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Leukocyte Count on Rats Models of Experimental Periodontitis
Induced by Lipopolysaccharide of Porphyromonas gingivalis

Desi Sandra Sari', Depi Praharani'

!Departement of Periodontology, Facuity of Dentistry, University of Jember
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Abstract: Background: The normal physiological value of white blood cells and its differential amount are essential for
diagnosis, therapy and screening. White blood count helps in diagnosing or determining the prognosis of many
diseases such as periodontitis. Periodontitis is an inflammatory disease associated with accumulation of oral
microbial biofilms, followed by an inflammatory host responses to this accumulation. Host reactions to
microorganisms are partly characterized by the increasing number of PMN leukocytes which is one of the most
important stages in the host defense mechanism. Objective: The purpose of this study is to observe the number
of peripheral leukocytes in rats models of experimental periodontitis induced by lipopolysaccharide from
Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis). Method: Twenty rats were divided into 4 groups with 15 rats induced
by LPS from P.gingivalis and 5 rats as controls. The rats were induced by LPS from P.gingivalis with a volume
of 10 ug /mL and a concentration of 0.5 mg / ml in the interdental region of the first and second mandibular
molar. The LPS induction from P.gingivalis was performed 3 times a week for 6 weeks. One ml of peripheral
blood was drawn from the rats on the first day, 3th day and 7th day after the last day of LPS induction from P.
gingivalis. Statistical analysis was used on using Kruskall-Wallis test, followed by Mann-Whitney test with
SPSS 21 software. Results: The roentgenological examination revealed a variety in the severity of alveolar bone
resorption that have been injected by the LPS from P.gingivalis and the control group. The highest mean value
and standard deviation (34.5%+ 11.2%) of peripheral leukocytes was recorded on the 1st day compared to any
other groups. There was a significant increase (p <0.05) on the number of peripheral leukocytes on the 1st day,
3th day and 7th day compared to controls. But there was no significant difference in the number of leukocytes on
the Ist day with the 3rd and 7th and also the 3rd day with 7th day. Conclusion: The number of peripheral
leukocytes increased on the first day after LPS induction from P. gingivalis compared to other treatment groups

of the periodontitis rats models.

Keywords: Periodontitis, LPS P. gingivalis, inflammation, leukocyte count

PENDAHULUAN
Porphyromonas gingivalis adalah bakteri

Gram-negatif yang merupakan salah satu faktor
etiologi utama periodontitis kronis. Periodontitis
adalah inflamasi pada jaringan periodontal yang
ditandai adanya kehilangan perlekatan dan resorpsi
tulang alveolar; yang pada akhirnya dapat
mengakibatkan gigi tanggal [1].

Terdapat bukti kuat bahwa P. gingivalis
merupakan spesies “keystone” dalam perkembangan
periodontitis kronis. Membran luar P. gingivalis
mempunyai kandungan utama lipopolisakarida (LPS)
yang dianggap sebagai salah satu komponen
patogenik penting dalam inisiasi dan perkembangan
periodontitis. Hal ini disebabkan LPS P. gingivalis
memegang peranan dalam memediasi inflamasi dan

menginduksi sel untuk mensekresikan sitokin pro-

inflamatori khususnya interleukin-1f (IL-1B), umor
necrosis factor-o. (TNF-a) dan 1L-6 serta stimulator
poten resorpsi tulang [2].

Reaksi host terhadap adanya serangan
bakteri adalah dengan mengaktifkan mekanisme
pertahanan tubuh dalam usaha untuk melokalisir dan
mengeliminasi patogen. Sel leukosit merupakan
komponen dasar dari sistem imun yang bertanggung
jawab untuk mendeteksi dan mengeliminasi bakteri
yang menyerang tubuh; dan peningkatan jumlah sel
leukosit adalah salah satu tanda adanya proses
inflamasi [3,4].

Beberapa penelitian telah menunjukkan
tingginya mediator inflamasi ke dalam darah perifer
pasien dengan periodontitis, yang merupakan hasil
dari efek lipopolysaccharide bakteri. Baru-baru ini,
telah ada anggapan bahwa kebersihan mulut yang

buruk dapat menyebabkan peningkatan respons
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sistemik mediator inflamasi dalam darah tepi pasien
dengan periodontitis serta  meningkatkan jumlah
leukosit Sel leukosit adalah sel-sel dari sistem
kekebalan tubuh yang terlibat melindungi tubuh
terhadap penyakit dan mekanisme pertama pertahanan
tubuh host serta berfungsi fagositisis terhadap agen
infeksi. [5.6]

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui  jumlah sel leukosit pada tikus

periodontitis dengan cara diinduksi LPS'dari P.

gingivalis.
METODE DAN BAHAN
Penelitian ini sudah mendapatkan

persetujuan Unit Etika dan Advokasi  Fakultas
Kedokteran Gigi
(No.00748/KKEP/FKG-UGM/EC/2016).

Jenis penelitian yang digunakan adalah

Universitas Gadjah Mada

eksperimental. Tempat penelitian di Laboratorium
Mikrobiologi dan Biomedik Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Jember dan Laboratorium Bioscience

RSGM Universitas Jember.

Persiapan LPS Bakteri P. gingivalis

Satu mg LPS P.gingivalis (Invivo Gen, San
Diego, USA) dilarutkan dalam 2 mL Dulbecco’s
phosphate-buffer  saline (Biowest) dan di
homogenkan serta disimpan pada suhu 4°C sampai

digunakan.

Periodontitis eksperimental Model

Dua puluh tikus putih Rartrus norvegicus
strain Wistar usia 12-14 minggu, jenis kelamin jantan
dan berat badan 200-250 g digunakan dalam

penelitian ini. Pembuatan model periodontitis kronis

The 4" Periodontics Seminar (PERIOS IV)

dilakukan dengan induksi LPS P. gingivalis
disuntikan pada interproksimal gingiva antara gigi
molar pertama dan kedua kanan bukal mandibula.
Setiap hewan coba diberi LPS P.gingivalis dengan
volume 10 pl dan konsentrasi 0,5 mg/ml dengan
syringe tuberculin 1 ¢c/ml (terumo) dengan needle 30

G (BD), diberikan 3 kali seminggu selama 6 minggu.

Prosedur Pengambilan Darah Tikus

Dua puluh ekor tikus dibagi menjadi 4
kelompok dimana 15 ekor tikus diinduksi LPS
P.gingivalis dan 5 ekor tikus sebagai kontrol. Semua
tikus diambil darah pada ekomya. Tikus dimasukkan
selongsong sesuai ukuran tikus, ekor dijulurkan
keluar dari selongsong tersebut dan diambil darah dari
vena lateralis sebanyak 0,5 ml . Pengambilan darah
tikus dilakukan pada hari ke-1, ke-3 dan ke-7 pasca
injeksi LPS P.gingivalis yang terakhir.

Perhitungan Jumlah Leukosit Total

Metode cara hitung: Differensial Counting
cells menggunakan Optilab digital Mikroskop,
Satuannya persen (%) dihitung dalam 100 sel leukosit
dan pembesaran 400x. Prinsip differensial Counting
adalah (a) mengidentifikasi dan menghitung jenis
leukosit sekurang-kurangnya 100 sel dan dinyatakan
dalam %, (b) Amati dibawah mikroskop dan hitung
jenis leukosit hingga didapatkan 100 sel. Tiap jenis
sel leukosit (leukosit) dinyatakan dalam % (c) Hitung
jenis leukosit dilakukan pada counting.area mulai
dengan pembesaran 100x kemudian 1000x, (d) Hasil
hitung jenis memberikan informasi yang lebih
spesifik mengenai infeksi dan proses penyakit, (e)
Hitung jenis leukosit hanya menunjukkan jumlah

relatif dari masing-masing jenis sel. Untuk
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Analisis Statistik
Data ditampilkan dalam bentuk gambar dan
dianalisis menggunakan uji  Kruskal-Wallis dan

dilanjutkan Mann-Whitney dengan Software SPSS

HASIL

Pemeriksaaan  Hitung jumlah Leukosit
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tujuan untuk menilai unsur sel pada darah tepi setelah
di injeksi LPS gingivalis. Hasil didapatkan ada
perbedaan yang signifikan jumlah hitung leukosit

pada hari ke-1, hari ke-3 dan hari ke-7 dibanding
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Gambar 1. Hasil Jumlah leukosit tikus pada semua perlakuan (*Sig p<0.05)

Hasil jumlah total leukosit tikus pada kontrol didapat
mean + SD (22.5% + 2% ). kelompok hari ke-1
didapat mean + SD (34,5% =+ 11.26% ), kelompok
hari ke-3 didapat mean + SD (29.5% + 10.08% ).
kelompok hari ke-7 didapat mean + SD (23% + 9.6

% ). Hasil jumlah total leukosit pada tikus setelah di
induksi LPS P.gingivalis menunjukkan ada perbedaan
vang signifikan pada kontrol dengan hari ke-1 dan ke-
3 (p= 0.05). tetapi tidak ada perbedaan yang

signifikan antara kontrol dan hari ke-7 (p=0.05).

The 4" Periodontics Seminar (PERIOS IV)
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Gambar 2. Bentuk sel leukosit darah tepi pada tikus di setiap perlakuan tanda panah merah (A. Kontrol. B. Perlakuan Hari Ke-1,

C. Perlakuan Hari Ke-3. D. Perlakuan Hari Ke-7)

DISKUSI

Hasil penelitian kami didapatkan jumlah sel
leukosit pada tikus setelah dibuat model periodontiis
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada
kelompok control dan hari ke-1 serta hari ke-3. tetapi
tidak ada perbedaan dengan hari ke-7 schingga ada
penurunan jumlah sel leukosit pada kelompok hari
ke-7 .

Penelitian kami sebelumnya menyatakan
ekspresi IL-1p dan TNF-a.. Meningkat pada hari ke-3
dibanding control setelah diinduksi LPS P.gingivalis.
Virukensi dari LPS P.gingivalis berperan dalam
kerusakan  jaringan

periodontal yang mampu

The 4" Periodontics Seminar (PERIOS IV)

merangsang pengeluaran sitokin inflamasi. [7]. Hal
ini juga menyebabkan terjadinya peningkatan jumlah
sel leukosit secara sistemik pada hari ke-3 model tikus
periodontitis,

Periodontitis  adalah  keradangan pada
gingiva dimana sistem imun adaptif dan alamiah
saling berhubungan, sehingga interaksi keduamya
menimbulkan efek sistemik. Infeksi periodontal dapat
menjadi penyebab peningkatan jumlah sel leukosit
secara sistemik schingga bisa sebagai penanda
inflamsi vang kronis [8].

Sel leukosit merupakan sel yang dominan

dan mekanisme pertahanan host, dan berperan dalam
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e-3 model tikus

adangan  pada
if dan alamiah
aksi keduamya
eriodontal dapat
ah sel leukosit

bagai penanda

yang dominan

berperan dalam

peradangan dan pathogenesis. Penyakit periodontal
dapat memperburuk  kondisi  sistemik  melalui
peningkatan sejumlah molekul spesifik yang secara
langsung bertanggung jawab untuk respon inflamasi
yang dihasilkan oleh sel leukosit. Biofilm subgingiva
mengaktifkan repon inflamasi akut pada poket
periodontal, hal ini akan meningkatkan jumlah total
dari sel leukosit dan mempengaruhi keadaan sistemik
[9]

Penelitian dari Fahrima dkk [10] menyatakan
rata-rata #SD jumlah leukosit darah tikus meningkat
setelah diberi perlakuan selama 3 hari berturut-turut
setelah terinfeksi 7. FEvansi. Peningkatan jumlah
leukosit pada tikus menunjukkan tingkat imunitas
yang muncul untuk melawan infeksi 7. evansi. Infeksi
T. evansi meningkatkan jumlah sel leukosit. Imunitas
seluler merupakan cara utama melawan infeksi T.
evansi pada tikus, Akan tetapi, data dari jumlah
leukosit total saja tidak dapat memberikan informasi
yang spesifik mengenai status kekebalan dari tikus
sehingga diperlukan penghitungan jumlah masing-
masing jenis sel dari leukosit.

LPS P. gingivalis bersirkulasi secara
sistemik pada lebih dari 50% pasien periodontal dan
ditemukan memiliki tingkat metalo proteinase matriks
(MMP) yang lebih tinggi pada tikus. Salah satu peran
yang mungkin dari LPS P. gingivalis adalah untuk
mengganggu pengawasan host imun sistem bawaan
dengan meningkatkan distribusi leukosit di sekitar

kolonisasi bakteri [11].

KESIMPULAN

Kesimpulan pada penelitian didapatkany adanya
peningkatan jumlah sel leukosit pada ftikus
periodontitis dengan cara diinduksi LPS'dari P.

gingivalis pada hari ke-1 dan ke-3 dan jumiak

leukosit kembali normal pada hari ke-7.
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