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ABSTRACT

Feriodontal disease is a destructive inflamation disease which causes damage in periodontium, and usually relates to chronic
wectious disease in oral cavity. Saliva is source of nutrients for bacteria so that it may form colonies in subgingival area. The purpose
SFihis study was to determine difference number of anaerobic bacteria colonies based on the colony color and most dominarnt color
&F anaerobic bacteria colony in saliva of patients with periodontal disease. The study was a descriptive analytic—cross sectional.
The saliva samples were taken from 12 ppatients of gingivitis and 12 patients of chronic periodontitis. Saliva samples were taken by
Sodting on drugs pot, 1 ml sample was moved in to test tube containing PBS and vibrated with centrifuge for 30 second, dilution
pedformed 5 times with sterile aquadest. Bacteria were inoculated in TSA containing 5% sheep blood, then incubated for 14 days in
==cycator. This study found black, grey, yellow and white colonies. Amount of black pigmented colonies on gingivitis and chronic
‘S=sodontitis group had significant differences (p<0,05). The most dominant bacteria colony color in saliva of gingivitis patients was
&'y and the most dominant color in saliva of chronic periodontitis was black.

®=y words: Anaerobic bacteria, chronic periodontitis, colony color of bacteria, gingivitis, saliva

ABSTRAK

Penyakit periodontal adalah suatu penyakit inflamasi destruktif yang menyebabkan kerusakan pada daerah jaringan periodontal,
=0 biasanya berkaitan langsung dengan penyakit infeksi kronis pada daerah rongga mulut. Saliva merupakan sumber nutrisi
‘520 bakteri sehingga dapat membentuk sebuah koloni bakteri pada daerah subgingiva. Tujuan dari penelitian ini untuk dapat
‘menentukan warna koloni bakteri yang dominan pada saliva pasien dengan penyakit periodontal dan mengetahui perbedaan jumiah
W=ioni bakteri anaerob berdasarkan warna koloninya. Jenis penelitian ini adalah analitik deskriptif dengan teknik pengambilan
=l cross-sectional. Sampel pada penelitian ini adalah saliva dari 12 subjek gingivitis dan 12 subjek periodontitis kronis.
2ambilan sampel saliva dengan cara meludah pada pot obat, 1 ml sampel saliva dipindahkan ke dalam tabung reaksi berisi
®SS dan digetarkan dengan centrifuge selama 30 detik, pengenceran dilakukan sebanyak 5 kali dengan larutan aquades steril,
asi bakteri pada media TSA dengan 5% darah domba, lalu inkubasi selama 14 hari dalam desikator. Penelitian ini menemukan
@ koloni hitam, abu-abu, kuning, dan putih. jumiah warna koloni hitam pada kelompok gingivitis dan periodontitis kronis
jukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05). Warna koloni bakteri yang dominan pada saliva pasien gingivitis adalah warna
sedangkan pada saliva pasien periodontitis kronis warna yang dominan adalah warna hitam.

kunci: Bakteri anaerob, gingivitis, periodontitis kronis, saliva, warna koloni bakteri

=pondensi: Peni Pujiastuti, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember. Alamat: JI. Kalimantan 37 Jember 68121, Indonesia.
=" peni_puji@yahoo.co.id

ULUAN negatif yang berada pada rongga mulut yang

Penyakit periodontal adalah suatu penyakit
masi destruktif yang menyebabkan kerusakan
22 daerah gingiva dan periodontal gigi, dan
—= berkaitan langsung dengan penyakit

i kronis yang berada pada daerah rongga

& Inisiasi awal penyakit periodontal ini
a berkaitan erat dengan bakteri Gram-

berhubungan dengan organisme patogen yang
lain sehingga terbentuk biofilm, kehadiran bakteri
ini akan memicu datangnya sel-sel inflamasi di
sekitar area tersebut.

Gingivitis adalah suatu inflamasi pada daerah
gingiva yang terjadi akibat penumpukan bakteri
pada plak daerah sub maupun supra gingiva.



Organisme tersebut dapat mensintesis produk
seperti kolagenase, hialuronidase, protease, dan
endotoksin yang dapat menyebabkan kerusakan
pada daerah epitelial dan sel-sel jaringan ikat.
Kerusakan yang terjadi pada gingivitis dapat
diperparah oleh faktor lokal, faktor sistemik,
penggunaan obat, malnutrisi dan merokok.2

Periodontitis didefinisikan sebagai penyakit
inflamasi jaringan pendukung gigi yang
disebabkan oleh mikroorganisme sehingga
terjadi kerusakan progresif ligamen periodontal
dan tulang alveolar dengan pembentukan poket
periodontal, resesi gingiva, atau keduanya.3 Koloni
bakteri tumbuhnya berawal dari sebuah sel yang
berkembang hingga jutaan sel. Koloni bakteri
akan memiliki bentuk karakteristik yang berbeda-
beda baik dari bentuk, ketinggian, margin, ukuran,
warna, dan konsistensi. Pengamatan sering
dilakukan dengan pengamatan langsung tanpa
bantuan mikroskop.*

Saliva berasal dari sekresi kelenjar ludah
dan 99% kandungan utama saliva adalah air,
tetapi juga mengandung elektrolit dan protein.
Kandungan bahan organik pada saliva yang
terbesar adalah protein musin dan glikoprotein
musin. Terdapat dua macam glikoprotein musin
pada saliva yaitu MG1 dan MG2 yang berfungsi
sebagai pelumas dan anti mikroba rongga mulut.
Musin tipe MG1 dapat melekat erat pada enamel
dan berfungsi sebgai penghambat perlekatan
bakteri dengan gigi. Berbeda dengan musin tipe
MG2, karena kandungan glikoproteinnya lebih
sedikit sehingga ikatan MG2 dengan enamel
menjadi lebih rapuh. Hal ini dimanfaatkan bakteri
untuk melekat pada gigi dan menyerap nutrisi
yang berada pada saliva untuk pertumbuhan
dari bakteri tersebut secara cepat dan terus
menerus.® Bakteri yang telah melekat akan
membentuk biofilm melalui proses yang dinamis
dan menyebabkan penumpukan pada jaringan
keras pada rongga mulut, kemudian berbagai
jenis bakteri bergabung ke dalam biofilm ini.6

Penelitian mengenai identifikasi warna
koloni bakteri anaerob pada penyakit periodontal
di Indonesia masih belum ada. Oleh karena

itu, penelitian ini sangat diperlukan dan dapat

dijadikan sebagai penelitian pendahuluan yang
berguna untuk identifikasi awal spesies bakteri
penyebab penyakit periodontal pada masyarakat
di Indonesia. Berdasarkan uraian di atas maka
peneliti ingin mengetahui warna koloni bakteri
anaerob pada saliva pasien dengan penyakit
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periodontal sehingga dapat membantu dalam
menentukan terapi penyakit periodontal secara
lebih tepat.

METODE PENELITIAN

Penelitian diawali dengan membuat perijinan
laikan penelitian atau ethical clearance dari
Komisi Etik Penelitian Kedokteran dan Kesehatan
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah
Mada. Jenis penelitian ini adalah deskriptif analitik
dengan pengambilan data secara cros-sectional.
Penelitian ini dilaksanakan di bagian Biomedik
Laboratorium Mikrobiologi Fakutas Kedokteran
Gigi Universitas Jember pada bulan Oktober-
November 2013. Jumiah subjek pada penelitian
ini adalah 24 subjek, 12 subjek gingivitis dan 12
subjek peridontitis kronis.

Subjek penelitian yang layak (eligible) harus
memenuhi kriteria dan diminta untuk mengisi dan
menyetujui informed consent. Untuk kriterianya,
masing-masing subjek berusia 25-55 tahun dan
gigi yang tersisa 20 gigi. Pada subjek gingivitis
dengan skor periodontal indeks (Pl) 0,3-0,9
terdapat inflamasi pada gingiva dan kedalaman
probing = 3 mm. Sedangkan pada subjek
periodontitis kronis dengan skor periodontal
indeks (PI) 1,6-5,0 mempunyai kedalaman probing
> 3 mm dan adanya resorbsi tulang alveolar.
Kriteria eksklusi, yakni merokok, mempunyai
penyakit sistemik, mengkonsumsi obat yang
dapat menimbulkan gangguan metabolisme,
misal obat-obatan untuk diabetes melitus dan
antibiotik 6 bulan terakhir.

Mempersiapkan semua alat termasuk media
TSA dengan 5% darah domba dan media transport
(PBS 3 ml). Subjek diinstruksikan untuk menyikat
gigi terlebih dahulu serta tidak makan dan minum
minimal 60 menit. Subjek penelitian dilakukan
pemeriksaan intraoral, dan mengukur kedalaman
poket. Serta untuk mengetahui adanya resorbsi
tulang alveolar dilakukan pengambilan foto ronsen
periapikal. Pengambilan sampel saliva dilakukan
dengan cara subjek meludah pada pot obat lalu
masukan pada tabung berisi PBS 3 ml. Sampel
digetarkan menggunakan centrifuge (10.000 rpm)
selama 30 detik, kemudian diambil 1 ml untuk
dilakukan pengenceran menggunakan 9 ml
aquades steril sebanyak 5 kali pengenceran, lalu
diinokulasikan pada media TSA dengan 5% darah
domba, pengerjaan semua dilakukan di dalam
laminar flow untuk mencegah kontaminasi, Lalu
inkubasi dalam desikator selama 14 hari setelah
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lakukan identifikasi warna koloni bakteri yang
mbuh.

SIL PENELITIAN
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
Sdapatkan hasil sebagai berikut: (lihat Gambar 1
& 2)

Koloni bakteri yang terdapat pada saliva
gingivitis yang paling dominan terlihat
koloni berwarna abu-abu. Sedangkan
2ada koloni bakteri anaerob pada saliva pasien
)eriodontitis kronis yang dominan adalah koloni
arna hitam. Rata-rata jumlah warna koloni
%20 warna dapat dilihat pada tabel 1 dan diagram

abar 1. Warna koloni bakteri yang ditemukan pada
‘Salva pasien gingivitis, ditemukan warna A = abu-abu,
¥ = kuning dan P = putih.

sambar 2. Warna koloni pada pasien periodontitis
onis, ditemukan warna H = hitam, A = abu-abu dan

® = putih.

batang yang menunjukkan rata-rata tersebut pada
Gambar 3.

Data penelitian ini terlebih dahulu dilakukan
uji normalitas dan homogenitas dengan uji
Kolmogorov-Smirnov. Hasil uji pada warna hitam,
abu-abu, kuning dan putih terdistribusi normal.
Lalu dilanjutkan dengan uji homogenitas dengan
uji Levene. Hasil uji didapatkan warna abu-abu,
kuning, dan putih adalah homogen sedangkan
warna hitam tidak homogen. Sehingga dilanjutkan
dengan uji parametrik menggunakan Independent
T-test untuk warna abu-abu, kuning dan putih,
sedangkan warna hitam menggunakan Mann-
Whitney test.

Hasil analisis menunjukkan bahwa jumlah
koloni warna hitam pada kelompok gingivitis dan
periodontitis kronis menunjukkan perbedaan
yang bermakna karena nilai p = 0,000 (p <
0,05). Sedangkan untuk koloni warna abu-abu p
= 0,13, koloni berwarna kuning p = 0,762, koloni
berwarna putih p = 0,462. Oleh karena p > 0,05
maka koloni bakteri berwarna abu-abu, kuning

Tabel 1. Perbandingan jumlah warna koloni
pada saliva pasien Gingivitis dan
Periodontitis Kronis

X Periodontitis
kronis P
+ SD N + SD N
Hitam 1,50 + 2,84 18 40,75+3181 489 0
Abu-abu 45,33 + 22,12 544 31,75 + 20,76 381 0,13
Kuning 8,16 +8,07 98 258+271 85 076
Putih 3585 8 7b 431 2.58% 21431 1046

X Keterangan: menunjukkan rata-rata warna koloni, N
menunjukkan jumlah keseluruhan warna koloni bakteri
dari tiap kelompok warna, p menunjukkan hasil uji
independent T-test.

% Gingiviti
e X Gingivitis

# Kelompok Gingivitis

# Kelompok Periodontitis

l* kronis

Hitam Abu-abu Kuning Putih

Perbandingan rata-rata juminh
kolani bakteri

Warna koloni

Gambar 3. Diagram batang jumlah rata-rata warna
koloni pada sampel gingivitis dan periodontitis.

Identifikasi Warna Koloni Bakteri Anaerob pada Saliva Pasien
dengan Penyakit Periodontal




dan putih tidak menunjukkan perbedaan yang
bermakna.

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini pada perbedaan warna
diseragamkan untuk bentuk bulat. Hal ini
dimaksudkan karena kelompok bakteri anaerob
yang biasa ditemukan pada penyakit periodontitis
destruktif memiliki warna hitam dan abu-abu
dengan bentukan bulat.”®

Pigmentasi yang dihasilkan dari berbagai
macam koloni memiliki warna yang berbeda-
beda. Hal ini dimungkinkan karena adanya
kemampuan pertumbuhan dari bakteri tersebut
serta hasil metabolisme dari koloni bakteri
tersebut. Pertumbuhan bakteri bergantung kepada
beberapa faktor, antara lain seperti temperatur
udara, oksigen, pH, dan nutrisi yang dibutuhkan
oleh bakteri tersebut untuk bertahan hidup.® Pada
penelitian yang telah dilakukan temperatur udara
yang sesuai dengan pertumbuhan dari bakteri
anaerob berkisar pada suhu ruangan 25-30°C.

Nutrisi diperlukan juga oleh bakteri yang
berasal dari media inokulasi bakteri tersebut,
yakni blood agar. Kandungan dari media tersebut
adalah TSA dengan 5% sheep blood. Komposisi
dari TSA itu sendiri adalah kedelai, agar, kasein,
NaCl, dan mineral dengan kondisi akhir media
pH 7,3 + 0,20 Peranan dari 5% sheep blood
yang terdapat pada media blood agar berfungsi
sebagai nutrisi yang digunakan oleh bakteri
anaerob untuk dapat melakukan kolonisasi antara
lain adalah peptide dan hemin yang terkandung
dalam darah.!

Ketersediaan oksigen berperan penting
dalam pertumbuhan bakteri anaerob pada saat
proses inkubasi. Biasanya pada saat penyimpanan
pada anaerobic jar ditambah dengan memasukan
gas pengatur udara biasanya bisa berupa
ampul, atau sachet yang berisikan dari 80-90%
Nop, 5% Hop, dan 5-10% COp dan juga indikator
anaerobik.'?

Penelitian kali ini menggunakan lilin
sederhana. Hasil kultur media dimasukkan ke
dalam tempat yang tertutup rapat masukan pula
lilin yang menyala, di mana pembakaran lilin akan
mengkonsumsi oksigen. Lilin kemudian akan mati
ketika oksigen di dalam tempat tersebut dalam
konsentrasi yang sangat sedikit sehingga menjadi
area yang cocok untuk pertumbuhan bakteri
anaerob.’

Hasil pengamatan warna koloni bakteri pada
media kultur didapatkan warna hitam, abu-abu,

PROCEEDING

kuning dan putih. Pada penelitian lanjutan dengan
pengecatan Gram pada warna koloni bakteri
tersebut yang dilakukan oleh rekan peneliti lainnya
didapatkan hasil identifikasi bentuk bakteri yang
paling dominan terdapat pada pasien gingivitis
adalah bentuk staphylococcus Gram-positif
sedangkan pada pasien periodontitis kronis
adalah bentuk basil Gram-negatif.

Koloni bakteri yang berwarna hitam yang
diidentifikasi lebih lanjut dengan pewarnaan
Gram didapatkan bentukan basil Gram-negatif
tersebut diduga adalah genus Porphyromonas
di mana genus ini termasuk golongan
asaccharolytic. Mereka berkoloni pada 3-5 hari
pascainokulasi berwarna abu-abu gelap dan
menghasilkan pigmen berwarna hitam setelah
lebih dari 7 hari dikarenakan oleh produk dari
hasil metabolismenya.'4 Pada semua bakteri
jenis asaccharolytic black pigmented bacteria
menghasilkan pigmen berwarna cokelat gelap
kehitaman ketika masa pertumbuhan. Hasil
pigmen berwarna cokelat kehitaman ini diduga
berasal dari penyimpanan hemin sebagai
cadangan makanan dari bakteri berjenis
asaccharolytic.'s

Koloni bakteri berwarna hitam dapat pula
diduga sebagai koloni bakteri genus Prevotella.
Genus Prevotella ini merupakan golongan
saccharolytic (dapat memecah karbohidrat untuk
proses metabolisme), ada jenis yang berpigmen
maupun tidak berpigmen hampir menyerupai
genus Bacteroides, dan biasanya pleomorphic.
Genus ini juga dapat menghasilkan pigmen hitam
pada koloninya ketika dibiakan dalam media
blood agar dan akan mengakibatkan hemolisis.’

Kelompok bakteri berpigmen hitam dalam
perkembangannya di rongga mulut membutuhkan
waktu yang lama untuk mendukung suasana
lingkungan yang optimal, seperti dibutuhkannya
kelompok bakteri yang mampu sebagai jembatan
untuk melekatkan diri dan kebutuhan oksigen
yang sangat rendah untuk mengkondisikan
suasana yang anaerob. Bakteri anaerob Gram-
negatif terus berkolonisasi dan berkoagregasi
dengan faktor-faktor virulensinya, seperti fimbria,
kolagenase, endotoksin dan enzim-enzim lisis
lainnya."

Koloni bakteri berwarna abu-abu yang
diidentifikasi lebih lanjut dengan pewarnaan
Gram didapatkan bentukan basil Gram-negatif
dan staphylococcus Gram-positif, diduga adalah
Aggregatibacter spp., dan Actinobacillus spp.
Kedua koloni ini memiliki ciri-ciri yang hampir sama
yaitu bersifat saccharolytic, fakultatif anaerob,
non-motile, bentuk koloni bulat berdiameter antara
1-2 mm pada blood agar, berwarna abu-abu atau
transparan.'®
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Koloni bakteri berwarna abu-abu dan
berwarna hitam ini merupakan penyebab utama
dari periodontitis kronis di antaranya antara lain
bakteri Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Aggregatibacter (Actinobacillus)
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
and Treponema denticola. Bakteri ini biasanya
ditemukan di daerah poket periodontal dan diduga
menyebabkan kerusakan yang bersifat destruktif.
Karena bakteri pada jenis koloni berwarna
hitam dan abu-abu memiliki kemampuan untuk
melakukan perlekatan kepada inang, mereka
dapat melekat erat pada daerah gigi, restorasi
dan prostetik yang berada pada rongga mulut.?

Proses kolonisasi bakteri ditentukan oleh
kemampuan bakteri melekat pada substrat yang
tersedia. Bakteri jenis Gram-negatif termasuk
organisme asaccharolytic, yaitu suatu organisme
yang tergantung pada nitrogen substrat untuk
energi, dan kolonisasi bakteri ini membutuhkan
hemin sebagai sumber zat besi dan peptida untuk
pertumbuhan. Selain mendapatkan sumber zat
besi dari hemin bisa juga didapatkan zat besi
yang berasal dari nonhemin seperti ferric, ferrous
dan zat besi anorganik lain yang tergabung dalam
lactoferin dan transferrin yang dapat membantu
pembentukan koloni."

Koloni bakteri berwarna kuning yang
diidentifikasi lebih lanjut dengan pewarnaan
Gram didapatkan bentukan basil Gram-negatif
dan staphylococcus Gram-positif. Bakteri
berwarna kuning ini diduga adalah koloni genus
Fusobacterium. Bakteri dari genus ini biasanya
memiliki bentuk batang dapat juga berbentuk
spindle seperti jenis bakteri Fusobacterium
nucleatum. Koloni dari bakteri genus ini biasanya
dapat dikenali dari hasil produk metabolisme yang
menyebabkan mereka menjadi berwarna kuning-
krem, dan akan berubah menjadi kuning kehijauan
jika terekspose sinar ultraviolet” Pada genus
Fusobacterium juga memiliki bentuk macam-
macam, tetapi sebagian besar berdiameter
1-3 mm, bisa terlihat translusen ataupun opak,
bersifat beta-haemolytic.”

Koloni berwarna putih yang diidentifikasi
lebih lanjut dengan pewarnaan Gram didapatkan
bentukan streptococcus Gram-positif yang diduga
mengandung bakteri seperti Streptococcus sp.,
dan Actinomyces spp. Pada koloni bakteri ini yang
biasanya tumbuh sebagai warna koloni putih,
merah muda, jingga atau kuning 8 Streptococcus
dapat diklasifikasikan berdasar pada morfologi

koloni dan hemolisisnya. Sifat hemolisisnya
pada media pertumbuhan blood agar, dapat
dibagi menjadi tiga grup yaitu B-hemolytic yang
dapat menghasilkan warna merah, a-hemoliytic
yang dapat menghasilkan warna hijau dan ada
y-hemolytic yang tidak menghasilkan warna.'®

Bakteri anaerob merupakan kelompok
bakteri yang patogen dalam rongga mulut dan
berhubungan langsung dengan periodontitis’.
Bakteri anerob yang berkaitan dengan periodontitis
biasanya dapat ditemukan berakumulasi pada
plak subgingival yang biasanya merupakan
Gram-negatif berbentuk batang. Dari berbagai
macam bakteri yang terakumulasi pada plak
dapat ditemui Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides spp., Selenomonas Spp. Selain
itu juga ditemukan beberapa bakteri Gram-
positif seperti Peptostreptococcus micros dan
Eubacterium species juga berkaitan dengan
periodontitis kronis.2°

Pertumbuhan bakteri gingivitis biasanya
melalui dari beberapa fase antara lain fase lag,
log, stationary, death, dan long term stationay.?'
Penelitian ini pertumbuhan bakteri yang diamati
dilakukan pada hari ke-14, hal ini didasari oleh
penelitian pendahuluan yang telah saya lakukan
sebelumnya. Pengamatan dilakukan secara
berkala, pada hari ke-2 belum ditemukan bakteri
yang tumbuh pada media, pada hari ke-4 sudah
terjadi pertumbuhan tetapi hanya sedikit dan
berukuran sangat kecil, pada hari ke-6 dan ke-8
sudah terjadi pertumbuhan tetapi masih belum
ditemukan perbedaan dikarenakan warna yang
sama, hari ke-10 sudah terdapat perubahan
warna tetapi dari media masih terlihat warna
merah pada media dan diduga masih dapat
terjadi pertumbuhan, untuk memastikan tidak ada
pertumbuhan yang terbentuk lagi dan perubahan
warna pada bakteri telah terbentuk sempurna
ditunggu hingga hari ke-14 diharapkan sudah
memasuki fase long term stationary. Fase ini terjadi
setelah fase death di mana populasi bakteri yang
terdapat di media tersebut mati hingga 90% dari
total keseluruhan bakteri, sedangkan bakteri yang
masih dapat bertahan hidup menggunakan sisa
metabolisme dari bakteri yang sudah mati dan
sisa-sisa nutrisi pada media yang tersisa.??

Dengan adanya identifikasi warna koloni
bakteri anaerob pada saliva pasien gingivitis
dan peridontitis kronis ini, didapatkan bahwa
penyebab dari perkembangan penyakit

Identifikasi Warna Koloni Bakteri Anaerob pada Saliva Pasien
dengan Penyakit Periodontal




periodontal dari gingivitis ke periodontitis
kronis berasal dari infeksi multibakterial yang
teridentifikasi pada warna koloni hitam, abu-
abu, kuning dan putih. Hasil identifikasi koloni
berwarna abu-abu dan hitam dapat digunakan
sebagai penanda adanya penyakit periodontal
destruktif. Selanjutnya, penelitian awal tentang
warna koloni bakteri anaerob pada saliva pasien
gingivitis dan periodontitis kronis ini dapat
ditindak lanjuti dengan penelitian lanjutan yang
mengidentifikasi bakteri anaerob berdasarkan
fenotip dan genotipnya.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan didapatkan pada saliva penderita
penyakit periodontal didapatkan warna koloni
bakteri yang dominan adalah koloni bakieri
berwarna hitam dan abu-abu. Pada saliva
penderita penyakit periodontal didapatkan
beberapa warna koloni bakteri anaerob yang
tumbuh antara lain hitam, abu-abu, kuning dan
putih.
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