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ABSTRACT

The aim of this research was to prove that Streptococcus mutans isolated from children ‘s tooth plaque was cariogenic. GlIf BC

which is glycosiltransferase producer gene has had a role in caries development. This gene was isolated from Streptococcus mutans.

The specimens were analyzed using Wizard Genomic DNA Purification Kit from Promega. In conclusion, S. mutans isolatedfrom

children’s tooth plaque truly had cariogenic gtf BC gene.
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PENDAHULUAN

Karies gigi merupakan suatu penyakit umum yang
sering ditemukan sejak pertama terdapat sejarah kehidupan
manusia. Dr. WD Miller (1980) merupakan orang pertama
yang menggambarkan karies sebagai aksi dari asam organik
terhadap kalsium fosfat pada gigi. la memperlihatkan bila
gigi diinkubasi dengan saliva dan karbohidrat, asam akan
terbentuk dan menguraikan bagian gigi yang
termineralisasi. Ia menyimpulkan bahwa asam yang
dibentuk oleh bakteri dalam saliva menguraikan gigi. Dari
penelitian ini ia merumuskan teori “kemo-parasitik” dari
karies gigi. Sejak saat itu banyak data yang mendukung
teori menurunnya pH oleh produksi asam bakteri akan
menghasilkan penguraian email. Penelitian Dr. Miller telah
membentuk dasar untuk teori “plak-tuan rumah-substrat”
dari pembentukan karies. Proses pembentukan karies gigi
disebabkan oleh multifaktor, pada dasarnya dapat
disederhanakan menjadi hubungan yang tidak seimbang
antara daya tahan gigi dengan faktor kariogenik.!

Email yang 95% terkalsifikasi merupakan struktur yang
sangat termineralisasi dari tubuh manusia. Mayoritas
mineralnya adalah hidroksiapatit yang merupakan keluarga
garam kalsium fosfat. Formula umum yang diungkapkan
untuk hidroksiapatit adalah Ca,,(PO4),OH,.
Hidroksiapatit murni merupakan struktur yang unik,
terdapat sumbu simetris enam kali lipat di sekeliling suatu
sumbu simetris tiga kali lipat. Kristalnya tersusun dalam
konfigurasi heksagonal dengan atom kalsium dan fosfor
pada kristal terluar. Di bagian tengah kristal, kelompok
hidroksil dikelilingi oleh tiga atom kalsium. Hubungan

dari masing-masing kelompok hidroksil berperan penting
dalam kestabilan kristal. Bahkan penggantian sejumlah
kelompok hidroksil murni dengan atom dalam seperti
fluoride menghasilkan peningkatan stabilitas kristal.
Kristal heksagonal ini dikelompokkan bersama menjadi
sebuah batang. Email terbentuk dari banyak batang yang
dipadatkan bersama menjadi sebuah batang. Batang ini
terbentang dari permukaan email ke dental junction.
Ukuran kepadatan atau densitas dari email menunjukkan
bahwa permukaan luar memiliki densitas yeng sedikit lebih
tinggi daripada struktur lain. Ruang antar batang email
merupakan matriks organik. Meskipun email kelihatannya
sangat keras dan termineralisasi dengan baik,
permukaannya berpori dengan adanya ion kecil seperti
sodium, potassium, magnesium dan fluoride. Keberadaan
ruang interprismatik ini telah digunakan untuk
menjelaskan permeabilitas yang terlihat pada email.!

Hidroksiapatit memiliki konstanta kemampuan untuk
larut yang pasti bergantung pada temperatur, pH dan
kekuatan ionik dari pelarut yang mengelilingi kristal. Di
rongga mulut, saliva mengalami supersaturasi dalam hal
kalsium dan fosfat yang menguntungkan bagi keadaan
kristal email dan dengan demikian gigi tidak terurai secara
bertahap seumur hidup. Akibat dari sifat reaksi seimbang
dalam rongga mulut, email berada dalam keadaan
mineralisasi konstan dan demineralisasi pada kondisi
fisiologis (Ca,PO,, pH 6,8). Pada pH ini kemampuan untuk
larut sangat kecil.

Meskipun demikian, jika pH diturunkan sampai sekitar
1,3 log unit sampai 5,5 maka kemampuan untuk larut
meningkat sampai penguraian terjadi produksi asam dari
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bakteri dan pembentukan karies gigi yang terjadi
setelahnya merupakan titik puncak dari suatu proses yang
sangat selektif dari perlekatan bakteri dan kolonisasi
bakteri pada permukaan gigi. Bila hal ini terus berlanjut
akan mengarah pada pembentukan plak. Plak gigi terdiri
dari sekumpulan sel besar dan kecil atau sel individual
dari berbagai spesies bakteri yang berbeda serta matriks
interbakterial dengan komposisi heterogenous dan
bervariasi. Meskipun demikian, organisme asidogenik
spesifik, yaitu yang berasal dari kelompok Streptococcus
mutans (S. mutans) saat ini secara umum dianggap
memiliki peranan khusus dalam etiologi karies gigi.
S. mutans merupakan salah satu pemicu karies karena
bakteri ini memiliki enzim glikosiltransferase yang
berperan sebagai prekursor dalam perkembangan plak gigi,
namun tidak semua plak gigi dapat menyebabkan karies

gigi.’

BAHAN DAN METODE

Rancangan penelitian adalah observasional yang
bersifat eksploratif yaitu dengan uji diagnostik laboratoris
untuk menentukan bahwa deteksi kuman Streptococcus
mutans dapat menggunakan gen 16srRNA dengan PCR,
dari 15 sampel yang digunakan dalam penelitian ini hanya
1 yang berhasil terdeteksi sebagai Streptococcus mutans.

Bahan penelitian adalah plak gigi anak yang dicampur
dalam bulyon kemudian campuran ini diencerkan hingga
103 =105, Pembiakan dilakukan pada media TYCSB
kemudian diinkubasikan secara anaerob selama 3 x 24
jam. Ekstraksi DNA dengan metode Wizard Genomic
DNA Purification Kit dari Promega.2-3

Adapun larutan yang harus disiapkan: EDTA 50 mM
pH 8,0; lysozim 10 mg/mL; isopropanol; etanol 70.
Peralatan yang digunakan berupa Tabung mikro 1,5 mL;
Waterbath 37° C dan 80° C.

Cara kerja: hasil ekstrasi DNA ditambahkan 1 ml
overnigth kultur ketabung 1,5 ml kemudian disentrifugasi
selama 2 menit pada kecepatan 13.000-16.000 x g,
supernatan dibuang, selanjutnya sel di resuspensi kedalam
larutan 480 uL. EDTA 50 mM. Tambahkan 60 L lysozim
10 mg/mL dengan menggunakan pipet secara hati-hati
hingga semua sel tersuspensi, kemudian di inkubasi pada
suhu 80° C selama 5 menit untuk melisis sel dan
selanjutnya didinginkan di dalam suhu ruang. Tambahkan
3 uL larutan RNAse ke dalam tabung kemudian sampel
dicampur dengan menginversi tabung sebanyak 2-5 kali,
setelah itu diinkubasi selama 15-60 menit pada suhu
37° C, biarkan sampel mencapai suhu ruang, selanjutnya
ditambahkan larutan 200 uL protein precipitation dan
vortex pada kecepatan tinggi selama 20 detik lalu di
inkubasi di dalam es selama 5 menit, kemudian
disentrifugasi selama 3 menit pada kecepatan 13.000—
16.000x g.

Supernatan yang mengandung DNA dipindahkan ke
tabung 1,5 mL yang mengandung 600 xL isopropanol suhu
ruang, campurkan larutan dengan inversi sampai terlihat
rantai DNA yang seperti benang halus. Lalu sentrifugasi
selama 2 menit pada kecepatan 13.000-16.000% g,
kemudian dengan hati-hati dekantasi supernatan dan
keringkan tabung dengan membalikkan di atas kertas tissue
yang bersih. Tambahkan 300 4L etanol 70 temperatur
ruang dan inversi tabung beberapa kali untuk mencuci
DNA pelet, kemudian dilakukan sentrifugasi selama
2 menit pada kecepatan 13.000-16.000% g, buang etanol
dengan hati-hati. Keringkan tabung dengan konsentrator,
atau balikan tabung pada kertas tissue bersih selama
10-15 menit. Tambahkan 50 uL larutan DNA rehidrasi
selanjutnya DNA disimpan pada suhu 2-8° C.

PCR gen 16s rRNA

Primer yang digunakan adalah untuk Universal reverse
primer: Uni B: 5'- GGTTC(G/C) TTGTTACGACTT-3'
dan Eubacterial forward primer: BactFl: 5'-
AGAGTTTGATC (A/C)TGGCTAC-3'".

Hasil optimasi PCR, dilakukan Denaturasi awal pada
suhu 94° C selama 2 menit, Siklus amplikasi 30 siklus,
kemudian di Denaturasi 94° C selama 1 menit, Annealing
48° C selama 1 menit, Elongation 72° C selama 1 menit,
pasca Elongation 72° C selama 10 menit. Melalui
elektroforesis hasil PCR dengan menggunakan Agarose
DNA, diperoleh sebuah larik, dengan ukuran 1400 pb.

Reaksi sekuensing: 16s rRNA

Primer yang digunakan : 357 F: 5'- TAG GGG AGG
CAG CAG-3";807F: 5" GAT TAG ATA CCC TGG TAG-
3" 1114F: 5' - GCA ACG AGC GCA ACC A -3"; 519 R:
5'- GTA TTA CCG CGG CTG CRG-3"; 909 R: 5' - CCG
TCA ATT CAT TTG AGT-3'.

Prosedur kerja: Isolasi kromosom Streptococcus
mutans dengan menggunakan metode lisis cepat.
Tujuannya adalah untuk memperoleh template yang akan
digunakan pada amplifikasi gen glikosltransferase dengan
metode PCR.

PCR gen gtf BC

Hasil optimasi PCR, dilakukan denatiirasi awal 94° C
selama 2 menit, siklus amplifikasi 40 siklus, denaturasi
94° C selama 1 menit, Annealing 50° C selama 1 menit
Elongasi 72° C selama 1 menit, pasca elongasi 72° C
10 menit.

HASIL

Hasil isolasi gen 16s rRNA yang diperoleh memiliki
panjang 1400 pb. Setelah dilakukan homologi dengan
Streptococcus mutans UA 101 melalui program komputer
DNA star, maka diyakini bahwa bakteri hasil isolat gigi
anak tersebut adalah Streptococcus mutans, tampak pada
gambar 1 dan 2.



Herdiyati: Isolasi gen kariogenik gtf BC

16s TRNA
1400 pb

Gambar 1. Hasil elektroforesis DNA 16s rRNa.
1. Marka DNA puc HIN F, pita pertama berukuran
1419 pb, pita kedua berukuran 517 pb.
2. Hasil PCR, 16s rRNA berukuran 1400 pb.

Model 2°163 rRNA
Version 2.1.1 YEtty

AL

1 THNNTNNTTTN NNNNCGCCAA CTGAATTAGA AGNTTTACAA

81 TCTCAGTTTC AACTGATACT CATTTCGTAC ACAAAGCTTG
161 ATGATTGGTG ACCCTTCACA AACTATTACT CGTAACTTCG
241 TTTCATTATC GATCCTGATG GTGTTGTTCA AGCAGCTGAA
321 TTCACAAAAT CAAAGCTGCT CAATATGTAC GTCAACATCC
401 AACTTTACAA CCANGATTAG ACTATAGGTT ANATTAAAGG
481 TTNNNACACC NCTTMACCTT TTGGANNGGG NCTTTMAATT
561 ANTCTTTCNT GTTTHNCNANT NTTCNCCCCC NNTTCCGNNA
641 CGCTCNCCCT CGNGNNNMNN TNTAAAATHNN NCNCNTTCCT
721 TCCTCNTNNT NTCCNNCHNC CCCCCTTTHN CTNNNNCCCC
801 CCNCCTCCNT NCNCTCCCCC CNNCTCCNCN NCTTTNNCTC
881 TNTCNTCTTC CCOCNCTCNCN CNCTNTNTCN CONTCTCTTC
961 NCTCCCTTT

Gambar 3. Hasil Analisa SEQUENSING gen 16s rRNA

PEMBAHASAN

Untuk dapat mengisolasi S. mutans secara tepat maka
saat ini dapat digunakan deteksi Streptococcus mutans
secara molekuler yaitu dengan mengamplifikasi 16s IRNA.
Setiap bakteri memiliki 16srTRNA yang merupakan suatu
subunit dari RNA ribosom. Subunit ini memiliki daerah
konservatif yang berguna untuk menentukan alignment
yang tepat dari suatu prokariot. Disamping itu daerah ini
mengandung pula sejumlah mutan yang bervariasi di
tempat lain yang menjadi ciri khas untuk filogenetik suatu
bakteri.

Gen gtf BC adalah suatu polimer glukosa ekstraseluler
yang bersifat tidak larut dalam air yang dikenal sebagai
salah satu faktor virulensi dalam karies. Gen gtf BC adalah
salah satu gen yang mengkode enzim yang bertanggung
jawab untuk sintesis glukan yang tidak larut dalam air yang
dikenal sebagai IG (insoluble glukan).2- 46

Penggunaan Streptococcus mutans UA 101 sebagai
kontrol disebabkan bakteri ini memperlihatkan sifat
kariogenik, karena memiliki gen gtf B atau gtf BC. Hasil
isolasi gtf BC dengan panjang 517 pb menunjukkan bahwa
hasil isolat Streptococcus mutans dari gigi anak ini bersifat
kariogenik. Streptococcus mutans secara konstitutif akan
mensekresikan GTF yang dikode oleh gen gtf. Gen gtf ini
membentuk suatu operon yang terdiri dari gtf A, B, C, D
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1419 pb
517 pb

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA gtf BC.
No. 1-3 Hasil PCR gen gtf BC
No. 4 Marka DNA puc HIN F, pita pertama
berukuran 1419 pb, pita kedua berukuran 517 pb.

Signal G:101 A:151 T:77 C:33 Page 1 of 1
DTE%Ac{A Set-AnyPrimer}

AACCAATATG ATAAATTACA AGAATTAGGC GTAAATGTAT B0
GCATGATCAT TCAGATGCTA TTAGCAAAAT CCAATACAAT 168
ACGTATTAGA TGAAGAACTT GGTTTAGCTC AACGTGGTAC 249
ATCAATGCTG ACGGTATCGG CCGTGACGCA AGCACATTAG 320
AGGTGAAATT TTGCCCTGCA AAATGGGAAN AAAGTTCNGA 420
AAGCNTNACC CAANATGCTT NNTGCNGATT CAAACACAAT 480
CCNCCCTANC NNNGGTCHNA CCTTATCCCH CANTTNACHN  56@
TTCCCNCACN TNCCTCNTCC CNTTNNTNCC CNGGNTAAAA 640
TNCTNNCNTN NTCTTTCNTT CCCTNCCNCC NNTCTNNCCT 72
CTCNCTCCCT CCTNNCNCNT TTCCCNNTTN CNNTCCCCNC 800
TCNTCCCNCN NNCTNNCNNT CTCCCCNNNN NTCTNCNTCT 888
NNTCNWNCTC TCTCCTNTCT NTNNMCTCTC TTNTCOTCCC 968

age
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dan yang berperan dalam pembentukan karies adalah gtf
B dan gtf BC, glukan ini bersifat tidak larut dalam air,
karena itu adanya kedua gen ini menunjukkan bahwa
bakteri Streptococcus mutans tersebut mampu
menyebabkan terjadinya karies.

Berdasarkan penelitian ini disimpulkan bahwa, hasil
isolat Streptococcus mutans dari plak gigi anak
menunjukkan adanya gen gtf BC yang dapat
mengekspresikan glukan yang tidak larut air dan bersifat
kariogenik.
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