sampel, cara pengumpulan dan metode analisis. Kadar
ALP berkurang pada gingiva yang sehat sedangkan peningkatan jumlah aktivitas
GCF pada gingivitis dibandingkan dengan gingiva sehat, hasilnya tidak
signifikan. Rata-rata Aktivitas total ALP pada pasien sehat adalah X = SD -
4264,58 pU + 724,06 U/uL, gingivitis ¥ + SD = 5797,92 pU + 85,43 pU , dan

periodontitis kronis adalah X + SD = 8473,33 pU =+ 72,06 pU.




Alkaline phospatase di dalam GCF berkorelasi dengan kedalaman probing .
Aktivitas ALP meningkat pada periodontitis kronis. Ada korelasi signifikan antara
konsentrasi ALP di GCF dan kedalaman poket. Hal ini mengindikasikan bahwa
tulang jaringan periodontal juga merupakan sumber enzim ALP aktif di jaringan.
(Malhotra, 2010). Namun, menurut Dabra dan Singh (2012) yang melakukan
penelitian kohort pada 20 pasien gingivitis, 20 pasien periodontitis dan 20
kontrol, kadar ALP lebih tinggi pada periodontitis daripada gingivitis namun
perbedaannya tidak signifikan. Rata-rata aktivitas ALP (IU/l) pada saliva pada
kelompok sehat adalah ¥ + SD = 24,85 (IU/L) = 12,14 (IU/L), pada pasien
gingivitis X + SD = 43,20 (IU/L) + 16,57 (IU/L), pada pasien periodontitis X = SD
=44.55 (IU/L) + 19,14 (IU/L).

Berdasarkan penelitian Dabra dan Singh, Unsall, Malhotra sejalan dengan
penelitian ini. Rata-rata kadar ALP berdasarkan kelompok PDI pada kelompok
sehat dengan x + SD 35,78 ng/dl + 26,69 dan pada gingivitis ringan naik 3,7 kali

dibanding kondisi sehat dengan X+ SD 132,92 ng/dl + 29,33, sedangkan pada

G

kondisi peridontitis ringan naik 6,5 kali x + SD 235,74 ng/dl + 25,08 dibanding
kondisi sehat.Terbukti ada hubungan yang bermakna antara kadar Alkaline
Phosphatase dengan penyakit periodontal dan terdapat peningkatan aktivitas ALP

pada penyakit periodontal. Pemeriksaan kadar ALP dapat disarankan sebagai

salah satu parameter pada penyakit periodontal.

6.4 Perbedaan kadar Neutrofil Elastase dalam Gingival Crevicular Fluid

dengan penyakit periodontal




Hasil uji statistik pada penelitian ini didapatkan hubungan yang bermakna
antara kadar Neutrofil Elastase dalam Gingival Crevicular Fluid dengan pada
penyakit periodontal (p < 0,05).

Pada penelitian cross sectional yang dilakukan oleh Alpagot (2001) di San
Fransisco dengan sampel 60 orang menyatakan adanya peningkatan kadar
neutrofil elastase pada lokasi inflamasi dibandingkan dengan subjek yang sehat.
Ini mengindikasikan bahwa kadar neutrofil elastase pada GCF merupakan faktor
resiko periodontitis.

Pada saat inflamasi periodontal kadar NE meningkat karena banyak neutrophil
bermigrasi ke lokasi inflamasi. Peningkatan NE terjadi karena peningkatan
Cathepsin B yang mendegradasi inhibitor NE Serine Leukosit Protease Inhibitor
(SLPI) ditambah dengan produksi dari fibroblast dan epithelial. Peningkatan NE
pada sel-sel epithelial diaktivasi oleh IL 8, IL 6 dan PGE sehingga terjadi
peningkatan kemotaksis, proliferasi sel imun, dan degradasi jaringan lunak karena
hancurnya elastin (Geragehty,2007). Hasil yang sama juga diperoleh oleh
Armitage ef al (1994) yang menyatakan bahwa tempat dengan kadar elastase yang
tinggi mengindikasikan resiko peningkatan alveolar bone loss yang progresif.

Jin et al (1995) dan Malgorzata ef al (2011) mengobservasi tingginya kadar
NE di GCF pada pasien dengan periodontitis berulang daripada pasien yang
mendapat perawatan periodontal. Jin juga menyatakan aktivitas elastase
granulocytic pada GCF berkorelasi dengan respon terhadap treatment
periodontitis. Rescala ef a/ (2010) menunjukkan kadar NE yang tinggi pada sulcus
dalam daripada sulkus yang dangkal. Poket dengan PD > 4 mm adalah sumber

utama peningkatan NE di saliva.




Menurut Loss (2000), kadar NE menguntungkan untuk di analisa karena pada
early stage inflammation, neutrophyl adalah sel mayor yang bermigrasi dari
sirkulasi darah ke tempat inflamasi. Elastase adalah proteinase yang dikeluarkan
dari granula azurophilic yang merupakan indicator aktivitas neutrophyl. Gingiva
yang inflamasi adalah sumber utama dimana elastase terdeteksi di rongga mulut
(Cox,2006).

Penelitian cross sectional yang dilakukan oleh Cosgarea (2012) di Rumania
melakukan penelitian sacara crossectional pada 24 orang sample sehat dan
periodontitis. Dinyatakan hasil yang tidak signifikan.,karena tinggi konsentrasi
SLPI yang menyebabkan rendahnya kadar Neutrofil Elastase.

Booth (2007) pada 19 pasien dengan periodontitis kronis didapatkan bahwa
Aktivitas NE secara signifikan berhubungan dengan kedalaman probing dan
bleeding. Kadar NE meningkat sejalan dengan peningkatan inflamasi. Hubungan
antara kadar NE dengan kedalaman poket, dinyatakan bahwa volume GCF yang
banyak dikumpulkan dari poket yang dalam. Rata-rata kadar NE adalah 0,008
nmol/l pada periodontitis kronis.

Aktivitas NE dipengaruhi oleh aktivitas cystein protease Cathepsin B pada
GCF yang meningkat pada penyakit periodontal. Cathepsin B mendegradasi SLPI
pada cairan pelapis mukosa (Taggart,2001). Degradasi inhibitor oleh Cathepsin B
menurunkan kemampuan SLPI untuk meregulasi aktivitas elastase di GCF
(Booth,2007). Hal lain yang mempengaruhi aktivitas NE adalah stimulasi oleh
lipopolisacarida , TNFa, IL-8 yang meningkat 20 kali lipat elastase (Owen,1999).

Penelitian cross sectional yang dilakukan oleh Malgorzata (2011) di Polandia

pada 32 orang pasien periodontitis yang berumur rata-rata 41 tahun, didapatkan
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bahwa kadar elastase lebih tinggi secara signifikan pada lokasi dengan penyakit
periodontal berdasarkan pengukuran Clinical Attachment Loss dan Alveolar Bone

Loss. Konsentrasi NE dalam GCF pada pasien periodontitis adalah ¥ + SD =

I

11204,44 ng/ml + 9365,738 ng/ml ,pada kelompok kontrol ¥ + SD = 2849,38
ng/ml + 2418,146 ng/ml.Pada penelitian Paderson didapatkan kadar NE pada
sample periodontitis 164 ng/ml.

Berdasarkan penelitian Malgorzata, sejalan dengan penelitian ini. Rata-rata
kadar NE berdasarkan kelompok PDI pada kelompok sehat dengan x + SD 2,50
ng/dl + 1,26 dan pada gingivitis ringan naik 2,5 kali dibanding kondisi sehat
dengan X+ SD 6,23 ng/dl + 1,11, sedangkan pada peridontitis ringan naik 3,7 kali
x+ SD 9,42 ng/dl + 1,04 dibanding kondisi sehat.Terbukti ada hubungan yang
bermakna antara kadar Neutrophyl Elastase dengan penyakit periodontal.
Peningkatan NE ini dapat disarankan sebagai salah satu parameter pada penyakit
periodontal.

6.5 Enzim yang paling kuat hubungannya diantara MMP-8, ALP dan NE
dalam Gingival Crevicular Fluid dengan penyakit periodontal

Hasil uji statistik pada MMP-8, ALP dan NE pada penelitian ini didapatkan
enzim yang paling kuat hubungannya pada penyakit periodontal adalah Marrix
Metalloproteinase-8 r = 94,2 % dibanding ALP dan NE pada penyakit
periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid

Initial Lesion yang merupakan tahap pertama pada gingivitis berupa
terlihatnya perubahan odema pada gingiva, selanjutnya bila terdapat pendarahan
saat probing maka telah terjadi kerusakan serabut kolagen mencapai 70%. Pada

inflamasi penyakit periodontal terjadi peningkatan jumlah mikroorganisme,
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dimana kandungannya berupa endotoksin (LPS) yang dapat mengakibatkan
kerusakan pada epethelial dan jaringan ikat. Selanjutnya terjadi perluasan ruang
antara sel-sel epithelial junction yang terjadi selama gingivitis ringan. Kondisi ini
mengakibatkan bakteri mendapat jalan masuk ke dalam jaringan ikat. Dengan
bertambah parahnya inflamasi pada periodontal maka kadar MMP-8 meningkat
dibanding ALP dan NE. Hal ini berhubungan dengan struktur gingiva, dimana
jaringan ikat gingiva terdiri dari rangkaian bundel serat kolagen dengan
komponen utama terdiri dari serat kolagen 60%, fibroblas 5%, pembuluh darah,
saraf dan matriks 35% (Graber ef al., 2005). Menurut Lee ef al (2012) MMP-8
juga dihasilkan oleh fibroblast. Fibroblast adalah tipe sel yang paling banyak di
jaringan periodontal yang berperan di saat inflamasi dan perbaikan jaringan
periodontal.

Periodontitis adalah reaksi inflamasi kronis yang dipicu oleh mikroorganisme
patogen. Pada periodontitis parah, epitel yang ulserasi menyebabkan invasi
bakteri. Oleh karena itu banyak sel imunokompeten yang direkrut ke lamina
propria di sulcus epithelium. Neutrofil adalah sel yang dominan, namun menurun
di saat transisi ke periodontitis dimana limfosit dan plasma sel adalah yang
dominan (Bosca ef al, 2012). Enzim yang paling potensial yang dihasilkan
neutrofil dari serat-serat kolagen adalah MMP-8 (Sorsa et al, 2006).

MMP-8 meningkat pada inflamasi . Secara patologis, MMP-8 yang berlebihan
adalah enzim utama dalam destruksi periodontal dengan degradasi kolagen tipe 1.
MMP-8 disimpan di granula sekunder neutrofil . MMP-8 dapat mengeluarkan

efek antiinflamasi pada respon imun dengan memproses anti — inflammatory




sitokin dan chemokin. MMP-8 mengatur apoptosis dan respon imun
(Kuula, 2008).

MMP-8 juga meningkat dengan bertambahnya kadar bakteri periodontitis.
Bakteri Treponema denticola adalah bakteri yang terbanyak setelah P.Gingivalis
yang berkoloni di plak subgingival dan berpotensial untuk mengindentifikasi
lokasi perkembangan periodontitis. Semakin parah infalamasi periodontal maka
akan semakin banyak koloni T.denticola (Byme et a/, 2009). - Penelitian cross
sectional yang dilakukan oleh Yakob ef al tahun 2012 pada 56 orang pasien
periodontitis dan 43 orang control tentang T. denticola pada inflamasi periodontal
menyatakan bahwa keberadaan T. denticola berhubungan dengan peningkatan
kadar MMP-8 di lokasi inflamasi. Semakin banyak T.denticola, maka akan
semakin meningkat kadar MMP-8 pada GCF.

Tujuan akhir dari penelitian ini adalah mendapatkan penanda yang paling kuat
hubungannya pada penyakit periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid. Setelah
dilakukan hasil uji statistik pada penelitian ini didapatkan hubungan yang
bermakna antara kadar Matrix Metalloproteinase-8, Alkaline Phosphatase dan
Neutrophyl Elastase pada penyakit periodontal dalam Gingival Crevicular Fluid.
Hasil uji analisis multivariat dengan Uji MANOVA, akhirya didapatkanlah
penanda yang paling kuat hubungannya dengan penyakit periodontal adalah
Matrix Metalloproteinase-8. karena MMP-8 bekerja menghancurkan kolagen
tipe 1 dan struktur gingiva, dimana jaringan ikat gingiva terdiri dari rangkaian
bundel serat kolagen dengan komponen utama terdiri dari serat kolagen 60%.

Dengan terbuktinya hubungan paling kuat antara kadar Marrix

Metaloprotease-8 dengan penyakit periodontal, maka terjadi kadar MMP-8 yang
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tinggi dapat dijadikan indikator tingginya inflamasi pada penyakit periodontal.
Saat ini pengukuran kadar MMP-8 hanya digunakan untuk kepentingan penelitian.
Untuk itu disarankan agar pemeriksaan kadar MMP-8 dapat direkomendasikan
untuk digunakan dalam menegakkan diagnostik yang tepat dan selanjutnya dapat
menentukan prognosa dan mengevaluasi treatment yang mempunyai parameter.
Pentingnya parameter dalam penegakan diagnosa schingga pemberian therapi
pada penyakit periodontal diharapkan lebih maksimal, tepat, akurat sehingga
penghematan dalam pembiayaan, waktu dalam pananganan penyakit periodontal
selanjutnya angka kejadian penyakit periodotal dan komplikasinya secara lokal
maupun sistemik dapat diminimalkan. Untuk penelitian selanjutnya disarankan
memeriksa parameter yang merusak kolagen yaitu PGEZ, Interlukin-1a, Interlukin

1B, TNF-a.
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BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

4.

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

Terbukti perbedaan yang bermakna antara kadar Matrix Metaloprotease-8
dalam Gingival Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Terbukti perbedaan yang bermakna antara kadar Alkaline phospatase
dalam Gingival Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Terbukti perbedaan yang bermakna antara kadar Neutrofil Elastase dalam
Gingival Crevicular Fluid pada penyakit periodontal.

Terbukti penanda yang paling kuat hubungannya dengan penyakit

periodontal adalah Marrix Metalloproteinase-8.

7.2 Saran

1

Disarankan dalam aplikasi terapi penyakit periodontal selanjutnya
menggunakan cairan fisiologis tubuh seperti GCF sebagai salah satu
specimen dalam menentukan parameter yang menyatakan kondisi
kesehatan pasien.

Dalam mendiagnosa, menegakkan prognosa, dan mengevaluasi treatment
sangat penting berdasarkan parameterDengan didapat hubungan yang
paling kuat antara MMP-8 dengan penyakit periodontal maka pengukuran
kadar enzim MMP-8 dalam GCF disarankan untuk dijadikan parameter

dalam menegakkan diagnostik yang tepat dan selanjutnya dapat

menentukan prognosa dan mengevaluasi treatment.




3.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam pemeriksaan untuk melihat
korelasi Periodontal Disease Index dengan kadar Marrix
Metalloproteinase 8 dalam Gingiva Crevicular Fluid.

Perlu dilakukan pemeriksaan lebih lanjut untuk parameter yang merusak

kolagen yaitu PGE2, Interlukin-1a, Interlukin 1B, TNF-a.
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Lampiran 3. Protokol Penelitian

PROTOKOL PENELITIAN
Identitas diri
Nama
Umur/Tgl lahir B e soumanon ok A A f v S SRR s e
Jenis Kelamin : Laki-laki/Perempuan
Pekerjaan : Pegawai negri (sipil/ABR/BUMN/BUMD/Pensiunan)
Swasta (8ebagai: T T e rreanse s s et e e nsn s anes )
Lain i R Sl T AN A NPy g opoc s THanazasiocss
Pendidikan : SD/SMP/SMU/ISMEKY - mrmmerrvsenass oo
Perguruan Tinggi (Akademi/ Universitas/Pascasarjana)
Asal : Kota Padang
Kecamatan. S0 . - - 455 s aa s T - «
Luar Kota Padang
- Kodya Py W R
= ERUEDHIEN 5ol diaase snn o oo shesas

Anamnesa  :

- Apakeluhan Anda ? (sebutkan)

- Sudah pernahkah melakukan perawatan gigi ?................. bulan

- Apakah Anda mengkonsumsi obat-obatan dalam 3 bulan terakhir ?

- Apakah Anda sedang menstruasi/hamil/memakai kontrasepsi ?

- Apakah Anda merokok ?

- Apakah Anda menderita penyakit sistemik ?

- Apakah Anda sering merasa haus dan lapar, sering buang air kecil pada

malam hari (polidipsi, poliuri ,polifagi) ?

Pemeriksaan Klinis
Rongga Mulut
- Melakukan pemeriksaan PDI (Periodontal Disease Index)

- Melakukan pengambilan GCF
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Pemeriksaan Labor
- Pemeriksaan kadar MMP8
- Pemeriksaan kadar ALP

- Pemeriksaan kadar NE

Observer
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Lampiran 4. Penjelasan Sebelum Persetujuan

PENJELASAN SEBELUM PERSETUJUAN

Judul Protokol :  Penelitan Hubungan Kadar  Matriks
Metalloproteinase-8, Alkaline Phospatase,
Neutrofil Elastase dengan Gingivitis dan

Periodontitis dalam Gingival Crevicular Fluid

Alamat tempat penelitian :  Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas
Andalas
Nomor Telp (jam kerja) : 0751- 31746

Tujuan Informasi dan Persetujuan bagi Subjek

Informasi yang terapat dalam ‘persetujuan setelah penjelasan’ ini menjelaskan
tentang penelitian dan peran bapak / ibu sebagai subjek dalam penelitian. Sebelum
bapak / ibu memutuskan untuk berpartisipasi , bapak/ibu harus memahami tujuan
penelitian , resiko yang mungkin terjadi serta manfaat yang didapat . Proses ini
disebut “ Persetujuan Setelah Penjelasan™.

Formulir ini member informasi bagi bapak/ibu mengenai manfaat dan resiko dari
penelitian ini. Jika bapak/ibu memutuskan untuk berpartisipasi dalam penelitian
ini , maka kami akan meminta bapak/ibu agar kami dapat mempublikasikan
informasi kesehatan diri bapak/ibu selama dan setelah penelitian ini berlangsung.
Dokter peneliti dan tim peneliti lainnya akan menjawab pertanyaan bapak/ibu
tentang formulir persetujuan dan penelitian ini. Silahkan membaca formulir ini
dengan seksama dan bapak/ibu dapat menanyakan mengenai informasi yang
tersedia atau kata-kata yang tidak jelas bapak/ibu pahami, bapak/ibu dapat

menolak untuk berpartisipasi dalam penelitian ini atau mundur dari penelitian
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kapan pun tanpa adanya penalti atau kehilangan keuntungan yang berhak
bapak/ibu dapatkan. Jika bapak/ibu memertimbangkan untuk berpartisipasi dalam
penelitian ini dan bapak/ibu memenuhi seluruh pertanyaan , maka penting untuk
diingat bahwa bapak/ibu coba untuk berpartisipasi dalam penelitian ini dan
bapak/ibu memenuhi seluruh pernyataan, maka sebaiknya bapak/ibu tetap
berpartisipasi dalam penelitian ini hingga selesai. Namun demikian, partisipasi
bapak/ibu tetap bersifat sukarela dan bapak/ibu dapat berhenti dengan alas an
apapun dan tanpa diberikan penalti atau kehilangan keuntungan yang berhak
bapak/ibu dapatkan.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini adalah memeriksa sampel yang sehat, gingivitis ringan, periodontitis
ringan, untuk melihat kadar MMP8. ALP, dan NE yang ada dalam GCF (cairan
celah gusi).

Subjek Penelitian

Subjek penelitian yaitu sekitar 200 orang yang dipilih berpartisipasi dalam
penelitian ini.

Jangka Waktu

Jika sampel memenuhi syarat dalam penelitian ini maka akan diperiksa 2 Kali
kunjungan. Kunjungan pertama adalah pemeriksaan PDI dan kunjungan kedua
untuk pengambilan sampel GCF.

Tanggung Jawab Subjek

Jika bapak/ibu memenuhi persyaratan dan ingin berpartisipasi dalam penelitian
ini, maka harus setuju untuk dilakukan pemeriksaan seperti yang disebutkan

diatas dan mengikuti seluruh prosedur yang dibuat oleh peneliti.



Prosedur Penelitian

Jika bapak/ibu sudah setuju untuk berpartisipasi dalam penelitian ini, maka
bapak/ibu harus menanda tangani formulir persetujuan (informed consent)
sebelum dilakukan pemeriksaan.

Sebagai syaratnya adalah bahwa bapak/ibu sudah didiagnosa sebagai sampel
sehat, sampel gingivitis ringan, sampel periodontitis ringan, sesuai kriteria yang
sudah ditetapkan dan usia pada saat direkrut sebagai subjek penelitian adalah
antara 17-30 tahun.

Potensi Resiko dan Kejadian Tidak Diinginkan

1. Pemeriksaan PDI. Pemeriksaan ini memakan waktu lebih kurang 15
menit dan selama pemeriksaan berlangsung bapak/ibu harus bersabar dan
memang sudah menyedaiakan waktu untuk pemeriksaan ini.Mungkin
dirasakan sedikit lelah karena diperiksa dalam waktu yang cukup lama dan
adanya antrian ,maka tim peneliti akan menyediakan snack ringan .

2. Pengambilan GCF . Pengambilan GCF akan diambil oleh peneliti
langsung (Dokter gigi) yang sudah berpengalaman dan
selanjutnya dilakukan pemeriksaan di laboratorium biomedik FK
UNAND, dengan memperhatikan faktor sterilitas. Pada saat pengambilan
GCF mungkin dirasakan sedikit tusukan ringan atau pada proses

penekanan paper point ke dalam celah gusi .

Potensi Keuntungan dan Manfaat bagi Subjek.
Sebagaimana diketahui bahwa penyakit periodontal adalah merupakan faktor
resiko untuk terjadinya penyakit sistemik seperti jantung, infeksi saluran

pencernaan dan lain-lain. Khusus pada penelitian ini ingin diketahui kadar
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enzimMMP8, ALP, dan NE pada tiap sampel sehat, sampel gingivitis ringan, dan
periodontitis ringan.

Biaya Subjek Penelitian. Selama penelitian ini tidak dipungut biaya apapun
terhadap subjek dan biaya pemeriksaan yang dilakukan adalah menjadi tanggung
jawab peneliti.

Kerahasiaan Medis dan Catatan Penelitian. Informasi penelitian ini akan
disimpan oleh peneliti dan diperlakukan sebagai data rekam medisa ynag
kerahasiaannya menurut peraturan terkait dengan rekam medis dan tunduk kepada
peraturan kearsipan Negara.

Partisipasi Subjek Bersifat Sukarela . Partisipasi bapak/ibu dalam penelitian ini
bersifat sukarela. Jika bapak/ibu menolak berpartisipasi atau menghentikan
partisipasi , hal ini tidak akan mengganggu atau merugikan hubungan bapak/ibu
dengan dokter yang meneliti dimasa datang.

Pertanyaan yang berkaitan dengan Penelitian. Bapak/Ibu berhak mengajukan
pertanyaan yang berkaitan dengan partisipasi dalam penelitian ini kapanpun.
Bapak / ibu dapat menghubungi dokter yang memeriksa atau melalui nomor
telepon yang tercantum dalam lembaran informasi ini.

Demikianlah keterangan ini diuraikan untuk dapat dipahami oleh bapak/ibu

sebelum bapak/ibu menanda tangani Pernyataan Persetujuan.
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Lampiran 5. Pernyataan Persetujuan Subjek
PERNYATAAN PERSETUJUAN SUBJEK
(Informed Consent)

Penelitian Penelitian Hubungan Kadar Matriks Metalloproteinase-8,
Alkaline Phospatase,
Neutrofil Elastase dengan Gingivitis dan Periodontitis dalam Gingival

Crevicular Fluid

Saya telah membaca risalah ‘Persetujuan Setelah Penjelasan’ dan telah menerima
salinannya. Penelitian ini telah dijelaskan kepada saya secara detil dan seluruh
pertanyaan saya , sejauh ini telah dijawab dengan baik. Saya juga sudah diberi
tahu tentang tujuan penelitian ,prosedur yang akan dilakukan dan kegunaan serta
resikonya. Atas dasar itu saya bersedia secara sukarela berpartisipasi dalam
penelitian ini.

Dengan menandatangani formulir ini , Saya tidak melepaskan hak hokum yang
saya miliki sebagai subjek dalam penelitian ini. Saya juga telah diberitaju bahwa
saya akan memperoleh salinan formulir persetujuan yang telah ditandatangani dan
dibubuhi tanggal untuk catatan saya.

Tanda Tangan Subjek Tanggal

Saya menyatakan bahwa informasi diberikan dalam bahasa yang saya pahami
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Tanda Tangan Pihak yang memberikan Penjelasan Tanggal
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Lampiran 6. Surat Pernyataan Kesediaan Menjadi Subjek Penelitian

SURAT PERNYATAAN KESEDIAAN MENJADI
SUBJEK PENELITIAN

Setelah membaca dan mendengar semua keterangan tentang ketidaknyamanan,
keuntungan dan hak-hak saya sebagai subjek penelitian yang berjudul “Analisis
Enzim Matriks Metalloproteinase-8, Alkaline. Phosphatase, Neutrofil Elastase
dalam Gingival Crevicular Fluid Pada Penyakit Periodontal”

Atas nama Ve L cOpOpROE

Alamat  [iiciesieesse. RN REEEEEEEEEE R ERRE o

No.Hp JURRURRY | R i

Saya dengan sadar dan tanpa paksaan bersedia berpartisipasi dalam penelitian

tersebut dia atas.

LT 11—




Lampiran 7. Nilai Absorban Dari MMP8 Standar Pada Panjang Gelombang

450nm
Std # Conc Well Replicates absorban SD $CV
1 0.15625 Gl 0,011 0,011 [ * ) ( *)
2 0.3125 Fl -0,002 -0,002 ( * ) ( #
3 0.625 El 0,074 0,074 { * ) ( *
% "
4 1.25 D1 '”’O‘_lj 0,011 0,003 25,713
15 R
’ |
|
6 ) ’ 3




Lampiran 8. Analisis Data Enzim MMP-8 dengan BioRAD X mark"™

Sample ID Well Replicates absorban Conc SD (Conc)

2,112 2,112 26,719 *
~07 1€ 1, 1,280 6,5 *
503 1,431 1,431 18,399 *
G04 F3 1,145 1,145 14,904 *
cne H8 1,953 1,953 24,7717 ¥
G06 H9 1,605 1,605 0,525 * )
G07 i )
GO8
Gl
12
Gl3

POE 1] ’ 20 )
06

B(

L ’

p1

11

Pll '

P ’

Pl ' ¢ L YL ¥

Pl F ,919 2 36,579 -
P18 3,167 3,16 39,609 ¥
P19 H7 3, 3,452 02 "
P2 AB .,13—-' ), 42 -
P21 Fé 2, 854 35,785 * )
P2 GE 3,112 38, 937 *
22 AG g'r.\'f 37,9486 *
P24 B 3,1 3,130 ), 157 *




P26 E3 3,049 3,049 38,167 ( *)
3, 09¢ /0 /729 .
P 1 3,14 %
) Bl ,134 39,206 *
1( 3,122 3,122 39,059 -
E UL 3,10 3,10¢ 8,864 *
B3 £l 144 3,144 ,328 :
P Gl 3,148 3,148 39, 7 "

) 1 [ 3 1 > 1 A0 *
0?2 1
508 ’ , 01 . )
sS09 U, ) s | ) /
S10 ), ; )
.1 4

S17 0 )
s18 0, 06 ;
519 ' - f
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Lampiran 9. Gambar Kurva Standar MMP8 pada Panjang Gelombang 450nm

L1

// .
j / //
. // ®
H% 1
T T
] 4 . ] )

Usiny Staasard Daca Sat from Currest Cajecisest

Linear Fiz: Teslepa*Teintercept

20/50/80v: X = 2,883 / 5,76¢ / 8,738 T = 0,155 / 0,400 / 0,640
intercept -0,075(#/-0,031), slepe 0,08 +/-0,00¢

c213+0,088, PES=0,071, £°I°0,548
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Lampiran 10. Nilai Absorban ALP Standar Panjang Gelombang 450nm

std # Conc Well Replicates absorban sD sCcv
1 3.125 G1 0,111 0,111 (*) { =)
6.25 Fl 0,209 0,209 { *1 ¥
3 12.5 El 0,308 0,308 ( *) { *
4 25 D1 0,216 0,216 { *9) [ *
5
6
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Lampiran 11. Analisis Data Enzim ALP dengan BioRAD X mark™

Well Replicates absorban Conec SD (Conc)
G5 1,314 1,314 126,860 ( *)
B6 1,485 1,485 144,231 { *
E¢ 1,105 1,105 .0
B7 1,325 1,325 { *)
G05S E7 1,704 1,704 ( * )
G077 G8 1,973 1,973 ( *)
GO8 -] 1,428 1,428 g™ )
G09 |
G10 i ) ’ ) 04
G1l1 1
G13 ’ (
514 '
G15 . , 34
G16 15 ’ €
G17 » 0¢ ; 1, ¢
G18 , 059 )59 ) [ %
’ “f ’ :
1,1 A ’ (
13 ’ (
P02 x 31 : . l
P03 i |
P04 $ 27 [
P05 ) . !
P06 ’ *
P08 r 0I€ ¢ 03 '
P09 ;214 A ’
P10 P 128
;936 , 93¢ ;
1 10 ( . (
P14 ' 1 ' |
P15 I i
P16 £ 270 ok |
P17 2 P { * ‘
P18
P19
P20 Cc1ll 2,701 2,701 267,584 E® )
ES5 0,070 0,070 0,493 (*)
H5 0,439 0,439 37,976 E® )
A6 0,733 0,733 67,841 ( *)
sS04 Cé 0,303 0,303 24,161 ( *
S05 D6 0,907 0,907 85,517 £
sS06 Fé 0;311 0, 311 24,974 ( *)
sS07 0,245 ), 245 [ *
S08 H6 0,175 0,175 L *)
S09 A7 0,166 0,166 10,245 £ * )
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B3 0,026 0,011 0,092 [ ™

D7 0,515 0, 45, 697 (*
512 G7 0,124 0,124 5,978 (*)

$13 H7 0,168
s14 A8 0,422

S15 B8 r.ﬁq::.»"\ an 719 ( *
ES8 0,936 88,462 (*)
A9 0,900 0,900 84,806 ( *)

s18 H10 0,708 0,708 65,302 [ =)

e1q 3¢ ). 595 53,8 ( * )
519 ES 0,595 0, S PR - \
EQ (_“?“3 0, )._,_)1_\1 ( * )
|
! ’
5 |
. |
|
6 1‘
S26 ¢ ' |
527 1




Lampiran 12. Gambar kurva standar ALP pada panjang gelombang 450nm
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Using Standard Data Sat from Current Experisent

Linser Fit- Teglepe¥sintercept

20/50/8001 X = 45,107 / 108,781 / 166,457 T = 0,508 / 1,106 / 1,704
intercept 0,065(+/-0,051), slepe 0,010i+/-0,001)

chil=0,054, PES=0,104, £“1=0,581




Lampiran 13. Nilai Absorban NE Standar Panjang Gelombang 450nm

sStd # Conc Well Replicates Mean SD sCcv
1 , 091 0,091 >
0.15625 Gl 0,242 0,242 *




Lampiran 14. Analisis Data Enzim NE dengan BioRAD X mark™
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G20
G21
G22
PO1
P02
P03
P04
P05
P06
P07
P08
P09
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31

Well

H2
E3
F3
E4
BS
F5
G5
B6
ce
E6
Fé
A7
c7
E7
F7
A8
G8
F9
H9
B10
Gl1
H1l
A2
B2
cz
D2
E2
F2
G2
A3
B3
c3
D3
G3
H3
A4
B4
of |
D4
G4
H4
AS
c5
DS
ES
H5
A6
G6
HE
B9
D9
E9
G9

Replicates

2,066
1,457
1,492
1,857
2,225
1,914
2,246
p I )
1,716
1,811
2,213
1,102
1,814
2,147
2,198
2,054
2,208
1,866
1,719
2,210
1,783
2,107
3,161
3,046
2,460
2,598
2,800
2,792
2,871
2,627
2,719
2,989
2,584
3,131
2,613
2,428
2,815
2,762
2,909
2, 668
2,726
2,603
2,739
3,073
2,427
2,529
2,729
2,733
2,539
2,973
2,548
2,330
2,452

2,066
1,457
1,492
1,857
2,225
1,914
2,246
1,327
1,716
1,811
2,213
1,722
1,814
2,147
2,198
2,054
2,208
1,866
007 1 )
2,210
1,783
2,107
3,161
3,046
2,460
2,598
2,800
2,792
2,871
2,627
2,115
2,989
2,584
3,131
2,613
2,428
2,815
2,762
2,909
2,668
2,726
2,603
2,739
3,073
2,427
2,529
2,729
2,733
2,539
2,973
2,548
2,330
2,452

Conc
6,826
4,434
4,571
6,005
7,451
6,229
7,533
3,923
5,451
5,824
7,403
5,475
5,836
7,144
7,344
6,779
7,384
6,040
5,463
7,392
5,714
6,987
11,127
10,676
8,374
8,916
9,709
9,678
9,988
9,030
9,391
10,452
8,861
11,009
8,975
8,248
9,768
9,560
10,137
9,191
9,419
8,935
9,470
10,782
8,244
8,645
9,430
9,446
8,684
10,389
8,719
7,863
8,342

8D (Conc)

e T T T S N

- e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e At R e s A e e e e e

o e e e e e e e e e e e e e e e
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P32
P33
sS01
502
s03
S04
s05
506
s07
s08
s09
s10
s11
§12
s13
s14
s15
s1é
517
518
s19

Al0
H10
Dé
B7
D7
G7
H7
DB
F8
c9
E10
All
El1l

2,687
2,319
0,354
0,577
0,797
1,145
0,695
1,293
1,217
0,524
0,854
1,195
1,207
1,343
1,353

1,189

0,931
0,813
0,674
0,589
1,330

3,986
4,025
3,410
3, 540

1,879
1,430
0,991
4,014
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Lampiran 15. Gambar Kurva Standar NE pada Panjang Gelombang 450nm
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Lampiran 16. Data Dasar Penelitian

sex | umur Gl CAL | PDI MMPS ALP Elastase

11 240 0 0 13.49 49 10
2|1 210 0 0 155| 37.98 98
3|2 19/0 0 0 467| 67.84 1.84
4[1 220 0 0 358| 2416 3.20
5|2 240 0 0 93| 8552 1.44
6|2 19|0 0 0 234 2497 3.79
712 200 0 0 260 18.27 3.49
8|2 300 0 0 1330] 1116 77
g2 300 0 0 83| 1025 207
10/2 300 0 0 2.54 09 3.40
112 25|0 0 0 11.41 4570 3.45
12[1 200 0 0 112 5.98 3.99
131 2310 0 0 115] 1045 4.03
14|2 250 0 0 11 91 6.25 3.41
15(2 230 0 0 415 4072 3.54
16(2 2310 0 0 230] 8846 218
17|2 220 0 0 99| 84.81 1.88
18[2 210 0 0 163] 65.30 1.43
19|2 2210 0 0 127 5382 49
20|2 210 0 0 244 3330 4.01
212 24 |1 0 1 %72] 12686 6.83
22|1 21 [1 0 1 16.55| 14423 443
23|2 17 |4 0 1 18.40| 105863 4 57
24|2 301 0 1 1490 127.98 6.01
25|2 231 0 1 2428| 16648 7.45
26(2 21 1 0 1 2053 123.71 6.23
27|2 251 0 1 1851 193.80 753
28(2 301 0 1 24 10| 133.44 3.92
29|41 301 0 1 2499 166.27 545
302 201 0 1 2062 12605 5.82
311 221 0 1 2085 12706 7.40
32|2 301 0 1 2456| 183.93 5.48
332 17 1 0 1 %661| 12859 5.84
34(2 171 0 1 16.62| 10157 714
35|2 171 0 1 %673 101086 7.34
36(2 301 0 1 %49 11669 6.78
37|2 301 0 1 1617 101 67 7.38
38|2 301 0 1 2487 101.09 6.04
391 231 0 1 2079| 16547 5.46
40|2 24 [1 0 1 2044, 10573 7.39
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sex | umur Gl CAL | PDI MMPS ALP Elastase
41|2 19)2 3 4 3B.51 210.06 11.13
42|2 212 3 4 BVS7| 22865 10.68
43|2 212 3 4 P10 23159 8.37
44|2 20|12 3 4 47 .21 224 58 8.92
4511 2012 3 4 43.20] 29833 9.7
46|2 20)2 3 4 P44 22783 6.68
4712 22|2 4 4 40| 21707 999
48|2 2412 4 4 3BI90| 26725 9.00
4911 2112 ) 4 4280| 21828 939
50|2 23)2 3 4 P.26| 20955 1045
5112 20)2 4 4 40.70| 291 63 8.66
52|2 23|2 4 4 3BIOE| 23161 11.01
53|2 2012 4 4 ¥»86| 2787 8