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Abstract

The previous study showed that the accumulation of supragingival calculus in coronary heart disease (CHD) patients
grew faster and higher than that of in non CHD patients. Streptococcus sanguinis is recognized not only for its association
with dental calculus, but also with life-threatening bacterial endocarditis. This preliminary study aimed to identify S.
sanguinis collected from dental plaque and saliva of CHD patients. The dental plaque and saliva samples from 17 CHD
patients were each dispersed onto Mitis Salivarius Agar and incubated in microaerophilic condition. A total of 50
colonies, 35 from dental plaque, 15 from saliva, presumed to be S. sanguinis on the basis of firm, adherent, and star
shaped colony morphology, were selected and confirmed by regrowing each bacteria in nutrient blood agar. Furthermore,
the bacterial chromosomal DNA was extracted and confirmed to be S. Sanguinis by PCR-primers with specific
amplification of intergenic region (475-bp) and reference strain of S. sanguinis ATCC 10556; the genotype diversity was
observed by OPA 2 primers. Four out of 50 isolates (8%), 1 colony from the saliva, and 3 colonies from the dental plaque
confirmed to be S. sanguinis. In conclusion, colony morphology of S. sanguinis is firm, adherent, and star shaped; they
are four genotype diversities of S. sanguinis found in the dental plaque and the saliva of CHD patients.
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Abstrak

Penelitian sebelumnya menunjukkan akumulasi kalkulus supragingiva pada pasien dengan Penyakit Jantung Koroner
(PJK) terbentuk lebih cepat dan lebih banyak dibandingkan pasien non PJK. Streptococcus sanguinis dikenal bukan saja
dalam hubungannya dengan pembentukan karang gigi, tetapi juga dengan endokarditis bakterial yang dapat menimbulkan
kematian. Penelitian awal ini bertujuan untuk mengidentifikasi S.sanguinis yang berasal dari plak gigi dan saliva pasien
PJK. Sampel berasal dari plak gigi dan saliva 17 pasien PJK yang disebar pada plat Agar Mitis Salivarius dan diinkubasi
dalam suasana mikroaerofilik. Total sampel adalah 50,35 berasal plak gigi, 15 dari saliva, yang diasumsikan sebagai S.
sanguinis atas dasar morfologi koloninya yang jelas, lekat, berbentuk bintang, diambil dan dikonfirmasi dengan cara
menumbuhkan setiap koloni kedalam agar darah bernutrisi. Bacterial chromosomal DNA diekstraksi dan dikonformasi
sebagai S. sanguinis dengan menggunakan primer PCR amplifikasi spesifik regio intergenik (475-bp) dan strain standard
S. sanguinis ATCC 10556. Diversiti genotip diobservasi menggunakan primer OPA2. Didapatkan 4 dari 50 isolat (8%), 1
koloni dari saliva, dan 3 koloni dari plak gigi dikonformasi sebagai S. sanguinis. Sebagai kesimpulan, morfologi koloni S.
sanguinis jelas, lekat, berbentuk bintang, didapatkan 4 keragaman genotip S. sanguinis di dalam plak gigi dan saliva
pasien PJK.

Kata kunci: Streptococcus sanguinis, morfologi koloni, jantung koroner
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PENDAHULUAN

Penyakit jantung koroner (PJK) adalah penyakit
jantung yang disebabkan oleh aterosklerosis atau
obstruksi arteri koroner oleh plak ateromateus.
Infark miokardial sebagai urutan pertama penyebab
kematian, umumnya disebabkan oleh penyakit
jantung koroner.?

Streptococcus sanguinis adalah salah satu mikro-
organisme yang umum ditemukan dalam rongga
mulut, dan diketahui sebagai komponen utama plak
0igi, yaitu deposit lunak pada permukaan gigi yang
berasal dari glikoprotein saliva yang telah ditumbuhi
berbagai macam mikroorganisme, dan oleh para ahli
telah ditetapkan sebagai penyebab utama penyakit
jaringan penyangga gigi, atau penyakit perodontal.>*
Streptococcus sanguinis melalui kolonisasinya pada
permukaan gigi dianggap mempunyai kemampuan
agregasi yang tinggi dengan bakteri lain, sehingga
mempunyai peranan penting dalam proses maturasi
plak pada permukaan gigi, juga proses kalsifikasi
plak menjadi kalkulus atau karang gigi. Selain itu,
Streptococcus sanguinis banyak dikaitkan dengan
kelainan jantung.>® Penelitian Kemal dan kawan
kawan pada penderita Diabetes mellitus tipe Il
membuktikan bahwa akumulasi kalkulus supra-
gingiva pada daerah lingual regio anterior bawah
pada penderita penyakit jantung koroner (PJK) lebih
tinggi dibandingkan non PJK.” Sejumlah peneliti
mendapatkan kasus endokarditis pada pasien pasien
dengan S. sanguinis yang resisten terhadap penisi-
lin®, kelompok peneliti lain mendapatkan S. sangui-
nis sering ditemukan pada isolasi yang berasal dari
pasien pasien endokarditis.>'® Pada beberapa pe-
nelitian yang membandingkan jumlah S. sanguinis
pada penderita PJK dan non PJK, dibuktikan bahwa
pada penderita PJK jumlah S. sanguinis didalam
plak dan saliva lebih tinggi dibandingkan dengan
pada non PJK.**? Beberapa penelitian pada hewan
coba membuktikan bahwa S. sanguinis dapat
menyebabkan agregasi platelet®®, dan kalsifikasi
aorta,!

Di Indonesia pada saat ini, penelitian mengenai S.
sanguinis tidak sebanyak penelitian mngenai S.
mutans. Penelitian lebih lanjut mengenai S. sangu-
inis perlu dilakukan karena besarnya peranan S.sa-
nguinis pada penyakit periodontal maupun hu-
bungannya dengan penyakit sistemik. Sebagai pe-
nelitian awal, penelitian ini bertujuan untuk meng-
analisis morfologi koloni dan keragaman genotip
Streptococcus sanguinis yang berasal dari plak gigi
dan saliva penderita penyakit jantung koroner.
Penelitian selanjutnya akan diteliti perbedaan ge-
notip dan karakteristik fenotipnya dengan yang non
PJK. Konformasi S. sanguinis dilakukan dengan
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tehnik PCR berdasarkan gen 16S rDNA dengan
menggunakan probe SSA-2 yang mengacu pada
penelitian Yihong Li dkk. terhadap 200 primer PCR
yang membuktikan bahwa probe SSA-2 merupa-
kan probe DNA yang specific untuk S. sanguinis.”

BAHAN DAN METODE

Subjek penelitian adalah 17 penderita penyakit
jantung koroner di Bagian Jantung RS Cipto
Mangunkusumo Jakarta. Plak pada pemukaan li-
ngual rahang bawah dan saliva diambil sebagai
sampel. Saliva, dan plak dimasukkan ke dalam cair-
an PBS, kemudian masing masing diambil 0,5cc
dan disebar pada biakan agar Mitis salivarius yang
mengandung sukrose 5%, yaitu kadar sukrose yang
sesuai untuk S. sanguinis. Setelah diinkubasi selama
3 hari dalam suasana anaerob, koloni yang sesuai
dengan morfologi koloni S. sanguinis yaitu lekat,
berbentuk bulat dengan inti padat seperti bintang®,
diambil untuk dibuat biakan murni pada Plat Agar
Darah. Caranya dengan mengambil 1 koloni dari
biakan agar Mitis salivarius, dimasukkan kedalam
0,2cc NaCl, diaduk dengan apendorf supaya koloni
terpisah, lalu disebar dalam Plat Agar Darah yang
dibuat dari Standard Nutrient Agar dicampur
dengan darah 5%. Didapatkan 50 koloni, 35 koloni
dari plak gigi, dan 15 koloni dari saliva. Hasil
biakan diekstrak DNA nya dengan Gene Jet Geno-
mic DNA Purification Kit #K0721, #K0722 merk
Fermentas. Kemudian dikonformasi adanya S. sa-
nguinis dengan teknik PCR berdasarkan gen 16S
rDNA dengan menggunakan probe SSA-2 dari
Yihong Li dkk. yaitu F2: GAA GCC ATT TTG
CCT AGA TTG ATG G dan R2: CCA TAC CGA
TTC CTT ACT CTA AAT TT, dengan amplifikasi
spesifik regio intergenik 475-bp™, dan S. sanguinis
standard ATCC 10556. Koloni yang telah ter-
konformasi sebagai S. sanguinis dianalisis mor-
fologinya; sedangkan keragaman genotip dianalisis
dengan mengacu pada profil AP-PCR dari primer
OPA-02.

HASIL

Dari 50 koloni bakteri, yaitu 35 berasal dari plak
gigi dan 15 dari saliva, diduga sebagai S. sanguinis
atas dasar morfologi koloninya, setelah dikonfirmasi
dengan probe SSA-2 dan S. sanguinis standard
ATCC 10556 (Gambar 1), didapat 4 koloni S.sa-
nguinis (8%), yaitu 1 koloni berasal dari saliva, dan
3 koloni dari plak gigi. Keempat koloni menunjuk-
kan morfologi lekat, berbentuk bulat dengan inti
padat seperti bintang (Gambar 3). Dengan pem-
besaran 100x, terlihat tepi koloni tidak teratur,



1693-671X)

Cetak Dentika Dental Journal, Desember 2012 (ISSN:

181

Ed

Kemal: Analisis morfologi koloni dan keragaman genotip streptococcus sanguinis yang berasal dari plak gigi dan saliva 155

demikian juga intinya padat dan tidak teratur;
dan keempat koloni menunjukkan gambaran yang
berbeda-beda (Gambar 4-5) .

Keragaman genotip S. sanguinis dengan primer
OPA-2 didapatkan 4 genotip yang berbeda (Gambar
2.).

Gambar 1. Konfirmasi S. Sanguinis dengan probe SSA-2
pada 475 bp

Gambar 2. Dengan OPA-2 didapatkan 4 keragaman
genotip S. Sanguinis

Gambaran morfologi koloni S. sanguinis yang di-
temukan dapat dilihat pada Gambar 3,4, dan 5:

283N A
S. Sanguinisi plak S. Sanguinisi plak S. Sanguinisi plak
pasien Y pasien Y pasien Y

Gambar 3. S. sanguinis dari plak gigi dalam biakan agar
dengan pembesaran 10x: pasien Y dan M
dalam agar M. Salivarius, pasien R dalam plat
agar darah

.
g

S. Sanguinis plak éSanguinisiplak 7
pasien R pasien M
Gambar 4. S. sanguinis dari plak gigi pasien R dan M
dalam biakan agar M. Salivarius dengan
pembesaran 100x

S. Sanguinisi plak
pasien Y pasien R

S. Sanguinis saliva

Gambar 5. S. sanguinis dari plak gigi pasien R dan saliva
pasien M dalam biakan agar M. Salivarius
dengan pembesaran 100x

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini sebagai biakan awal digunakan
biakan yang spesifik untuk golongan Streptococcus
yaitu biakan agar Mitis salivarius, dengan kandung-
an sukrosa 5%. Streptococcus lain umumnya mem-
butuhkan sukrosa dengan konsentrasi >5%, missal-
nya. S. mutan. Namun dengan konsentrasi sukrosa
5% streptococcus lain masih ada yang tumbuh. Dari
50 koloni yang diekstrak dan dianalisis dengan
probe SSA-2, hanya 4 koloni yang terbukti S. sa-
nguinis (8%), yaitu 1 koloni berasal dari saliva, dan
3 koloni dari plak gigi. Bila digunakan perbenihan
yang lebih spesifik untuk S. sanguinis, diharapkan
akan didapatkan S. sanguinis dengan persentase
yang lebih besar sehingga analisis mengenai ke-
ragaman genotip dan kharakteristik fenotip S. sa-
nguinis lebih mudah dilakukan. Perlu dilakukan pe-
nelitian lebih lanjut untuk mendapatkan perbenihan
yang lebih spesifik untuk S. sanguinis.

Dengan pembesaran 10x keempat koloni. S. sa-
nguinis menunjukkan morfologi yang hampir sama,
yaitu lekat, berbentuk bulat dengan inti padat seperti
bintang. Dengan pembesaran 100x, tepi koloni ber-
bentuk tidak teatur, demikian juga intinya padat dan
tidak teratur, dan keempatnya menunjukkan mor-
fologi yang berbeda terutama yang berasal dari sa-
liva, bentuk bulatnya tidak sejelas seperti yang ber-
asal dari plak. Perbedaan ini mungkin disebabkan
karena profil genotipnya berbeda.

Sebagai kesimpulan, Morfologi koloni S. Sangui-
nis jelas, lekat, berbentuk bulat dengan inti padat se-
perti bintang. Didapatkan 4 keragaman genotip S.
sanguinis didalam plak gigi dan saliva pasien PJK.

Disarankan untuk dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mendapatkan perbenihan yang lebih spesifik
untuk S. sanguinis, sehingga analisis lebih lanjut
mengenai S. sanguinis lebih mudah dilakukan.
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