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Kata Pengaritar

Persatuan Dokter Gigi indonesia (PDGij Cabang Kota Bandung
secara rutin setiap tahun menyelenggarakan Pendidikan dan Pelatihan
Profesionalisme Kedokteran Gigi Berkelanjutan (P3KGB) Bandung Den-

tistry, sebagai wahana bagi dokter gigi di Kota Bandung dan sekitarnya-

untuk memenuhi salah satu kewajiban etiknya yaitu menglkutl pendidi-
kan kedokteran gigi berkelanjutan.

Tahun itu diselenggarakan Randung Dentlstry untuk kesembitan
kalinya, sehingga disebut sebagai Bandung Dentistry 9. Makalah-maka-
lah yang dipresentasikan sebagai rujukan dalam praktek maupun aktivi-
tas ilmiah dokter gigi, maka dibukukan dalam <atu prosidir3.

Semoga makalah-makalah yang tersaji dapat mendatangkan
mamfaat bagi pengembangan profesi dokter gigi.
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Deteksi Streptococcus bovis Yang Berasal Dari Karies Gigi Anak
Dengan Menggunakan Analisis Pohon Philogenetik

Yetty Herdiyati Nonong*, Mieke H. Satari**
*Bagian llmu Kedokteran Gigi Anak
**Bagian Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Padjadjaran, Bandung

Abstrak

Deteksi streptococcus bovis dengan menggunakan analisis pohon philogenetik
sangat penting untuk mengetahui kekerabatan dari bakteri yang kita temukan,
khususnya golongan streptococcus rongga mulut yang ditemukan pada karies gigi anak.

Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan pohon philogenetik dari
streptococcus bovis.

Subjek dan metode. Subjek diambil dari 10 Kkaries gigi yang berasal dari 10
orang anak di PAUD Bale Endah Kabupaten Bandung, dengan PCR 16 SrRNA
kemudian dilakukan sekuensing.

Hasil didapat streptococcus bovis dengan panjang fragmen antara 500 pb dan
600 pb, jarak rata-rata philogenetik gen streptococcus bovis 0,043 dan 0,527
menunjukkan kedekatan, kekerabatan dan adanya evolusi genetik.

Kata Kunci : Streptococcus bovis, Karies, Pohonphilogenetik.



Pendahuluan

Streptococcus bovis mencakup suatu kelompok kokus Gram positif yang berasal
dari grup D klasifikasi Lancefield dan ditemukan dalam flora usus pada 10% populasi
sehat dan pada 29-55% pasien dengan Kkaries gigi. Baru-baru ini, kelompok S. bovis
menjadi pokok bahasan dalam peninjauan ulang taksonomi yang memutuskan bahwa S.
bovis I diberi nama baru yaitu Streptococcus gallolyticus, dan S. bovis Il /1 sertall /2
diberi nama baru Streptococcus lutetiensis dan Streptococcus pasteurianus, secara
berurutan.>? Meskipun demikian, prosedur-prosedur untuk mengidentifikasi spesies-
spesies baru ini secara akurat belum masuk dalam penggunaan umum.

Streptococcus bovis semakin dikenal sebagai penyebab infeksi endokarditis dan
karies gigi.>*° Suatu peningkatan bermakna dalam prevalensi karies gigi S. bovis telah
teramati di Second University Hospital di Naples, Italia yang merupakan pusat rujukan
infeksi endokarditis di wilayah Neapolitan.® Peningkatan serupa juga telah diamati di
tempat lain di Eropa Selatan.®**° Meskipun demikian, pengetahuan yang ada saat ini
terkait karies gigi S. bovis masih belum lengkap dan bersifat kontroversial.

Streptococcus bovis seringkali ditemukan sebagai komensal pada manusia dan
hewan. IsolasiS. bovis pada karies gigi pasien memiliki asosiasi yang terdokumentasi
dengan infeksi endokarditis.”® Dua laporan juga menunjukkan asosiasi bakteri
endokarditis S. bovis dengan karies gigi.> Secara fenotipik, sistem API 20 Strep
(bioMe'rieux) membagi S.bovis menjadi tiga biotipe berbeda, yaitu I, 11/1 dan 11/2.°
Banyak laporan yang telah mengidentifikasi S. bovis biotipe | sebagai isolat predominan
dalam kasus-kasus bakteremi endokarditis yang disebabkan oleh kelompok S. bovis.****
Biotipe ini juga merupakan biotipe yang secara khusus berasosiasi dengan infeksi karies

gigi.’® Penelitian genotipik yang menggunakan sekuensing DNA fragmen 500 bp dari



gen 16S rRNA menunjukkan bahwa ada kesesuaian antara biotipe dan genotipe yang
berbeda.'” Baru-baru ini, berdasarkan pada kombinasi studi homologi DNA, analisis
seluruh protein sel dan sekuensinggen, telah dibuat saran untuk revisi taksonomi S.
bovis. Streptococcus gallolyticus, Streptococcus infantarius dan Streptococcus
pasteurianus telah diajukan untuk menggantikan S. bovis I, S. bovis 11 / 1 dan S.bovis Il
2.}

Sebuah penelitian menunjukkan tingginya insiden resistensi eritromisin pada S.
bovis.*?*® Meskipun penelitian mendalam tentang karakterisasi fenotipik dan genotipik
dan asosiasi penyakit di negara-negara barat telah dilakukan, tak ada satupun penelitian
yang mencoba untuk meneliti epidemiologi dan asosiasi penyakit bakteremia S. bovis di
negara-negara lain di luar Amerika Utara dan Eropa.

Tujuan penelitian adalah untuk menganalisis pohon philogenetik dari

streptococcus bovis sehingga terdeteksi keberadaan streptococcus bovis pada karies

gigi.

Bahan dan Metode Penelitian

Sepuluh isolate diambil dari 10 karies gigi yang berasal dari 10 orang anak di
PAUD Bale Endah Kabupaten Bandung. Semua isolate dibiakkan pada lempeng agar
darah pada suhu 37°C dimasukkan dalam sungkup anaerob diinkubasi selama 48 jam.
Pada lempeng agar mitis salivarius agar (MSA) bakteri diidentifikasi dan dibuat
preparat gram. Streptococcus bovis terlihat berwarna ungu berbentuk coccus
berpasangan atau berantai. Identifikasi dilakukan dengan melihat sifat biokimia dari
manitol, glukosa, eskulin, arginin, laktosa, trehalose, inulin, rafinose, zat tepung dan

glikogen.



Teknik Pengambilan DNA Bakteri

Isolasi DNA bakteri menggunakan Wizard DNA Isolation Purification Kit,
dengan komposisi setengah reaksi. Mula-mula sel di panen (di sentrifugasi) dari kultur
10 ml, kemudian sel tersebut dilarutkan kembali dengan 240 ml, 50 mM EDTA dan
ditambahkan kedalamnya 60 ml lysozim 10 pg/ ml, lalu di inkubasi pada suhu 370 C
selama 30 — 60 menit dan di sentrifugasi 13.000 rpm selama 2 menit.

Tambahkan 300 ml Nuklei Lyisis Solusin, buang supernatan,diinkubasi pada
suhu 80°C selama 5 menit, ditambahkan 1,5 ml RNAse, diinkubasi pada 37°C selama
30 — 60 menit, tambahkan 100 ml protein presifitasi vaskor selama 20 menit dan
disentrifugasi 13.000 rpm selama 5 menit. Masukkan supernatan ke dalam tabung
eppendorf yang telah mengandung isopropanol 300 ml, sentrifugasi 13.000 rpm selama
2 menit. Supernatan dibuang dan pellet dicuci dengan menggunakan etanol 70%.
Kemudian sentrifugasi kembali, DNA dkeringkan larutkan dengan 50 ml DNA
rehydration.

Amplifikasi Gen 16s rDNA menggunakan Primer:
Forward : 5 AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTAC3’ (19 pasang basa)

Reverse : 5 GGTTC(G/C)TTGTTACGACTT3’ (18 pasang basa)

Amplifikasi Fragmen Gen Pengkode Glukosiltransferase (gtf)

Amplifikasi dilakukan dengan metode PCR menggunakan primer glukosil
tranferase Forward :5° AGATTT CCGT CCCTT ACTG 3° dan Reverse : 5 ATCA
TATTTGT CGCCAT CATA 3.

Denaturasi awal 94°C selama 2 menit, penempelan primer pada 50°C selama 1

menit dan pemanjangan pada 72°C selama 1 menit sebanyak 35 kali siklus. Siklus



terakhir pemanjangan pada 72°C selama 10 menit. Kemudian dilakukan pemurnian
produk PCR dan dilakukan penentuan urutan nukleotida berdasarkan metode dideoksi
Sanger. Hasil penentuan urutan nukleotida dianalisis homologi dengan membandingkan
hasil penentuan urutan nukleotida dengan urutan nukleotida gen gtf yang ada di Gen

Bank.

Pembuatan Pohon Philogenetik

Pembuatan Pohon Philogenetik dilakukan dengan menggunakan program
komputer DNA Star. Proses ini dilakukan untuk mengetahui hubungan kekerabatan
bakteri yang ditemukan dalam penelitian dengan bakteri yang ada di Bank Data.
Adapun langkah — langkah pembuatan pohon philogenetik adalah sebagai berikut :

Buka situs Clustal method di EBI webstite, masukkan sekuen- sekuen yang
didapat, klik tombol “RUN” untuk memulai analisa, tunggu beberapa saat hingga hasil
anligment terbuka dengan sempurna. Pohon philogenetik kini telah terbentuk. Jarak

philogenetik dihitung dengan algoritma dan parameter menggunakan MEGA 4.

Hasil Penelitian dan Pembahasan
Dari sepuluh isolat gigi hanya berhasil 2 isolat yang teridentifikasi yaitu pada
isolat K3dengan panjang 500 pb danhasil homologi 96 %, adapun isolat K4 dengan

panjang 600 pb dan hasil homologi 85 %.



Homologilsolat K3
Streptococcus bovis NCD02127 16S ribosomal DNA gene, partial sequence
Length=1481

Score = 274 bits (138), Expect = 3e-70
Identities = 273/320 (96%), Gaps 5/320 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 123 GTGNCGGTACCNTACCAGAAAGGNACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

POt rrrrerrrerr rrrrrrrr et ettt et
Sbjct 459 GTGACGGTAACTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

Query 183 AGGTCCCNAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTNGTTCAGT

FEErrrr rrererrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrr rrr bl
Sbjct 519 AGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGT

Query 243 CTGANTTAAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTATGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGT

Frrr o rrrrrrrrrrrrrrr tererrrr e e et e ey
Sbjct 579 CTGAAGTAAAAGGCTGTGGCTTAACCATAGTATGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGT

Query 303 CGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTTTGGANGAACA

FErrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrerrrr e rrrrr e e et rrer i
Sbjct 639 AGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTATGGAGGAACA

Query 362 CCAGTGGCGAAAGCGNCTCTCTTGGTCTGNAACTGACGCTGAGGCTCAAAAGCCTTGGGG

FEorrrrrrrrrerr eerrerrrerrrr rrerrrerrr e rert et rrrd
Sbjct 698 CCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCCGTGGGG

Query 421 AGCNAACAGGATTAAATACC 440

FETFErrrrrrrr rrrnd
Sbjct 756 AGCAAACAGGATTAGATACC 775

Homologilsolat K4

Streptococcus bovis NCD02127 16S ribosomal DNA gene, partial sequence
Length=1481

Score = 274 bits (138), Expect 3e-70
Identities = 273/320 (85%), Gaps = 5/320 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 123 GTGACGGTACCNNACCAGAAAGGNACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

Frrrrrrrr o rrrrrrrr et rerrrre e e et e e e e ey
Sbjct 459 GTGACGGTAACTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

Query 183 AGGTNCCNAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGNGCGCAGGCGGATNGNTCAGT

T T O I B O
Sbjct 519 AGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGT

Query 243 CTGANTTAAAAGGCCGNGGCTCAACCCCNGTATGNNATGGAAACTGTCAANCTNGAGTNT

FEEE rrrrerrr toreer el NN FErrrrrrrrerr re el
Sbjct 579 CTGAAGTAAAAGGCTGTGGCTTAACCATAGTATGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGC

Query 303 CGAAGGGGANAGTGGAATTCCANGTGTAGCGGTGAAATGCGTA-ATATTTTGGANGAACA

Frrrerrr rererrrerrrr rrerrrerrrerrr et rer et
Sbjct 639 AGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA-TATGGAGGAACA
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Query
Sbjct
Query

Sbjct

362

698

421

756

CCAGTGGC-AAAGCGNCTCTCTTGGNCTNNAACTGACGCTGAGGCTCAAAAGCCTTGGGG

R R R e R R R
CCGGTGGCGAAAGCGGCTCTC-TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG-CGTGGGG

ANCNAACNGGATTAAATACC 440

L bt et
AGCAAACAGGATTAGATACC 775

Hasil pembuatan pohon philogenetik pada sampel K3 menunjukan memiliki

hubungan kekerabatan dengan streptococcus bovis seperti S. Bovis G2e.SEQ, S. bovis

H3e.SEQ, S. bovis LKC3 125.3e.SEQ, S. bovis LKC3 125.60e.SEQ, S. bovis

bb2s4e.SEQ, S. bovis RSB-1-5e.SEQ, S. bovis 3-2e.SEQ, S. bovis N17e.SEQ, S.

bovis.SEQ. dengan jarak rata — rata philogenetik gen streptococcus bovis 0,043.

22

Phylogenetic tree of untitled, using Clustal method with Weighted residue weight table.

S. Bovis G2e.SEQ

S. Bovis H3e.SEQ

S. Bovis LKC3_125.3e.SEQ
5. Bovis LKC3 125.60e.SEQ
s. Bovis bb2s4e.SEQ

S. Bovis RSB-1-5e.SEQ

S. Bovis 3-2e.SEQ

[j S. Bovis N17e.SEQ
......... S. Bovis.SEQ

sampel3.SEd

Hasil pembuatan pohon philogenetik pada sampel K4 menunjukan memiliki

hubungan kekerabatan dengan streptococcus bovis seperti S. Bovis 1012e.SEQ, S. bovis

ChDC YAG6e.SEQ, S. bovis ChDCe.SEQ, S. bovis 1204e.SEQ, S. bovis ChDC

YAlle.SEQ, S. bovis ChDC YA 7e.SEQ, S. bovis ChDC YAbe.SEQ, S. bovis ChDC

Yal0.SEQ, S. bovis ChDC YA9e.SEQ, S. bovis ChDC YA4e.SEQdengan jarak rata —

rata philogenetik gen streptococcus bovis 0,527.

420

755



Phylogenetic tree of Untitled, using Clustal method with Weighted residue weight table

Strep. Bovis 1012e.SEQ
_E Strep. Bovis ChDC YA6e.SEQ
Strep. Bovis ChDCe.SEQ,
b eeeeeneeemeeees Strep. Bovis 1204e.SEQ
[_—_ Strep. Bovis ChDC YA11e.SEQ
Strep. Bovis ChDC YA7e.SEQ
=seeeeemmmmmeese Gtrep, Bovis ChDC YASe.SEQ

"""""""""" Strep. Bovis ChDC YA10e.SEQ
Strep. Bovis ChDC YA9e.SEQ

o Strep. Bovis ChDC YA4e.SEQ
Sampel 4e.SEQ

0.5

0

Pada penelitian ini  karakterisasi dari 2 steptococcus bovis yang berhasil
diisolasi dari 10 karies gigi anak dari sampel K3 menggambarkan karakterisasi dari 9
galur Kklinis streptococcus bovis'® menunjukan biotipe yang berbeda dan genotipe
berdasarkan sekuensing gen 16S rRNA demikian pula sampel K4 menggambarkan
karakterisasi 10 galur dari streptococcus bovis. Hal ini berbeda dengan penelitian
sebelumnya yang menunjukan bahwa biotipe stertococcus bovis predominan yang
diisolasi dari pasien — pasien yang mengalami bakteri emi tidak menggambarkan
karakterisasi.”

Beberapa peneliti terdahulu menemukan bahwa streptococcus bovis sangat
heterogen secara fenotif, memiliki karakteristik genetik yang mirip sehingga
dimasukkan kedalam sebuah spesies tunggal.'*? Secara philogenetik streptococcus
bovis yang ditemukan terbukti berhubungan dan memiliki kekerabatan dengan
streptococcus bovis yang ada di Gen Bank yaitu dengan S. Bovis G2e.SEQ, S. bovis
H3e.SEQ, S. bovis LKC3 125.3e.SEQ, S. bovis LKC3 125.60e.SEQ, S. bovis

bb2s4e.SEQ, S. bovis RSB-1-5e.SEQ, S. bovis 3-2e.SEQ, S. bovis N17e.SEQ, S.



bovis.SEQ dan mungkin lebih homogen dibandingkan dengan streptococcus bovis
lainnya dan memilik inti fisiologis yang sama.

Kebanyakan galur ini menghasilkan asam asetat dari glukosa memfermentasi
manitol, laktosa, trehalose, serta menghidrolisis eskulin dan arginin, selain itu
streptococcus bovis juga biasanya resisten terhadap eritromisin,tetrasiklin, streptomisin,
penisilin, gentamisin dan levofloksasin.>*®

Kekebalan terhadap antibiotik — antibiotik tersebut merupakan cirikhas dari
strepotococcus bovis. Oleh sebab itu sangat wajar jika ternyata pada media MSA tetap
hidup. Menurut Clarrigde'® karakteristik biokimia dan morfologi koloni juga dimiliki
oleh streptococcus bovis dan streptococcus sanguis sehingga dalam uji bakteriologis
ditemukan beberapa galur dari bakteri ini. Menurut Okayama® streptococcus bovis
adalah organisme yang paling sering ditemukan didalam bakteri endokarditis pada flora
usus (10%) dan pada keganasan gastrointestinal. Kelompok ini ditemukan pertama kali
dari karies gigi.’

Streptococcus bovis yang ditemukan dan diisolasi dari karies gigi, bersifat
hemolitik dan mampu bertahan hidup pada pH 5,0. Diantara streptococcus lainnya yang
toleran terhadap asam adalah streptococcus gordini, S. intermedius, S. mitis, S. oralis, S.
salivarius dan S. sanguis.® Sifat kariogenik streptococcus bovis menurut Ruoff juga
karena memiliki antigen Protein meskipun hal ini masih perlu dibuktikan lebih lanjut.’

Streptocooccus ini juga ditemukan berkolonisasi pada fisure gigi dirahang
bawah bergabung dengan streptococcus salivarius dan streptococcus mutans.® Perlu
dikemukakan bahwa toleransi terhadap asam merupakan ciri bakteri kariogenik pada
gigi. Berdasarkan hasil penelitian, streptococcus bovis yang diambil dari karies gigi

yang sudah tentu merupakan lingkungan cukup asam, maka bakteri tersebut tahan



terhadap asam hal ini sama dengan karakteristik streptococcus mutans,”*®> meskipun
toleransi streptococcus mutans terhadap asam yang berada pada plak dan karies gigi
sangat bervariasi.2Oleh sebab itu dapat dikatakan bahwa keberadaan karies tidak identik
dengan keberadaan streptococcus mutans tetapi pada masa sekarang ini ditemukan
keberadaan bakeri lain diantaranya yaitu streptococcus bovis. Hal ini terbukti dengan
ditemukannya streptococcus bovis yang setelah dihomologikan melalui Gen Bank
memiliki homologi yang tinggi yaitu 96 % dan 85%.

Streptococcus bovis mempunyai sifat kariogenik karena memiliki beberapa
protein yang terkarakterisasi dikenal sebagai ekstraselular matrik protein yaitu antara
lain glukan binding protein (protein pengikat glukan) yang menimbulkan agregasi
bakteri pada permukaan gigi maupun gusi.*®Ini menandakan streptococcus bovis juga
sebagai agen penyebab karies gigi.

Hasil yang hanya dua koloni streptococcus bovis diduga karena kegagalan dalam
mengisolasi kromosom dari streptococcus bovis, karena memiliki lapisan peptidoglikan
yang tebal yaitu mencapai 20 — 50 pum yang menyelubungi membran sel,sehingga
menyebabkan sulitnya proses lisis dinding bakteri yang menimbulkan kegagalan untuk
mengisolasi kromosom sel bakteri tersebut. Disamping itu streptococcus bovis diliputi
oleh lapisan glukan tebal hasil fermentasi sukrosa oleh enzim gtf.>**2

Secara molekuler gen gtf memiliki panjang yang sangat bervariasi tergantung
dari hasil homologi setiap spesies bakteri sekitar 400 — 900 pb (NCBI)*'yang ditemukan
disini panjang gtf dari streptococcus bovis yaitu 500 dan 600 pb. Telah dinformasikan
bahwa panjang pita ini dipengaruhi tingkat homologi antara urutan protein gen gtf
sehingga rekombinasi susunan kedua gen ini dapat memiliki panjang yang berbeda —

beda.
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Jarak rata — rata philogenetik gen gtf dan 16S rRNA dihitung dan ditemukan
0,043 dan 0,527. Untuk alasan ini tingkat subtitusi basa dalam gen gtf diamati jauh lebih
tinggi dari yang berada diurutan 16S rRNA. Meskipun jarak philogenetik antara gen gtf
dan gen 16S rRNA adalah 0,00."* Pohon philogenetik juga menunjukan bahwa tingkat
evolusi gen gtf lebih tinggi dibandingkan dengan urutan 16S rRNA dengan demikian
terungkap, bahwa analisis philogenetik dapat mengetahui kekerabatan dan kedekatan
jarak 0,043 dan 0,527 dari bakteri streptococcus bovis yang ditemukan pada karies gigi

anak ini menunjukan adanya evolusi genetik.

Kesimpulan
Dengan analisis pohon philogenetik dapat dideteksi keberadaan streptococcus
bovis pada karies gigi anak dengan didapatkan panjang fragmen streptococcus bovis

500 dan 600 pb serta jarak philogenetik 0,043 dan 0,527.
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