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Abstract
Background. Endothelial basal membrane of vasculature is composed mainly by type

IV collagen. This vascular collagen degradation is the most powerful stimulus for platelet
aggregation and thrombosis. This phenomenon is the basic mechanism of the
pathogenesis of atherothrombotic diseases. Streptococcus mutans, the main bacterium
of dental caries can invade easily into blood circulation, and therefore they have chance
to involve in the pathogenesis of vascular destruction and thrombosis. It was assumed
that S. mutans caused vascular destruction due to its potency to induce neutrophil
proteinase activity to degrade type IV collagen. Objective. This study purposed to proof
in vitro that S. mutans could induce and activate neutrophil proteinases leading to
degradation tipe IV collagen. Methods. Collagen degradation was analysed by means
of Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamid Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and
Soluble Biotinylated Assay (SBA). Results. Results showed that S. mutans induced
production and activation of neutrophil proteinases leading to type IV collagen
degradation into six fragments with the molecular weight were 129; 95; 50; 32; 28; 14
kDa. Conclusion. S. mutans induced neutrophil proteinase activity leading to
degradation of type IV collagen. This study might explain one of mechanisms role of S.
mutans in initiation of atherothrombotic diseases.
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Abstrak

Latar belakang. Kolagen tipe IV merupakan kolagen vaskular penyusun utama basal
membran endotelial. Kerusakan kolagen vaskular akan menginduksi agregasi platelet
dan pembentukan trombus vaskular, yang dapat memicu terjadinya penyakit
aterotrombotik. Bakteri karies gigi Streptococcus mutans mudah berinvasi ke sirkulasi
darah dan menginduksi respons inflamasi vaskular yang berpotensi menyebabkan
kerusakan kolagen vaskular. Invasi S. mutans diduga menyebabkan rekrutmen dan
aktivasi netrofil untuk memproduksi proteinase yang menyebabkan kerusakan kolagen
vaskular. Tujuan. Penelitian ini bertujuan membuktikan secara in vitro bahwa S. mutans
menginduksi produksi dan aktivasi proteinase netrofil sehingga menyebabkan degradasi
kolagen tipe IV. Metode. Degradasi kolagen dianalisa dengan metode Sodium Dodecyl!
Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) dan Soluble Biotinylated
Assay (SBA). Hasil. S. mutans mampu menginduksi dan mengaktifkan proteinase
netrofil sehingga menyebabkan degradasi kolagen tipe IV menghasilkan enam jenis
fragmen dengan berat molekul 129; 95; 50; 32; 28; 14 kDa. Kesimpulan. S. mutans
menginduksi aktivitas proteinase netrofil dan menyebabkan degradasi kolagen tipe IV.
Penelitian ini menjelaskan salah satu mekanisme peran S. mutans pada inisiasi penyakit
aterotrombotik.

Kata Kunci: Streptococcus mutans; Kolagen tipe 1V; Netrofil
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Pendahuluan

Degradasi/kerusakan kolagen vaskuler tipe
IV merupakan stimuli terjadinya agregasi platelet
dan pembentukan trombus, yang menjadi tahap
awal patogenesis penyakit aterotrombotik.
Kolagen tipe IV adalah penyusun utama
membran basal endotel yang terletak paling
superfisial terhadap lumen vaskular [1]. Ketika
ada agen injurial dalam darah, kolagen tipe IV
akan terpapar, disusul dengan agregasi platelet
dan pembentukan trombus. Pada pembuluh
arterir yang telah  menyempit karena
aterosklerosis, adanya trombus yang kecil saja
dapat menyebabkan oklusi pembuluh darah,
menghentikan aliran darah serta menyebabkan
iskhemia dan infark pada jaringan/organ tempat
aliran arteri. Bila hal ini terjadi pada arteri yang
mensuplai darah ke organ-organ vital seperti
jantung atau otak dapat mengakibatkan infark
miokardial atau serebral, yang dapat berakibat
pada kematian [1-5].

Bakteri karies gigi Streptococcus mutans,
melalui karies gigi yang dalam, sangat mudah
berinvasi ke dalam sirkulasi darah [6] dan
diduga dapat berperan menyebabkan rusaknya
kolagen vaskular yang memicu trombosis [7,8].
Invasi S. mutans ke sirkulasi darah, diduga
menginduksi respons inflamasi vaskular berupa
rekruitmen serta aktivasi netrofil untuk melawan
S. mutans. Netrofil yang teraktivasi oleh S.
mutans ini akan memproduksi berbagai
proteinase terutama enzim pendegradasi matrik
yakni matrix metalloproteinases (MMPs) yang
menyebabkan degradasi kolagen vaskular diikuti
dengan agregasi platelet dan pembentukan
trombus [9,10]. Penelitian ini  bertujuan
membuktikan secara in vitro peran S. mutans
pada kerusakan kolagen vaskular melalui
mekanisme aktivasi proteinase netrofil.

Metode

Penelitian eksperimental eksploratif in vitro ini
menggunakan desain the post test only. Secara
ringkas prosedur penelitian adalah sebagai
berikut. Suspensi isolat netrofil dipapar dengan
S. mutans, filtrat supernatannya mengandung
proteinase aktif kemudian direaksikan dengan

kolagen tipe IV berlabel biotin dan diinkubasi 18
jam, 37°C, 5% CO, Selanjutnya dilakukan

identifikasi fragmentasi/ degradasi kolagen.
Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang, vyakni di
Laboratorium Biomedik dan Mikrobiologi.

Reagen dan Bahan. S. mutans (wild type)
diperoleh  dari  Laboratorium  Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga.
Tripticase yeast cystein (TYC, Topley House
UK), Brain heart infusion (BHI) medium, Ficoll-
Hypaque gradien (d=1,077) (Sigma); Dextran
500 (Merk); RBC lysing buffer (8,26 g NH,CI +

1,0 g KHCO, + 0,037 g EDTA dalam 1 liter
dH,0). Steptavidin-Avidin HorseRedish

Peroksidase (SA-HRP, Dako), TMB Membran
Peroxidase Substrat (KPL), membran
Nitrocellulose (NC, KPL), Kolagen tipe IV
(Sigma), Biotin-N-Hydroxysucci-nimide Ester
(ICN Biomedicals, Inc), Protein marker high
range molecular weight standart (Bio-Rad).
Hank’s balance salin solution HBSS (Sigma),
darah vena periferal dari donor sehat.

Preparasi kolagen tipe IV berlabel biotin,
modifikasi metode Monnet & Faurel-Laveye [11].
Kolagen tipe IV (5 mg) dilarutkan dalam 2,5 ml
asam asetat 0, 25%, kemudian dilabel dengan
biotin (1:1). dengan cara dicampur dan distirer
4°C, 24 jam, dialisis dalam H,O steril, 24 jam,

4°C, dialisis dalam PBS steril, 24 jam, 4°C.

Isolasi netrofil. Netrofil diisolasi dari darah
vena periferal dengan metode ficol hypaque
centrifugation. Sebanyak enam cc darah
(heparinized whole blood) diencerkan dengan
HBSS (1:3), kemudian dilapiskan pada ficoll
(1:3) dan disentrifuse 30 menit, 1400 rpm, room
temperature (RT). Tahapan ini terbentuk empat
lapisan, lapisan terbawah mengandung netrofil
yang bercampur dengan red blood cell (RBC)
dipisahkan dengan menambahkan dextran (6%)
sampai konsentrasi menjadi 1%, kemudian
dibiarkan selama 1% jam, RT, agar RBC turun.
Supernatan mengandung netrofil diaspirasi,
diencerkan dengan HBSS dan disentrifuse 1700
rom, 10 menit, RT. Pelet netrofii kemudian
divortex, dicuci dua kali, dan bila masih ada
kontaminan RBC, ditambahkan NH,CI lysing

buffer, dan setelah pencucian, pelet netrofil
diresuspensi dalam 500 yl HBSS.
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Induksi S. mutan pada proteinase netrofil.
Streptococcus mutans dikultur dalam medium
BHI dan konsentrasinya disesuaikan menjadi

109 sel per ml. Selanjutnya, 500 ul suspensi. S.
mutans dipaparkan pada 500 ul suspensi netrofil

kemudian diinkubasi 18 jam, 37°C, 5%CO, (2
jam pertama dalam water shaker). Selanjutnya

dilakukan sentrifuse 5000 rpm, 15 menit, 4°C.
Supernatan difilter dengan mikrofilter 0,2 pm
(Sartorius), filtrat mengandung proteinase aktif
(MMPs aktif), siap untuk uji fragmentasi kolagen.

Degradasi kolagen oleh proteinase netrofil
dideteksi dengan SDS-PAGE dan SBA,
modifikasi metode Romanelli dkk [12]. Secara
ringkas 200 yl sampel mengandung proteinase
(MMPs) aktif diinkubasikan pada 200 ul kolagen
tipe IV berlabel biotin selama 18 jam, 37°C,
5%CO,. Reaksi dihentikan dengan penambahan

300 ul reducing sample buffer (RSB) dan
pemanasan 100°C selama 5 menit. Selanjutnya
fragmen kolagen dipisahkan dengan SDS-PAGE
(12,5%) dan ditransfer ke membran NC. Setelah
blocking non-specific binding dengan blotto
Skim milk, membran dicuci dan diinkubasi
dengan SA-HRP 2 jam. Setelah dicuci membran
diinkubasi dengan substrat TMB, stop reaksi
dengan aquades. Fragmen kolagen tampak
sebagai pita berwarna pada membran blot.

Hasil

Respons netrofil terhadap stimuli S. mutans
ditunjukkan oleh kemampuannya mengadesi S.
mutans (Gambar 1). Interaksi fisik antara netrofil
dengan S. mutans menghasilkan interaksi
fungsional berupa produksi dan aktivasi
proteinase netrofil. Gambar 2 menampilkan
profii SDS-PAGE proteinase neutrofil (yang
diinduksi S. Mutans).

Hasil penelitan yang menunjukkan S.
mutans menginduksi produksi proteinase pada
netrofil  ditindak lanjuti dengan menguiji
kemampuan proteinase tersebut pada degradasi
kolagen tipe 1V, yang ditunjukkan dengan
metode SDS-PAGE (Gambar 3). Rasionalisasi
uji ini adalah sebagai berikut: proteinase netrofil

yang aktif (hasil filtrasi supernatan medium
netrofii dan S. mutans) direaksikan dengan
kolagen tipe IV, akibatnya terjadi degradasi
kolagen V. Visualisasi terjadinya degradasi
ditunjukkan oleh perbedaan pola fraksinasi
kolagen tipe IV yang tidak dipapar proteinase
netrofil (kontrol) dengan yang dipapar proteinase
netrofil, pada gel elektroforetik yang dicat
dengan perak nitrat.

Gambar 1. Adesi S. mutans pada netrofil,
menunjukkan respons netrofil
terhadap S.mutans (pengecatan
Giemsa, pembesaran 1000 x).
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Gambar 2. Proteinase netrofii (SDS-PAGE
12,5%, perak nitrat). Kolom 1:
marker; kolom: 2 & 3 proteinase
netrofil (diinduksi S. mutans)
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Gambar 3. Profil SDS PAGE degradasi kolagen
tipe IV oleh proteinase netrofil (gel
12,5 %, perak nitrat). Kolom 1,2:
kolagen tipe IV kontrol (tidak diberi
perlakuan); kolom 3,4: fragmentasi
kolagen tipe IV (diberi perlakuan
proteinase neutrofil yang diaktifkan
S. mutans). kolom: 5. Marker.

Kolagen tipe IV yang tidak direaksikan
dengan proteinase netrofii memiliki pola
fraksinasi yang berbeda dengan yang
direaksikan dengan proteinase netrofil. Gambar
3 pada kolom 1 dan 2 terlihat profil kolagen tipe
IV (kontrol yang tidak dipapar proteinase),
sedangkan kolom 3 dan 4 terlihat fragmentasi
kolagen IV yang menunjukkan terbentuknya
band-band dengan jumlah yang lebih banyak
dengan berat molekul yang lebih kecil dibanding
kolagen kontrol. Namun demikian perlu
dicermati bahwa band-band tersebut bukan
hanya fragmen kolagen IV, tetapi juga berisi
metabolit ekstraseluler (proteinase) netrofil dan
juga dari S. mutans. Jadi analisis dengan SDS-
PAGE belum dapat menentukan secara spesifik
adanya degradasi kolagen IV, oleh karena itu
dilakukan uji lebih lanjut dengan metode SBA.

Hasil uji SBA dapat ditunjukkan degradasi
kolagen IV oleh proteinase netrofil (Gambar 4).
Rasionalisasi uji SBA pada penelitian ini adalah,
fragmen-fragmen kolagen tipe IV berlabel biotin
(yang telah dipisahkan dengan SDS-PAGE dan
dipindahkan ke  membran nitroselulose)
direaksikan dengan enzim SA-HRP yang

mengubah substrat  kromogenik  (TMB)
menghasilkan produk berwarna pada fragmen-
fragmen kolagen berlabel biotin pada membran
NC. Setelah uji SBA nampak hanya beberapa
band, yang merupakan fragmen kolagen hasil
degradasi proteinase netrofil. Fragmen kolagen
IV hasil degradasi proteinase netrofil yang
distimulasi S. mutans adalah 129, 95, 50, 32,
28, 14 kDa.
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Gambar 4. Fragmen kolagen tipe IV hasil
degradasi oleh proteinase netrofil
yang diaktitkan S. mutans. Kolom 1
marker; kolom 2,3,4: fragmen-
fragman kolagen tipe IV.

Pembahasan

Peran S. mutans pada kerusakan kolagen
vaskular subendotelial diduga diperantarai oleh
interaksinya dengan sel inflamatori netrofil.
Perlekatan S. mutans pada reseptor pada
netrofil menginduksi produksi tumor necrosis
factor (TNF-a), interleukin (IL 1 B dan IL 6).
Sitokin-sitokin ini diketahui dapat meningkatkan
ekspresi proteinase seperti MMPs yang
menyebabkan degradasi matriks pada jaringan
vaskular [15]. S. mutans juga dilaporkan dapat
menginduksi  produksi kemokin IL-8 dan
monocyte chemoattractant protein (MCP-1), hal
ini menunjukkan bahwa S. mutans berperan
pada rekrutmen sel-sel inflamatori [13].

Hasil penelitian ini, menunjukkan bukti visual
bahwa S. mutans berinteraksi dengan netrofil
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(adesi S. mutans pada netrofil). Interaksi antara
dua jenis sel ini merupakan interaksi alamiah
antara sel invader (S. mutans) dengan sel inang
(netrofil). Mekanisme imunitas alami terhadap
bakteri ekstraseluler (misalnya S. mutans)
adalah aktivasi komplemen, fagositosis, dan
respon inflamatorik [14]. Bakteri Gram positip
(S. mutans) mempunyai dinding sel yang
tersusun atas peptidoglikan yang dapat
mengaktifkan jalur alternatif komplemen. Akibat
dari aktivasi komplemen terjadi opsonisasi dan
peningkatan fagositosis terhadap bakteri. Sel-sel
fagositik mengikat bakteri ekstraseluler dan
yang sudah teropsonisasi melalui reseptor
komplemen. Sementara itu, respon inflamatorik
terjadi  karena  stimuli  produk  bakteri
(peptidoglikan), yang kemudian mengaktifkan
fagosit agar mensekresi sitokin (TNF, IL-1 dan
kemokin) dan menginduksi infiltrasi leukosit ke
tempat yang terinfeksi.

Sel-sel inflamatorik  berperan  sebagai
imunitas alami untuk mengeliminasi bakteri,
namun efek samping dari mekanisme ini dapat
menyebabkan degradasi jaringan di sekitar
daerah injuri, misalnya aktivitas netrofil melalui
proteinasenya dapat mendegradasi kolagen.
Proteinase netrofil yang mendegradasi kolagen
utamanya MMPs. Sehingga dapat dikatakan
bahwa peran S. mutans pada degradasi kolagen
diduga karena kemampuannya menginduksi
aktivasi proteinase terutama MMPs.

Potensi S. mutans mengaktifkan proteinase
netrofil dapat dijelaskan melalui laporan-laporan
berikut. S. mutans dapat menginduksi fagosit
untuk meningkatkan produksi MMPs [15].
Sementara itu terdapat laporan, S. mutans
mampu menghasilkan protease [16], dan telah
diketahui protease beberapa bakteri dapat
mengaktivasi proMMPs menjadi MMPs aktif
[17,18]. Penjelasan lain diduga terkait dengan
respons oxidative burst netrofil. Stimuli bakteri
terhadap netrofil akan meningkatkan konsumsi
oksigen oleh netrofil, dan hal ini dapat berakibat
pada terjadinya oxidative  burst yang
mengakibatkan produksi oksidan dan radikal
bebas dalam jumlah besar [14]. Oksidan dan
radikal bebas juga dilaporkan  dapat
mengaktitkan MMPs [19, 20]. Hasil penelitian ini

membuktikan, S. mutans menginduksi produksi
dan aktivasi proteinase netrofil, sehingga
menyebabkan degradasi kolagen tipe IV.

Potensi S. mutans menginduksi degradasi
kolagen melalui aktivasi netrofil, mungkin
menjelaskan salah satu mekanisme perannya
pada inisiasi penyakit aterotrombotik. Hipotesis
yang dapat dikemukakan adalah sebagai
berikut. S. mutans (yang berasal dari karies gigi
yang dalam) berinvasi ke sirkulasi darah
sistemik dan kemungkinan ada yang menempel
pada dinding vaskular Hal ini menyebabkan
rekrutmen dan aktivasi sel inflamatori netrofil.
Interaksi S. mutans dengan netrofil menginduksi
produksi dan aktivasi proteinase (MMPs) yang
menyebabkan degradasi kolagen tipe 1V, disusul
agregasi platelet dan pembentukan trombus.
Perlu penelitian lebih lanjut misalnya melalui
penelitian in vivo untuk mengkonfirmasi hal ini.

Kesimpulan dan Saran

Streptococcus mutans mampu menginduksi
produksi dan aktivasi proteinase netrofil dan
menyebabkan degradasi kolagen V. Hal ini
mungkin menjelaskan salah satu mekanisme
peran S. mutans pada degradasi kolagen
vaskular yang berhubungan dengan penyakit
aterotrombotik. Perlu penelitian lebih lanjut
untuk mengidentifikasi jenis proteinase yang
dinduksi dan diaktiftkan S. mutans yang
berperan mendegradasi kolagen tipe IV. Ada
enam fragmen kolagen yang terbentuk pada
degradasi kolagen tipe IV oleh proteinase
netrofil, yaitu fragmen 129, 95, 50, 32, 28, 14
kDa. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut
terhadap struktur dan sifat kimia fragmen-
fragmen kolagen tersebut serta identifikasi
reseptornya pada platelet.
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