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ABSTRAK

Pendahuluan: Masalah kesehatan gigi merupakan salah satu penyakit yang sering kita
jumpai, salah satunya karies gigi yang dapat berdampak pada kualitas hidup seseorang.
Mikroorganisme kariogenik utama yang berperan dalam pembentukan karies berasal dari
genus Streptococcus, terutama Streptococcus mutans. Terdapat metode untuk mengidenti-
fikasi bakteri patogen secara molekuler, seperti Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR
adalah suatu teknik yang digunakan untuk sintesis dan amplifikasi DNA. Metode ini dapat
memperbanyak target DNA hingga jutaan kali lipat hanya dalam beberapa jam,
menghasilkan sejumlah besar salinan DNA yang dapat digunakan untuk analisis lebih
lanjut.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hasil sekuensing fragmen DNA Strep-
tococcus mutans hasil amplifikasi PCR sampel karies gigi pasien RSGM Universitas Mu-
hammadiyah Semarang.

Metode Penelitian: Jenis penelitian yang digunakan menggunakan deskriptif laboratorik,
yaitu dengan menganalisis sekuens DNA gen glukosiltransferase Streptococcus mutans
pada pasien karies gigi RSGM Universitas Muhammadiyah Semarang. Data penelitian be-
rasal dari data primer hasil identifikasi bakteri, profil gen Gtf Streptococcus mutans dan
data sekunder yang berasal dari rekam medik pasien.

Hasil: Berdasarkan analisis sekuens fragmen DNA hasil amplifikasi PCR, terdeteksi pita
DNA berukuran +£585 bp pada sampel 1 dan 2. Ukuran pita DNA tersebut sesuai dengan
karakteristik gen gtf-B pada Streptococcus mutans.

Kesimpulan: Penelitian ini menyimpulkan bahwa kedua sampel S. mutans yang dianalisis
memiliki tipe gen glukosiltransferase gtf-B.

Kata kunci: Karies, Streptococcus mutans, gen glukosiltransterase, Polymerase Chain Re-
action
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ABSTRACT

Introduction: Dental health problems are one of the most common diseases, one of which
is dental caries, which can impact a person's quality of life. The main cariogenic microor-
ganisms involved in caries is from Streptococcus genus, particularly Streptococcus mutans.
There is a lot molecular methods for identifying pathogenic bacteria, such as Polymerase
Chain Reaction (PCR). PCR is a technique for DNA synthesis and amplification. This
method can multiply target DNA millions of times, producing large numbers of DNA copies
that can be used for further analysis.

Purpose: This study aims to determine the results of Streptococcus mutans DNA fragments
sequence from PCR amplification dental caries from patients at RSGM, Muhammadiyah
University of Semarang.

Method: The descriptive laboratory study, analyzing the DNA sequence of the Streptococ-
cus mutans glucosyltransferase gene in dental caries patients at Muhammadiyah Univer-
sity of Semarang Hospital. The primary data from bacterial identification, Streptococcus
mutans gtf gene profile, secondary data from patient medical records.

Result: Based on the sequence analysis of DNA fragments from PCR amplification, a DNA
band measuring £585 bp was detected in samples 1 and 2. The size of the DNA band cor-
responds to the characteristics of the gtf-B gene in Streptococcus mutans.

Conclusion: This study concluded that both S. mutans samples analyzed had the gtf-B glu-
cosyltransferase gene type.

Keywords : Caries, Streptococcus mutans, glucosyltransferase gen, Polymerase Chain Re-
action
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PENDAHULUAN

Plak adalah lapisan tipis yang
melekat pada permukaan gigi yang
mengandung bakteri. Keberadaannya
berperan dalam meningkatkan risiko
patogenisitas penyakit seperti karies
dan periodontitis, dengan karies gigi
menjadi salah satu penyakit gigi yang
paling umum. Patogen utama yang
berperan dalam proses ini ada-
lah Streptococcus mutans yang biasa
dikenal sebagai bakteri utama
penginisiasi karies. Bakteri ini mem-
iliki kemampuan menempel pada per-
mukaan gigi, membentuk biofilm,
dan secara aktif memfermentasi kar-
bohidrat menjadi asam yang me-
nyebabkan demineralisasi enamel dan

dentin'.

Faktor yang membuat S. mu-
tans sangat virulen adalah produksi
enzim glukosiltransferase (GTF). En-
zim ini berperan dalam sintesis
glukan polisakarida yang tidak larut
maupun yang larut (soluble) yang
memperkuat adhesi bakteri ke per-
mukaan gigi serta memfasilitasi pem-
bentukan biofilm yang tahan terhadap
pengaruh mekanik maupun sistem
imun. Glukosiltransferase, atau salah
satu gen yang mengkode enzim yang
bertanggung jawab untuk sintesis

glukan yang tidak larut dalam air

yang dikenal sebagai IG (insoluble
glukan) merupakan ekspresi dari gen
gtf-B2.

Untuk mengetahui pemahaman
tentang variasi genetik gtf, teknik
molekular yang bisa dilakukan yaitu
dengan Polymerase Chain Reaction
(PCR), PCR merupakan teknik yang
digunakan untuk sintesis dan amplifi-
kasi DNA. Hasil amplifikasi PCR
kemudian dianalisis menggunakan
metode elektroforesis, yang bertujuan
untuk memisahkan dan memigrasikan
fragmen DNA melalui matriks ber-
pori di bawah pengaruh medan listrik.
Teknik elektroforesis dapat
menggunakan berbagai jenis gel, di
antaranya Agarose Gel Electrophore-
sis (AGE) yang sering digunakan
dengan visualisasi menggunakan eth-
idium bromide, serta Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (PAGE) yang
memanfaatkan silver staining untuk
visualisasi. Tujuan utama dari teknik
ini adalah untuk mengevaluasi kuali-
tas DNA hasil PCR?.

Saat ini, berbagai pendekatan bi-
ologi molekuler telah berkembang
dan diterapkan untuk mengidentifi-
kasi bakteri, salah satunya adalah me-
lalui sekuensing gen DNA. Analisis

sekuens DNA menggunakan BLAST



(Basic Local Alignment Search Tool)
merupakan metode penting untuk
membandingkan urutan DNA yang
diperoleh, seperti dari isolat fungi
endofit, dengan urutan yang telah ter-
catat dalam database NCBI (National
Center for Biotechnology Infor-
mation). Data sekuensing yang
dihasilkan berupa urutan basa nitro-
gen heterosiklik yang membentuk un-
taian nukleotida penyusun DNA.
Basa nitrogen tersebut terdiri atas ad-
enin (A), guanin (G), sitosin (C), dan
timin (T). Proses ini memungkinkan
identifikasi kesamaan wurutan dan
menentukan kekerabatan filogenetik
antara sekuens yang dianalisis dengan
sekuens-sekuens yang sudah ada, se-
hingga dapat membantu dalam penen-
tuan spesies atau kelompok tak-

sonomi tertentu®.

METODOLOGI PENELITIAN
Penelitian deskriptif la-
boratorik dengan penelitian dilakukan
pada bulan Februari-April 2025
di  Laboratorium  Mikrobiologi
Fakultas Ilmu Keperawatan dan
Kesehatan Universitas Muhammadi-

yah Semarang, dengan sekuensing

DNA di Laboratorium Biomolekuler

Pada penelitian sebelumnya
diketahui Gen gt/-B dari Streptococ-
cus mutans dapat terdeteksi melalui
PCR dengan ukuran amplikon sekitar
585 bp. Temuan ini mendukung
bahwa ukuran pita tersebut merupa-
kan karakteristik spesifik dari Gen
gtf-B, yang berperan penting dalam
virulensi S. mutans melalui sintesis
polisakarida ekstraseluler yang mem-
bantu pembentukan biofilm dan ka-
ries gigi’. Maka dari itu, penulis ter-
tarik untuk melakukan penelitian ten-
tang fragmen DNA pada sampel
pasien karies di salah satu Rumah Sa-
kit Gigi dan Mulut untuk dilakukan
pemeriksaan molekuler PCR dan un-
tuk mengetahui adakah peran gen glu-
kosiltransferase dalam kasus yang tdi-

perani pada S. mutans tersebut.

Fakultas Ilmu Keperawatan dan
Kesehatan Universitas Muhammadi-
yah Semarang.

Sampel yang digunakan di-
peroleh dari plak gigi pasien yang
terdiagnosis karies melalui prosedur
pengambilan sampel secara klinis

menggunakan alat steril. Sampel yang



digunakan dalam penelitian ini diam-
bil dari penelitian sebelumnya yang
telah dilakukan uji mikroskopis, mak-
roskopis, termasuk dengan
pewarnaan Gram maupun secara PCR
dan elektroforesis. DNA yang sudah
diekstraksi dari plak gigi tersebut
akan dianalisis menggunakan
teknologi sekuensing untuk men-
gidentifikasi mikroorganisme pato-
gen. Sampel yang akan digunakan te-
lah melalui perlakuan pada penelitian
sebelumnya sampai tahap hasil akhir
PCR.

Alat yang digunakan adalah
sanger sequencer, next-generation
sequencing (NGS), PCR clean-up sys-
tem (purification kit), elektroporator,
UV  transiluminator, = mikropipet,
freezer -80°C, microwave, chromas /
FinchTV, DNA baser, BLAST
(NCBI), dan MEGA 11 (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis). Ba-
han yang digunakan adalah white tip,
vellow tip, PCR tube, microtube 1,5
mL, marker DNA 100bp, flourovue,
tris EDTA (TE), TBE 50x, agarose,
dan aquadest.

Penelitian dimulai dengan
tahap awal analisis DNA, yaitu
ekstraksi DNA. Isolasi DNA yang

digunakan pada penelitian ini adalah

menggunakan metode Phenol Chlo-
roform Isoamyl Alkohol (PCIA).
Metode ini merupakan metode
ekstraksi fase cair. Proses lisis dil-
akukan dengan melakukan penamba-
han detergen Sodium Dedocy! Sulfate
(SDS) dan Proteinase-K. Adapun
proses lisis sel dilakukan dalam laru-
tan buffer EDTA yang berfungsi da-
lam mencegah kerusakan DNA dan
mempertahankan pH dalam keadaan

normal®.

Selanjutnya dilakukan dengan
teknik amplifikasi nukleotida melalui
proses enzimatik yang dilakukan
secara in vitro yang disebut PCR, sa-
lah satu faktor penting dalam keber-
hasilan PCR adalah pemilihan suhu
yang tepat pada setiap tahap pros-
esnya, mulai dari denaturasi, anneal-
ing, hingga ekstensi. Pada sampel ini
amplifikasi dilakukan pada suhu an-
nealing 58°C’. Proses elektroforesis
menggunakan gel agarosa 2% dengan
menggunakan hasil amplifikasi yang
telah didapatkan melalui PCR. Laju
migrasi DNA dipengaruhi oleh kon-
sentrasi gel agarose pada proses el-
ektroforesis, konsentrasi ini akan
menentukan besarnya pori-pori gel
yang akan memisahkan-misahkan

DNA. Semakin rendah konsentrasi



agarose maka matriks gel akan se-
makin kecil dan fragmen DNA dapat
dipisah semakin jauh berdasarkan
ukurannya®.

Sekuensing dilakukan setelah
amplifikasi didapatkan dan dilakukan
identifikasi. Hasil sekuensing berupa
urutan pasang basa nukleotida
disajikan dalam format ABI (Applied
Biosystems Format) file, sedangkan
untuk urutan DNA contig terbentuk
melalui hasil pensejajaran antara pri-
mer forward dan reverse yang disebut

dengan sekuens consensus’.

HASIL DAN PEMBAHASAN
HASIL

Pada penelitian ini visualisasi
hasil amplifikasi dilakukan 2 tahap,
pertama dilakukan visualisasi untuk
menentukan kualitas sampel yang
akan digunakan. Sedangkan visuali-
sasi kedua bertujuan untuk identifi-

kasi gen gtf pada sampel yang dipilih.

DNA yang berasal dari dua
sekuens pendek akan menunjukkan
kecocokan (match) antar kedua sek-
uens yang ditandai dengan adanya
tanda hubung (| ). Adapun ketidakco-
cokan dalam proses alignment ini
dapat disebut dengan adanya
kemungkinan terjadinya mutasi /
alignment yang tidak sempurna
dengan ditandai tidak adanya garis
hubung, sedangkan adanya
kekosongan pada gaps yang ditandai
dengan simbol (-) dapat diartikan

adanya proses insersi ataupun delesi

yang terjadi'’.

Berikut merupakan visualisasi hasil

amplikasi penentuan kualitas sampel :



Gambar 1. Hasil amplifikasi S.mutans (a), Gen gtf-B (b), Gen gtf-C (c)

M mip MiH DIP DIH D2P D2H

M MIP MIHDIP DIH D2P D2H

M MIP MIH DIP DIH D2P D2H

Berdasarkan hasil amplifikasi
S.mutans, Gen gtf-B, Gen gtf-C diatas
maka dapat disimpulkan bahwa pada
S.mutans dengan siklus PCR meliputi
annealing 55°C selama 1 menit
menunjukkan hasil yang paling bagus
dengan pita DNA yang tebal pada
D2P dan D2H. Sedangkan pada hasil
amplifikasi Gen g#f-B dan g#f-C
dengan siklus PCR meliputi Anneal-
ing 50°C selama 1 menit pada Gen

gtf~C dan 58°C selama 1 menit pada

gtf-B, didapatkan hasil paling bagus
pada Gen gt#f-B, yaitu ditunjukkan
dengan terbentuknya pita DNA yang
jelas pada M1H dan D2H.

Setelah diketahui hasil ampli-
fikasi dari keduanya, maka selanjut-
nya akan dilakukan amplifikasi lebih
lanjut pada S.mutans dengan Gen gtf-
B yang divisualisasikan
menggunakan alat UV transillumina-

tor, terlihat pada gambar 2 dibawah

ni :

Gambar 2. Hasil Elektroforesis pada S. mutans (1, 2) dan Gen gtf B (3, 4)

S. mutans S, mutans

MIH

D2H



249511
100bp

Berdasarkan Gambar 2 diatas
diketahui pada sampel S. mu-
tans yang dikodekan oleh sampel 1
dan 2 terlihat memiliki pita DNA
yang sejajar satu sama lainnya, na-
mun tidak sejajar dengan sampel Gen
gtf-B yang dikodekan dengan sampel
3 dan 4. Pita DNA pada sampel 1 dan
2 diketahui berada pada 600 bp, se-
dangkan untuk sampel 3 dan 4
diketahui berada pada 1000 bp. Pada
hasil tersebut juga terlihat, pita DNA
memiliki ketebalan yang berbeda an-

tar sampel-nya. Perbedaan hasil pita

PEMBAHASAN
Pada Gambar 2 hasil amplifi-

kasi pada sampel S.mutans dan Gen

Gen gtfB  Gen gtfB

MIH D2H M

1000 s—

DNA yang diperoleh dapat dikare-
nakan konsentrasi DNA femplate
yang digunakan berbeda pada tiap
sampel-nya'l.

Sekuensing dilakukan setelah
amplifikasi didapatkan dan dilakukan
identifikasi. Hasil analisis sekuens se-
lanjutnya disejajarkan untuk
mendapatkan gen S. mutans dan Gen
gtf-B pada database NCBI Gene Bank
dan dilacak kesamaan terhadap sek-
uens S. mutans dan Gen gtf-B milik
DNA yang lain pada menggunakan

program Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST)

gtf-B dapat diketahui berat molekul
yang dimiliki tiap sampel dengan

melakukan pengukuran



menggunakan software gel analyzer.
Dapat diketahui pada sampel 1 S.mu-
tans D2P memiliki berat molekul
sebesar 590 kDa, sampel 2 S.mutans
D2H memiliki berat molekul sebesar
597 kDa. Hasil berat molekul yang
didapatkan tersebut diketahui berbeda
dengan literatur terkait. Adapun berat
molekul yang dimiliki oleh beberapa
fragmen S.mutans didasarkan pada
literatur terkait adalah berkisar antara
14 — 129 kDa'?. Pada sampel 3 M1H
dan 4 D2H Gen gtf-B memiliki berat
molekul yang sama yaitu sebesar
1163 kDa. Hasil berat molekul yang
didapatkan pada sampel M1H dan D2
H Gen gtf-B diketahui pula berbeda
dengan literatur terkait. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Zhang
et al (2022), diketahui bahwa berat
molekul gen glukosiltransferase B
yang diisolasi dari S.mutans memiliki
berat sebesar 166 kDa. Perbedaan be-
rat molekul yang diperoleh pada
keempat sampel tersebut dapat
dikarenakan karena perbedaan jenis
molekul yang diukur. Adapun tidak
ada berat S.mutans yang tunggal un-
tuk keseluruhan, berat molekul terse-
but akan bergantung pada beberapa

hal seperti strain dan jenis molekul'?.

Selain itu, hasil amplifikasi
pada sampel S.mutans dan Gen gtf~-B
pada Gambar 4.2 dapat dilihat bahwa
pada sampel 1 dan 2 S.mutans pita
DNA menunjukkan pada 585 bp. Se-
hingga dapat disimpulkan bahwa
jenis Gen gtf yang dimiliki oleh sam-
pel 1 dan 2 S.mutans adalah Gen gtf-
B. Hal ini sesuai dengan penelitian
oleh Ambarawati et al (2020) yang
menyatakan bahwa Gen g#f-B dari
Streptococcus mutans dapat
terdeteksi melalui PCR dengan uku-
ran amplikon sekitar 585 bp. Dalam
penelitian tersebut, dari 19 isolat S.
mutans yang diperoleh dari plak gigi
anak dengan karies, tiga di antaranya
menunjukkan hasil positif terhadap
Gen gtf-B, yang ditandai dengan mun-
culnya pita DNA pada posisi 585 bp.
Temuan ini mendukung bahwa uku-
ran pita tersebut merupakan karakter-
istik spesifik dari Gen gtf-B, yang ber-
peran penting dalam virulensi S. mu-
tans melalui sintesis polisakarida
ekstraseluler yang membantu pem-
bentukan biofilm dan karies gigi.

Selanjutnya, hasil PCR DNA
dengan kode sampel 1, 2, 3, dan 4
akan dikirimkan ke PT. Genetika Sci-
ence Indonesia untuk dilakukan

proses sekuensing atau identifikasi



molekuler. Hasil sekuensing yang
didapat tersebut kemudian akan dil-
akukan allignment dan dianalisa
dengan  menggunakan  software
MEGA XI, kemudian dilanjutkan
dengan mencocokan pada data di

Gene Bank melalui

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. Hasil

analisis BLAST akan menunjukan
hasil informasi berupa Score, Query
Coverage, E- Value, dan Maximum
identity™.

Hasil dari sekuensing yang te-
lah dilakukan dapat diketahui adanya
beberapa sampel yang mengalami
mutasi gen sehingga mengakibatkan
terjadinya perubahan pada kode ge-
netik. Pada dasarnya, mutasi merupa-
kan perubahan materi genetik suatu
sel yang diwariskan kepada keturun-
annya. Mutasi dapat terjadi ka-
rena kesalahan replikasi materi ge-
netika selama pembelahan sel oleh ra-
diasi, bahan kimia (mutagen), atau vi-
rus, atau dapat terjadi selama proses
meiosis'>. Adapun yang terjadi pada
sampel 1, 2, 3,dan 4 adalah mutasi
substitusi yang merupakan pergantian
basa nitrogen. Mutasi substitusi ini
diklasifikasikan menjadi 2 jenis ber-
dasarkan basa nitrogen yang diganti

yaitu transisi dan transversi. Transisi

merupakan pergantian adenin dengan
guanin atau timin dengan sitosin dan
transversi merupakan pergantian ad-
enin dan guanin dengan sitosin dan ti-

min atau sebaliknya!®.

SIMPULAN DAN SARAN
SIMPULAN

Berdasarkan uraian hasil
penelitian di atas, hasil amplifikasi
PCR menunjukkan terdeteksi pita
DNA berukuran £585 bp pada sampel
1 dan 2. Ukuran pita DNA tersebut
sesuai dengan karakteristik gen gtf-B
pada Streptococcus mutans, se-
bagaimana dilaporkan pada penelitian
sebelumnya’. Kesimpulan yang dapat
ditarik dari hasil sekuensing men-
gonfirmasi bahwa kedua sampel S.
mutans yang dianalisis memiliki tipe

gen glukosiltransferase gtf-B.

SARAN

Untuk penelitian selanjutnya,
saran yang dapat diajukan adalah dil-
akukan optimasi PCR, khususnya da-
lam penentuan suhu annealing yang
sesuai, agar amplifikasi DNA gen
glukosiltransferase dapat berjalan
lebih spesifik dan efisien. Hasil am-

plifikasi yang kurang akurat akan me-


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

mengaruhi keandalan hasil sekuens-
ing, salah satunya dipengaruhi pent-
ing oleh suhu annealing yang tidak

optimal.
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