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Isolasi dan karakterisasi bakteri kariogenik pada
pasien yang terdiagnosis pulpitis: penelitian
observasional

ABSTRAK

Pendahuluan: Karies gigi adalah hilangnya struktur kimia penyusun gigi yang disebabkan
oleh interaksi kompleks antara mikroorganisme rongga mulut pada plak gigi, diet dan faktor Aost.
Pencegahan karies dapat dilakukan dengan manipulasi bakteri yang diarahkan pada bakteri
kariogenik dominan yang diisolasi dari karies. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengkarakterisasi bakteri kariogenik pada pasien yang terdiagnosis pulpitis. Metode: Jenis
penelitian observasional deskriptif ini dilakukan dengan consecutive sampling. Sampel penelitian
diambil dari karies gigi dengan kedalaman dentin pada lima pasien di Rumah Sakit Gigi dan Mulut
(RSGM) Unsoed yang terdiagnosis pulpitis bulan Desember 2020-Februari 2021 pada saat pandemi
Covid-19. Identifikasi dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada media agar darah, Mannito/
Salt Agar (MSA), dan Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) kemudian dilakukan pengamatan
morfologi, perhitungan koloni bakteri, pewarnaan Gram dan uji-uji biokimia. Hasil: Jenis bakteri
yang dapat diidentifikasi dari karies adalah Staphylococcus aureus (80%), Staphylococcus
intermedius (40%), Coagulase Negative Staphylococcus (60%), Lactobacillus sp (80%) dan
Lactobacillales Gram positif (20%). Simpulan: Isolasi dan karakterisasi bakteri kariogenik dari
sampel karies pada pasien pulpitis didapatkan isolat yang diduga bakteri Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS), Lactobacillus sp dan
Lactobacillales Gram positif. Bakteri yang paling sering ditemukan pada sampel karies gigi adalah
Staphylococcus aureus dan Lactobacillus sp.
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Isolation and characterization of cariogenic bacteria in
patients diagnosed with pulpitis: observational study

ABSTRACT

Introduction: Dental caries is the loss of the chemical structure of the teeth that is caused
by complex interactions between oral microorganisms on dental plaque, diet and host factors.
Caries prevention can be done by manipulation of bacteria directed at the dominant cariogenic
bacteria isolated from carfes. This study aims to isolate and characterize cariogenic bacteria in
patients at the Universitas Jendral Soedirman Dental Hospital. Methods: This descriptive
observational study was conducted with consecutive sampling. Samples were taken from dental
carfes at dentine depth in 5 patients at Universitas Jenderal Soedirman Dental Hospital who were
diagnosed with pulpitis from Desember 2020 until Februari 2021. Identification was done by
growing bacteria on blood agar media, Mannitol Salt Agar (MSA) and Man Rogosa Sharpe Agar
(MRSA) then morphological observations, bacterial colony counting, Gram staining and biochemical
tests were done. Results: The types of bacteria that can be identified from caries are
Staphylococcus aureus (80%), Staphylococcus intermedius (40%), Coagulase Negative
Staphylococcus (60%), Lactobacillus sp. (80%) and Gram positive Lactobacilllales (20%).
Conclusion: Isolation and characterize cariogenic bacteria from dental caries found isolates
suspected to be Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Coagulase Negative
Staphylococcus (CoNS), Lactobacillus sp and Gram positive Lactobacilllales. The bacteria that are
often found in dental caries samples are Staphylococcus aureus and Lactobacillus sp.
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PENDAHULUAN

Karies berasal dari bahasa Latin yang berarti busuk. Karies gigi adalah hilangnya struktur kimia penyusun
gigi yang disebabkan oleh interaksi kompleks antara mikroorganisme rongga mulut pada plak gigi, diet dan
faktor host meliputi faktor sosial, genetik dan respon imun.! Menurut Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun
2018, prevalensi karies gigi secara nasional sebesar 45,5%.2 Prevalensi karies gigi di Provinsi Jawa Tengah
sebesar 43,4%, sedangkan prevalensi karies di kabupaten Banyumas sebesar 45,24%.3

Plak gigi sebagai salah satu faktor penyebab karies gigi, tersusun dari komunitas kompleks populasi bakteri
sebagai mikrokoloni yang terpisah dalam lingkungan beragam secara fisiologis.!* Beragam bakteri yang
ditemukan pada karies gigi antara lain bakteri kokus Gram positif (Streptococcus mutans, S. mitis, S. salivarius,
S. intermediius, Staphylococcus aureus, Atopobium spp, Peptostreptococcus spp., dan Enterococcus faecalis),
bakteri batang Gram positif (Lactobacillus fermentum, L. acidophilus, Actinomyces odontolyticus, A. naeslundli,
A. viscosus, A. israelii, Bifiodobacterium dentium, dan Propionibacterium spp.), bakteri kokus Gram negatif
(Veillonella parvula dan Nesseria spp.) dan bakteri batang Gram negatif (Bacteriodes denticola, B.
melaninogenicus, Fusobacterium necrophorum, F. mortiferum, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogens, Citrobacter freundli, Pseudomonas fluorescence, Haemophilus spp., Prevotella spp.,
dan Leptotrichia spp.) dan jamur (Candida albicans, C. tropicalis dan C. glabrata).!

Beberapa penelitian menemukan bahwa Streptococcus mutans merupakan bakteri kariogenik dominan
yang ditemukan pada karies gigi. Streptococcus mutans mempunyai kemampuan untuk menghasilkan asam
(acidogenic) dan mampu untuk bertahan hidup serta berkembang pada pH rendah (aciduric).'* Streptococcus
mutans dan bakteri mulut asidogenik juga memiliki kemampuan adhesi pada permukaan gigi, memproduksi
polisakarida ekstraseluler yang dapat meningkatkan retensi pada permukaan gigi dan memfasilitasi akumulasi
plak, serta mampu memproduksi asam organik untuk menghasilkan lingkungan asam. Kemampuan
Streptococcus mutans tersebut mampu mempertahankan bakteri Lactobacillus sp baik secara mekanis dengan
adanya polisakarisa ekstraseluler maupun dengan menyediakan lingkungan pH rendah yang disukai
Lactobacillus sp.° Selain itu, Streptococcus mutans membentuk plak gigi dengan bakteri kariogenik lainnya
diantaranya adalah Staphylococcus aureus yang juga merupakan bakteri kokus Gram positif.6 Lingkungan
asam yang dihasilkan oleh bakteri memicu proses demineralisasi pada email dan menginvasi dentin melalui
tubulus dentinalis sehingga menyebabkan terbentuknya lesi karies. Lesi karies yang tidak tertangani pada
akhirnya dapat menyebabkan peradangan pada pulpa sehingga penderita mengalami pulpitis.®

Pencegahan karies dapat dilakukan dengan memanipulasi ekologi bakteri kariogenik agar bakteri tersebut
tidak dapat beradaptasi dan mengurangi kariogenitas odontopatogen. Secara umum, manipulasi bakteri
diarahkan pada bakteri kariogenik dominan yang diisolasi dari karies.* Penelitian mengenai bakteri kariogenik
dominan pada pasien pulpitis masih belum banyak dilakukan. Penelitian ini bertujuan mengisolasi dan
mengkarakterisasi bakteri kariogenik pada pasien yang terdiagnosis pulpitis.

METODE

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian observasional deskriptif untuk mengamati jenis bakteri
yang terdapat dalam karies gigi pasien RSGM Unsoed. Lokasi pengambilan sampel dilakukan di RSGM Unsoed
Purwokerto, sedangkan karakterisasi bakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Jenderal Soedirman.

Populasi dalam penelitian ini adalah pasien yang datang berobat ke Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas
Jenderal Soedirman (RSGM Unsoed), terdiagnosis pulpitis serta menuliskan persetujuan dalam partisipasi
kegiatan tanpa ada paksaan (/nformed consent). Metode pengambilan sampel yaitu consecutive sampling.
Sampel penelitian berupa bakteri diisolasi dari karies gigi pada lima pasien di RSGM Unsoed yang terdiagnosis
pulpitis. Diagnosa pulpitis dibuat oleh dokter gigi berdasarkan tanda dan gejala serta pemeriksaan klinis yaitu
terdapat kavitas pada permukaan oklusal/bukal/lingual/proksimal gigi permanen dengan kedalaman dentin,
sondasi positif, perkusi negatif dan tes vitalitas gigi positif. Kriteria inklusi pasien adalah (1) pasien dengan
diagnosis klinis pulpitis pada gigi permanen, (2) tanpa disertai abses periapikal, (3) belum pernah
mendapatkan perawatan atau restorasi pada gigi tersebut, (4) tidak mendapatkan terapi antibiotik selama
kurang lebih 3 bulan terakhir. Kriteria eksklusi pasien adalah (1) pasien pulpitis pada gigi decidui, (2) gigi telah
mendapatkan perawatan saluran akar atau telah direstorasi (karies sekunder), (3) ada abses periapikal.
Jumlah sampel pada penelitian ini terbatas hanya lima pasien yang masuk dalam kriteria inklusi pasien karena
pada saat dilakukan penelitian jumlah pasien yang datang ke Rumah Sakit Gigi dan Mulut Unsoed sedikit
akibat pandemi Covid-19 yang terjadi pada saat itu.

Pengambilan sampel karies dilakukan dengan tetap mematuhi protokol kesehatan dan pasien telah
melakukan rapid test antigen Covid-19 dan dinyatakan negatif Covid-19. Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini diantaranya ekskavator (Windsor, Pakistan), kaca mulut (Windsor, Pakistan), sonde (Windsor,
Pakistan), pinset (Windsor, Pakistan), microtube (GSBio, China), dan alat-alat yang digunakan dalam isolasi
dan identifikasi bakteri secara mikrobiologi. Bahan-bahan yang digunakan antara lain media transport, media
Mannitol Salt Agar (MSA) (Himeda, Mumbai India), Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck, Darmstadt,
Jerman), media agar darah (Merck, Darmstadt, Jerman), Nutrient Broth (Himeda, Mumbai India ), Man Rogosa
Sharpe Broth (MRSB) (Himeda, Mumbai, India), pewarna Gram, dan media uji biokimia.

Prosedur penelitian ini terbagi dalam beberapa tahap yaitu pengambilan sampel, kultur bakteri, subkultur
bakteri, pewarnaan Gram dan uji biokimia. Sebelum pengambilan sampel, pasien diinstruksikan untuk
menyikat gigi terlebih dahulu dan tidak makan minum selama 1 jam. Sampel diambil dari dasar dan dinding
kavitas menggunakan ekskavator. Pengambilan dilakukan dengan cara menggoreskan ekskavator dari dasar
kavitas ke arah dinding kavitas dengan gerakan satu arah sebanyak 3 kali. Hasil ekskavasi tersebut dimasukkan
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ke dalam media transport (larutan NaCl 0,9% steril) 1 mL pada microtube 1,5 mL. Microtube diberi label sesuai
dengan kode sampel dan disimpan dalam coo/ box. Sampel dibawa ke Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jenderal Soedirman. Sampel yang sudah didapatkan dipindahkan ke tabung reaksi
kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Sampel selanjutnya dilakukan pengenceran 101, Pengenceran
dilakukan dengan menyiapkan tabung reaksi yang berisi larutan NaCl 0,9% sebanyak 9 mL. Sampel dari
microtube diambil sebanyak 1 mL menggunakan mikropipet dimasukkan ke dalam tabung reaksi 1 untuk
didapatkan pengenceran 10! lalu dihomogenkan. Selanjutnya dilakukan kultur bakteri pada media agar darah,
media Mannitol Salt Agar (MSA), dan Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA). Kultur bakteri dilakukan dengan
metode spread plate menggunakan drugalsky.” Bakteri yang ditumbuhkan pada media MSA diinkubasi secara
aerob, sedangkan bakteri yang ditumbuhkan pada media agar darah dan MRSA diinkubasi secara anaerob.
Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil kultur bakteri selanjutnya dilakukan pengamatan
morfologi koloni, perhitungan koloni, pewarnaan Gram dan uji biokimia.

Perhitungan koloni dilakukan dengan mengelompokkan bakteri yang tumbuh pada media agar darah, MSA,
dan MRSA dengan menggunakan Colony Forming Unit (CFU) dengan bantuan colony counter. Hasil yang
didapatkan dituliskan dalam tabel 1, 2, dan 3. Bakteri yang tumbuh pada media agar darah, MSA, MRSA
dilakukan subkultur untuk pemurnian bakteri dengan cara mengambil 1 koloni kemudian ditanam pada
masing-masing medianya dengan metode streak plate . Masing-masing bakteri selanjutnya diberi kode
berdasarkan asal sampel dan media tempat tumbuh (misal S1.D1: Sampel 1 koloni 1 pada media agar darah,
S1.M1: Sampel 1 koloni 1 pada media MSA, dan S1.M1: Sampel 1 koloni 1 pada media MRSA). Bakteri
selanjutnya diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C.

Koloni yang tumbuh pada media agar darah, MSA dan MRSA dilakukan pewarnaan Gram dan pengamatan
morfologi sel di bawah mikroskop. Hasil pewarnaan Gram dituliskan dalam tabel 4, 5, dan 6. Identifikasi
dilanjutkan dengan uji biokimia. bakteri yang tumbuh pada media MSA dilakukan uji katalase, koagulase,
oksidase, fermentasi karbohidrat (glukosa dan mannitol), bakteri yang tumbuh pada media MRSA dilakukan
uji katalase, oksidase, gas CO2 dari glukosa, dan fermentasi karbohidrat (glukosa, laktosa dan mannitol),
bakteri yang tumbuh pada media agar darah dilakukan uji katalase, oksidase, indol, Voges Proskauer (VP),
gas CO2 dari glukosa, koagulase, fermentasi karbohidrat (glukosa, laktosa, sorbitol, mannitol, dan inulin).
Hasil uji biokimia selanjutnya ditulis dalam Tabel 4, 5, dan 6.

Data yang diperoleh secara langsung dari pengamatan dan pengolahan manual di laboratorium dianalisis
secara deskriptif. Hasil penelitian berupa perhitungan koloni, pengamatan morfologi koloni, pewarnaan Gram
dan uji biokimia didistribusikan dalam bentuk tabel. Identifikasi dilakukan dengan membandingkan hasil
penelitian dengan buku Bergey’s Manual Identification.*” Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember
2020-Februari 2021.

HASIL

Hasil pengamatan dan perhitungan koloni bakteri pada media agar darah, MSA, dan MRSA dapat dilihat
pada Tabel 1, 2 dan Tabel 3.

Tabel 1. Perhitungan koloni bakteri pada media agar darah

Kode Bentuk Warna Elevasi Pinggiran Permukaan Jumlah Koloni
Sampel Bakteri
(CFU/mL)
S1.D1 Irreguler putih susu cembung  tidak halus mengkilap 2,60 x 10?
beraturan
S1.D2 Bulat putih transparan  datar rata halus 1,00 x 10*
S1.D3 bulat kecil  putih susu cembung rata halus 1,11 x 10*
S1.D4  bulat putih cembung rata halus 1,03 x 10°
kekuningan
S2.01 Bulat putih susu cembung rata halus 1,72 x 10°
S3.D1 Bulat putih susu cembung rata halus 4,48 x 10*
S3.D2 Bulat putih dikelilingi cembung rata halus 2,71 x 10*
zona kuning
S4.D1 Bulat putih dikelilingi cembung rata halus 5,35 x 10*
zona kuning
54.D2 Bulat putih susu cembung rata halus 1,18 x 10*
S5.01 Bulat putih susu cembung rata halus mengkilap 3,37 x 10*

Keterangan: S1.D1: Sampel 1 koloni 1, S1.D2: Sampel 1 koloni 2, S1.D3: Sampel 1 koloni 3, S1.D4: Sampel 1 koloni 4, S2.D1:
Sampel 2 koloni 1, S3.D1: Sampel 3 koloni 1, S3.D2: Sampel 3 koloni 2, S4.D1: Sampel 1 koloni 1, S4.D2: Sampel 4 koloni 2,
S5.D1 : Sampel 5 koloni 1.(Sumber: Data primer yang diolah, 2020)
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Tabel 1 menunjukkan hasil pengamatan pada media agar darah, jumlah koloni bakteri yang paling banyak
yaitu dengan bentuk bulat, warna putih susu, elevasi cembung, pinggiran rata dan permukaan halus dengan
jumlah bulat 1,72 x 105 CFU/ml dari sampel S2.D1. Jumlah koloni bakteri yang paling sedikit yaitu bentuk
bulat warna putih transparan, elevasi cembung, pinggiran rata dan permukaan halus dengan jumlah 1,00 x
101 CFU/mL dari sampel S1.D2.

Tabel 2. Perhitungan koloni bakteri pada media MSA

Kode Bentuk Warna Elevasi Pinggiran Permukaan Jumlah Koloni Bakteri
Sampel (CFU/mL)
Si.mM1 bulat putih susu cembung Rata halus mengkilap 2,20 x 102

S1.M2 bulat putih kekuningan cembung Rata halus 1,00 x 102
S2.M1 bulat putih susu cembung Rata halus 1,00 x 10*
S3.M1 bulat putih kekuningan cembung Rata halus 7,70 x 102
S3.M2 bulat putih susu cembung Rata halus 2,00 x 10?
S4.M1 bulat putih susu cembung Rata halus 1,34 x 103
S5.M1 bulat putih susu cembung Rata halus 1,60 x 102

Keterangan: S1.M1: Sampel 1 koloni 1; S1.M2: Sampel 1 koloni 2; S2.M1: Sampel 2 koloni 1; S3.M1: Sampel 3 koloni 1;
S3.M2: Sampel 3 koloni 2; S4.M1: Sampel 4 koloni 1; S5.M1: Sampel 5 koloni 1.(Sumber: Data primer yang diolah, 2020)

Berdasarkan Tabel 2 Hasil pengamatan pada media MSA, jumlah koloni bakteri yang paling banyak yaitu
dengan bentuk bulat, warna putih susu, elevasi cembung, pinggiran rata dan permukaan halus dengan jumlah
1,34 x 103 CFU/mL dari sampel S4.M1. Jumlah koloni bakteri yang paling sedikit yaitu bentuk bulat, warna
putih susu, elevasi cembung, pinggiran rata, dan permukaan halus dengan jumlah 1,00 x 101 CFU/mL dari

sampel S2.M1.
Tabel 3. Perhitungan koloni bakteri pada media MRSA
Kode Sampel Bentuk Warna Elevasi Pinggiran Permukaan Jumlah Koloni
Bakteri
(CFU/mL)
Si.L1 Bulat putih krem cembung rata halus 1,64 x 10*
S1.L2 Bulat putih transparan datar rata halus 3,40 x 10*
S2.L1 Bulat putih krem cembung rata halus 3,56 x 103
S3.L1 Bulat putih krem cembung rata halus 3,04 x 103
S3.L2 Bulat putih dikelilingi cembung rata halus 4,85 x 103
putih samar
S4.11 Bulat putih krem cembung rata halus 6,12 x 103
S5.L1 Bulat putih krem cembung rata halus 4,90 x 103

Keterangan: S1.L1 : Sampel 1 koloni 1, S1.L2 : Sampel 1 koloni 2, S2.L1 : Sampel 2 koloni 1, S3.L1 : Sampel 3 koloni 1,
S3.L2 : Sampel 3 koloni 2, S4.L1 : Sampel 4 koloni 1, S5.L1 : Sampel 5 koloni 1
Sumber : Data primer yang diolah, 2020

Tabel 3 menjelaskan hasil pengamatan pada media MRSA, jumlah koloni bakteri yang paling banyak yaitu
dengan bentuk bulat, warna putih transparan, elevasi datar, pinggiran rata dan permukaan halus dengan
jumlah 3,40 x 104 CFU/mL dari sampel S1.L2. Jumlah koloni bakteri yang paling sedikit yaitu bentuk bulat
warna putih krem, elevasi cembung, pinggiran rata dan permukaan halus dengan jumlah 3,04 x 103 CFU/mL
dari sampel S3.L1. Rata-rata jumlah koloni bakteri tiap sampel yaitu 2,22 x 104 CFU/mL.

Hasil pengamatan morfologi sel, pewarnaan Gram dan uji biokimia dapat dilihat pada Tabel 4, tabel 5
dan tabel 6.
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Tabel 4. Hasil pengujian dan identifikasi bakteri pada media agar darah

No Kode Pengujian yang dilakukan Hasil
Sampel Identifikasi
Bentuk Sel Hemolisis Pewarnaan Katalase Oksidase VP Gas CO2dari Indol Koagulase Fermentasi Fermentasi Fermentasi Fermentasi Fermentasi
Gram glukosa Glukosa Laktosa Sorbitol Mannitol Inulin
1 S1.D01 Cocobacili Y Gram positif negatif negatif negatif negatif negatif - positif positif negatif negatif positif Lactobacillus
berantai sp
2 S1.D2 Basil Y Gram positif negatif negatif positif negatif negatif - positif negatif negatif negatif negatif Lactobacillus
berantai sp
3 S1.D3 bulat Y Gram positif positif negatif negatif negatif negatif positif positif negatif negatif positif negatif Staphylococc
bergerombol us
seperti intermedius
anggur
4 S1.D4 bulat Y Gram positif positif positif negatif negatif negatif negatif positif negatif negatif negatif negatif Coagulase
bergerombol Negative
seperti Staphylococc
anggur us (CoNS)
5 S2.D1 bulat Y Gram positif positif negatif positif negatif negatif positif positif negatif positif positif positif Staphylococc
bergerombol us aureus
seperti
anggur
6 S3.D1 bulat B Gram positif positif negatif positif negatif negatif positi positif negatif positif positif positif Staphylococc
bergerombol us aureus
seperti
anggur
7 S3.D2 bulat Y Gram positif positif negatif negatif negatif negatif positif positif negatif positif positif positif Staphylococc
bergerombol us
seperti intermedius
anggur
8 S4.D1 bulat Y Gram positif positif positif positif negatif negatif positif positif positif positif negatif positif Staphylococc
bergerombol us aureus
seperti
anggur
9 S4.D2 bulat Y Gram positif positif negatif positif negatif negatif positif positif positif negatif positif negatif Staphylococc
bergerombol us aureus
seperti
anggur
10 S5.D1 bulat Y Gram positif positif negatif positif Negative negatif positif positif positif positif positif positif Staphylococc
bergerombol us aureus
seperti
anggur

Keterangan: S1.D1 : Sampel 1 koloni 1, S1.D2 : Sampel 1 koloni 2, S1.D3 : Sampel 1 koloni 3, S1.D4 : Sampel 1 koloni 4, S2.D1 : Sampel 2 koloni 1, S3.D1 : Sampel 3 koloni 1, S3.D2 : Sampel 3 koloni 2, S4.D1 : Sampel 1
koloni 1, S4.D2 : Sampel 4 koloni 2, S5.D1 : Sampel 5 koloni 1. (Sumber : Data primer yang diolah, 2020)
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Tabel 5. Hasil pengujian dan Identifikasi pada media MSA
Pengujian yang dilakukan

Kode

Pewarnaan . Voges Proskauer  Fermentasi Fermentasi Fermentasi Hasil Identifikasi
Sampel Bentuk Sel Gram Katalase Oksidase Koagulase (VP) Glukosa Laktosa Mannitol
S1.M1 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif positif negatif positif negatif positif attz’:mgg?uzccus
S1.M2 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif positif lemah negatif positif negatif positif attz?;)gz::uosccus
Coagulase
. " - . . . . . - Negative
S2.M1 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif negatif negatif positif negatif positif Staphylococcus
(CoNS)
Coagulase
S3.M1 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif negatif positif positif negatif positif Negative
' ’ Staphylococcus
(CoNS)
S3.M2 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif positif lemah negatif positif negatif positif i‘?]ttz[r)r:yelg::uosccus
S4.M1 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif positif lemah positif positif negatif positif iltjarglrjlys/lococcus
S5.M1 bulat, bergerombol seperti anggur Gram positif positif negatif positif positif positif negatif positif tharlglrjlglococcus

Keterangan: S1.M1 : Sampel 1 koloni 1, S1.M2 : Sampel 1 koloni 2, S2.M1 : Sampel 2 koloni 1, S3.M1 : Sampel 3 koloni 1, S3.M2 : Sampel 3 koloni 2, S4.M1 : Sampel 4 koloni 1, S5.M1:
Sampel 5 koloni 1. (Sumber : Data primer yang diolah, 2020)

Berdasarkan Tabel 4, terdapat 2 isolat yang diidentifikasi sebagai Lactobacillus sp dengan karakteristik berbentuk cocobasil berantai pada isolat S1.D1 dan berbentuk batang berantai pada isolat S1.D2. Kedua isolat tersebut menunjukkan hasil
positif pada pewarnaan Gram dan fermentasi glukosa, sedangkan menunjukkan hasil negatif pada uji katalase, oksidase, VP dan indol. Dua isolat diantaranya diduga sebagai Staphylococcus intermedius dengan karakteristik berbentuk bulat
bergerombol seperti anggur, hasil pewarnaan Gram positif,uji katalase positif, uji koagulase positif dan uji VP negatif yaitu pada isolat S1.D3 dan S3.D1. Terdapat 5 isolat yang diduga sebagai Staphylococcus aureus dengan karakteristik berbentuk
bulat bergerombol seperti anggur, menunjukkan hasil positif pada pewarnaan Gram, uji katalase, koagulase, VP dan fermentasi mannitol yaitu pada isolat S2.D1, S3.D1, S4.D1, S4.D2 dan S5.D1. Satu isolat diantaranya diduga sebagai Coagulase
Negative Staphylococcus (CoNS) dengan karakteristik berbentuk bulat bergerombol seperti anggur, menunjukkan hasil positif pada pewarnaan Gram dan uji katalase serta menunjukkan hasil negatif pada uji koagulase yaitu pada isolat S1.D4.

Berdasarkan Tabel 5 menunjukkan semua isolat yang ditumbuhkan pada media MSA merupakan Staphylococcus sp. Isolat yang dihasilkan mempunyai karakteristik berbentuk bulat bergerombol seperti anggur, menunjukkan hasil positif pada
pewarnaan Gram dan uji katalase, dan menunjukkan hasil negatif pada uji oksidase. Hasil pengamatan dan pengujian ini sesuai dengan karakteristik bakteri Staphylococcus sp. Terdapat 2 isolat yang diduga sebagai Staphylococcus aureus yaitu
isolat yang menunjukkan hasil positif pada uji koagulase, VP, fermentasi glukosa dan mannitol pada isolat S4.M1 dan S5.M1. Terdapat 3 isolat yang diduga sebagai Staphylococcus intermedius dengan hasil koagulase positif, uji VP negatif,
fermentasi glukosa positif dan fermentasi mannitol positif yaitu pada isolat S1.M1, S1.M2 dan S3.M1. Sedangkan 2 isolat lainnya diduga sebagai Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS) dikarenakan menunjukkan hasil negatif pada uji koagulase
yaitu pada isolat S2.M1 dan S3.M1.
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Tabel 6. Hasil Pengujian dan Identifikasi pada media MRSA

Kode
Sampel

Pengujian yang dilakukan

Bentuk
Sel

Pewarnaan
Gram

Katalase

Oksidase dari

Gas CO: Fermentasi

Glukosa

Pertumbuhan

Glukosa pada 45°C

Fermentasi
Laktosa

Fermentasi
Mannitol

S1.L1

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

positif positif positif

positif

positif

Hasil Identifikasi

Lactobacillus sp

S1.L2

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

negatif positif positif

positif

positif

Lactobacillus sp

S2.L1

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

positif positif positif

positif

positif

Lactobacillus sp

S3.L1

cocobacil
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

positif negatif negatif

negatif

negatif

Lactobacillales
Gram positif.

S3.L.2

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

negatif negatif negatif

negatif

negatif

Lactobacillales
Gram positif.

S4.L1

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

negatif negatif positif

negatif

positif

Lactobacillus sp

S5.L1

batang
rantai
pendek

Gram positif

negatif

negatif

negatif positif positif

positif

positif

Lactobacillus sp

Keterangan: S1.L1 : Sampel 1 koloni 1, S1.L2 : Sampel 1 koloni 2, S2.L1 : Sampel 2 koloni 1, S3.L1 : Sampel 3 koloni 1, S3.L2 : Sampel 3 koloni 2, S4.L1 : Sampel 4 koloni 1, S5.L1:
Sampel 5 koloni 1. (Sumber : Data primer yang diolah, 2020)

Berdasarkan Tabel 6, terdapat 6 isolat bakteri berbentuk batang rantai pendek dan 1 isolat bakteri berbentuk cocobasil rantai pendek dengan hasil pewarnaan Gram positif sehingga 7 isolat bakteri yang tumbuh pada media MRSA dapat
diidentifikasi sebagai bakteri asam laktat/ Lactobacillales Gram positif. Media MRSA merupakan media selektif untuk bakteri asam laktat/ Lactobacillales. Lima isolat bakteri diantaranya diidentifikasi sebagai bakteri Lactobacillus sp dengan
karakteristik berbentuk batang rantai pendek, menunjukkan hasil positif pada pewarnaan Gram, fermentasi glukosa dan mannitol, sedangkan pada uji katalase dan uji oksidase menunjukkan hasil negatif. Lima isolat tersebut adalah isolat S1.L2,

S1.L2, S2.L1, S4.L1 dan S5.L1.
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Tabel 7. Persentase bakteri kariogenik dari karies pada pasien di RSGM
Bakteri n Persentase (%)

Staphylococcus aureus 4 80
Staphylococcus intermedius 2 40
Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS) 3 60
Lactobacillus sp 4 80
Lactobacillales Gram positif 1 20

Berdasarkan Tabel 7, dapat diketahui jenis bakteri yang diidentifikasi dari sampel karies adalah
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS),
Lactobacillus sp. dan Lactobacillales Gram positif. Staphylococcus aureus dan Lactobacillus sp.
menjadi jenis bakteri yang paling sering ditemukan pada penelitian ini yaitu sebanyak 80% atau 4
dari 5 sampel karies yang diambil dari pasien.

PEMBAHASAN

Banyaknya keragaman morfologi koloni yang berhasil dikultur dari karies menunjukkan
keanekaragaman mikroorganisme yang ada di dalam rongga mulut yang kemungkinan besar
berperan dalam terjadinya karies gigi.> Berdasarkan penelitian metagenomik terdapat lebih dari 700
spesies bakteri di dalam rongga mulut, tetapi hanya sebagian kecil yang dapat dikultur secara
konvensional.® Interaksi antara bakteri dalam plak gigi dengan nutrisi (diet karbohidrat), fluoride
dan pH dalam saliva menentukan terbentuknya lesi karies. Pembentukan biofilm pada plak gigi
merupakan faktor penting dalam etiologi karies.*

Bakteri penyebab karies merupakan flora normal rongga mulut yang bersifat komensal dan
pathogen oportunistik. Bakteri tersebut akan menunjukkan patogenitasnya dalam kondisi
lingkungan tertentu. Lingkungan tertentu (misalnya tinggi karbohidrat, aliran saliva rendah)
memicu dominasi local/ Streptococcus mutans dan sering melibatkan Lactobacillus sp diikuti dengan
proses demineralisasi email dan kavitasi. Streptococcus mutans merupakan bakteri yang paling
signifikan sebagai penyebab karies.* Bakteri Streptococcus mutans membentuk plak gigi dengan
bakteri kariogenik lainnya diantaranya adalah bakteri Staphylococcus aureus yang juga merupakan
bakteri kokus Gram positif.6 Untuk itu, manipulasi bakteri pada penelitian ini diarahkan pada bakteri
yang dominan ditemukan pada karies yaitu Streptococcus mutan, Staphylococcus aureus dan
Lactobacillus sp.

Sampel penelitian ini dikultur dalam media agar darah, MSA, dan MRSA. Media agar darah
merupakan salah satu media diperkaya yang memungkinkan pertumbuhan bakteri yang diisolasi
baik tanpa adanya zat-zat penghambat pertumbuhan bakteri.*® Hasil kultur dari media agar darah
didapatkan bakteri Staphylococcus sp., sedangkan Streptococcus sp. tidak ditemukan. Hasil uji
katalase dapat digunakan untuk membedakan bakteri golongan Streptococcus dengan
Staphylococcus.® Uji katalase terhadap isolat bakteri Staphylococcus menunjukkan hasil negatif
atau tidak terbentuknya gelembung yang mengindikasikan bahwa bakteri Staphylococcus tidak
memproduksi enzim katalase sehingga tidak dapat menguraikan H.02 menjadi air dan O.. Uji
koagulase dan fermentasi mannitol merupakan uji yang digunakan untuk membedakan
Staphylococcus aureus dengan Staphylococcus sp yang lain. Hasil uji koagulase pada
Staphylococcus aureus adalah positif yang menunjukkan bahwa Staphylococcus aureus memiliki
enzim koagulase yang dapat menggumpalkan plasma melalui aktivasi prothrombin.!! Berdasarkan
Tabel 5, semua isolat yang ditumbuhkan pada media MSA merupakan Staphylococcus sp. Media
MSA merupakan media selektif yang digunakan untuk isolasi Staphylococcus.® Isolat yang dihasilkan
mempunyai karakteristik berbentuk bulat bergerombol seperti anggur, menunjukkan hasil positif
pada pewarnaan Gram dan uji katalase, dan menunjukkan hasil negatif pada uji oksidase. Hasil
pengamatan dan pengujian ini sesuai dengan karakteristik bakteri Staphylococcus sp.*

Berdasarkan tabel 7, penelitian ini berhasil mengidentifikasi bakteri Staphylococcus aureus
sebanyak 80% dari total sampel. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang
berhasil mengisolasi Staphylococcus aureus dari infeksi gigi tetapi dengan persentase yang
berbeda. Persentase bakteri Staphylococcus aureus pada penelitian sebelumnya yaitu 62,4%.'2
Persentase bakteri Staphylococcus aureus pada penelitian sebelumnya yang mengisolasi
Staphylococcus sp pada rongga mulut yaitu 46,4% dan persentase bakteri Staphylococcus aureus
pada penelitian sebelumnya yang mengisolasi bakteri Staphylococcus aureus pada rongga mulut
dengan infeksi periodontal yaitu 36,6%.%>'* Staphylococcus aureus merupakan flora normal di
dalam rongga mulut dan bersifat oportunistik yang dalam kondisi tertentu dapat berubah menjadi
patogen utama penyebab karies gigi.®

Berdasarkan tabel 7, bakteri genus Staphylococcus lainnya yang teridentifikasi pada penelitian
ini adalah Staphylococcus intermedius. Bakteri ini merupakan bakteri Staphylococcus koagulase
positif seperti halnya Staphylococcus aureus. Persentase bakteri Staphylococcus intermedius cukup
tinggi yaitu 40% dari sampel penderita karies. Hasil ini sedikit berbeda dari penelitian sebelumnya
yang menunjukkan persentase Staphylococcus intermedius baik pada sampel plak gigi maupun
saliva sangat sedikit. Perbedaan persentase Staphylococcus intermedius antara penelitian ini
dengan penelitian sebelumnya oleh Ohara-Nemoto et a#* dikarenakan perbedaan jumlah sampel
yang cukup jauh. Jumlah sampel pada penelitian sebelumnya sebanyak 56, sedangkan jumlah
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sampel pada penelitian ini hanya 5. Sampel yang didapatkan pada penelitian ini cukup sedikit
karena penelitian dilakukan pada masa pandemi Covid-19 sehingga tidak banyak pasien yang
berkunjung ke rumah sakit.

Berdasarkan tabel 7, penelitian ini mengidentifikasi bakteri CONS sebanyak 60% dari total
sampel. Bakteri CONS merupakan bakteri yang dapat ditemukan pada kulit, namun juga dapat
ditemukan pada permukaan mukosa oral, saliva, dan poket periodontal terutama pada pasien
penerima terapi hematopoietic stem cell transplantation.'® Beberapa jenis bakteri CoNS seperti
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, dan Staphylococcus lugdunensis juga
dilaporkan memiliki kaitan dengan masalah kesehatan pada manusia.'’” Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa Staphylococcus epidermidis teridentifikasi pada plak gigi maupun saliva
dengan persentase yang tinggi seperti halnya Staphylococcus aureus. Bakteri CoNS lain yang
teridentifikasi pada penelitian sebelumnya adalah Staphylococcus Iugdunensis, tetapi
persentasenya sangat rendah.!> Spesies bakteri CONS yang didapatkan pada penelitian ini belum
diketahui.

Selain genus Staphylococcus, pada penelitian ini juga ditemukan bakteri asam laktat yaitu
Lactobacillus sp. dan ordo Lactobacillales. Hal ini dapat dilihat pada tabel 6. Pengamatan di bawah
mikroskop menunjukkan bakteri asam laktat berbentuk batang rantai pendek ataupun cocobasil
rantai pendek. Lactobacillus sp diklasifikasikan sebagai bakteri asam laktat karena mampu
mengubah karbohidrat dan substrat gula lainnya menjadi asam laktat dan bertahan dalam
lingkungan dengan pH rendah.>8

Berdasarkan Tabel 7, bakteri Lactobacillus sp berhasil diidentifikasi sebanyak 80%. Hasil
penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang berhasil mengidentifikasi Lactobacillus sp
pada karies gigi anak-anak. Penelitian sebelumnya berhasil mengidentifikasi 5 spesies yaitu L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. casej, L. plantarum dan L. fermentum dari karies gigi anak-anak.'®
Lactobacillus merupakan flora normal dominan di rongga mulut. Lactobacillus mulai muncul di
rongga mulut pada tahun pertama kehidupan seorang anak. Lactobaciflus ditemukan pada saliva,
punggung lidah dan plak gigi dalam jumlah yang tinggi, serta ditemukan di permukaan gigi tetapi
dalam jumlah yang lebih sedikit.'® Bakteri Lactobacillus dianggap sebagai bakteri yang
memperburuk karies gigi pada permukaaan email menjadi karies dentin. Bakteri Lactobacillus sp
menetap pada kavitas yang dalam dan berkorelasi dengan jumlah karbohidrat.*

Lactobacillales merupakan ordo bakteri yang memiliki ciri Gram positif, biasanya tidak
menghasilkan spora, dapat berbentuk batang atau kokus, tahan asam dan dapat menghasilkan
asam laktat dari metabolisme karbohidrat.* Kemampuan ordo bakteri ini dalam menghasilkan asam
laktat menjadikan perubahan pada lingkungan normal rongga mulut menjadi asam. Hal ini
menyebabkan demineralisasi komponen pada gigi.’ Beberapa genus yang termasuk dalam ordo
Lactobacillales adalah Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Sporolactobacillus, Tetragenococcus,
Vagococcus, dan Weissella pada penelitian ini, belum dapat teridentifikasi hingga tingkat genus
(kecuali genus Lactobacillus) maupun spesies. Genus penting Lactobacillales yang berkaitan erat
dengan karies gigi adalah Lactobacillus dan Streptococcus.®® Penelitian ini belum dapat
mengidentifikasi bakteri Streptococcus. Hal ini mungkin dikarenakan pengambilan sampel pada
karies yang dalam atau karies dentin, sedangkan berdasarkan studi kepustakaan Streptococcus
mutans merupakan pencetus atau agen utama pada karies email.! Penelitian sebelumnya
melaporkan bahwa tidak menemukan adanya Streptococcus mutans pada karies anak-anak tetapi
berhasil mengisolasi Streptococcus spesies lainnya yaitu Streptococcus salivarius, Streptococcus
sobrinus, dan Streptococcus parasanguini’ Hasil penelitian lainnya oleh Vieria dkk® juga
menunjukkan bahwa Streptococcus mutans tidak ditemukan pada sampel karies. Penelitian
tersebut mendeteksi mikroorganisme pada pasien anak dengan dan tanpa karies gigi melaporkan
ditemukan bakteri Streptococcus salivarius, Streptococcus infantis, dan Streptococcus parasanguini
tetapi tidak mendeteksi adanya Streptococcus mutans. Perbedaan hasil penelitian ini mungkin
dikarenakan perbedaan metode yang digunakan dan keterbatasan kultur secara konvensional
sehingga mungkin bakteri tersebut ada meskipun tidak terdeteksi

SIMPULAN

Isolasi dan karakterisasi bakteri kariogenik pada pasien pulpitis didapatkan beberapa jenis
bakteri antara lain Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Coagulase Negative
Staphylococcus (CoNS), Lactobacillus sp dan Lactobacilllales Gram positif yang diisolasi dari karies
gigi. Penelitian ini menunjukkan bahwa bakteri yang paling sering ditemukan pada sampel karies
gigi adalah Staphylococcus aureus dan Lactobacillus sp.
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Persetujuan Etik: Penelitian ini dilaksanakan sesuai dengan deklarasi Helsinki, dan telah disetujui oleh Komite
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