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RINGKASAN

Variabilitas Strain Staphylococcus aureus yang Diisolasi dari Susu Sapi
Perah Penderita Mastitis di Jawa Timur dengan Pendekatan Gen Penyandi
Protein Permukaan Bakteri dan Uji Sensitivitas Antibiotika

Mustofa Helmi Effendi

Mastitis adalah keradangan pada ambing dan umumnya berdampak
paling jelek pada petemakan sapi perah yang terkait dengan masaiah ekonomi
dan produktivitas ternak. Penyakit tersebut tidak dapat diberantas tetapi dapat
diturunkan angka kejadiannya dengan manajemen yang baik pada petemakan
sapi perah tfersebut Masttis menyebabkan kerugian ekonomi pada petani
dengan beberapa cara; hasit susu yang menurun, kualitas susu menjadi jelek
atau terkontaminasi dengan antibiotka yang mengakibatkan produknya tidak
dapat dijual, adanya biaya pengobatan, tingginya angka pengafkiran dan
kadang-kadang mengakibatkan kematian. Pengolahan indusin susu juga
merugi disebabkan oleh masalah kandungan antibiotika datam susu yang dapat
menurunkan kandungan kimiawi susu dan kualitas susu dan sapi perah
penderita mastitis.

Permmahaman tentang epidemiologi dari Staphylococcus aureus yang
meliputi sumber penularan, alur penuiaran dan fakior resiko menghasilkan
sistemn pengendalian mastitis yang baik dengan agen penyakit Staphylococcus
aureus di beberapa peternakan. Hal penting dari pengendalian Staphylococcus
aureus adalah menyadari bahwa bakteri ini ditularkan dari sapi ke sapi selama
proses pemerahan. Langkah higienis setama wakiu pemerahan menurunkan
perpindahan bakteri dari sapi ke sapi yang berdampak penurunan
intramammary infection (iMl) yang baru. Tetapi hanya dengan sistem higienis
pemerahan saja tidak cukup baik untuk pengendalian penyakit ini. Dengan
tambahan pengobatan pada waktu kering dan khususnya pengafkiran bagi yang
terinfeksi kronis diperiukan untuk menurunkan M1 oleh Staphylococous aureus.

X
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Pengetahuan yang detait tentang bakier Staphylococcus awreus akan
memberkan gambaran bahwa pemberantasan pada saat i masih belum
memungkinkan, khususnya adanya Staphylococcus aureus yang memproduks:
beberapa faktor virulensi. Jadi investigasi daiam tingkat bictogi molekuler harps
dilakukan untuk pemecahan masalah mastitis.

Pada penelitian ini digunakan 308 sampel sapi perah yang diambil
susunya untuk diperikea angka prevalensi mastitis. Sampel diambil dan
Peternakan Swabaya sebanyak 22 ekor, Peternakan Grat sebanyak 117 ekor,
Peternakan Batu sebanyak 71 ekor, dan Peternakan Nongkojajar sebanyak 98
ekor. Dari sampel spsuy mastitis ditakukan identifikasi bakteri Staphylococous
auvreus dengan menggunakan kriterta yang meliputi bentuk mikroskopis kokus
tvergerombal, sifat hemolisis tipe B, katalase (+), koagulase (+) dan Gram (+).
Penentuan variabilitas strain Slaphylococeus auwreus dengan mempergunakan
pendekatan gen penyandi protein permukaan bakter yang melipott gen
koagulase, gen protein A dan gen clumping factor dengan metode PCR,
ekspresi gen koagulase, gen protein A dan gen clumping factor dengan metode
SDS5-PAGE dan pendekatan dengan memakai uji sensitivitas antibiotika.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa angka prevaiensi mastitis sapi
perah dari masing-masing peternakan sapi perah adalah  peternakan sapi
parah Surabaya dengan angka prevalensi 86 4%, peternakan sapi perah Grati
dengan angka pravalensi 79 9%, peternakan sapi perah Batu dengan angka
prevalensi £3,1%., dan peternakan zapi perah Nongkojajar dengan angka
prevalensi 82 7%. lsolat Sfaphyfococcus surews yvang didapat dan berbagai
pelernakan tersebut sebagai berikut dar peternakan Swrabaya 5 isolat,
peternakan Gratl 12 isolat, peternakan Batu 6 isoltat, dan petemakan
Nongkojapar 8 isolat Dengan pendekatan genotipik memakai berat molekul gen
penyandi koagulase didapatkan 4 polimorfisme yattu besar molekul 600, 680,
740 dan 850 bp; pendekatan genotiptk memakar besar molekul gen penyandi
protein A didapatkan 2 polimorfisme yaitu besar molekul 110 dan 220 bp;
pendekatan genctipik memakai besar molekul gen penyandi cfumping factor

%Il
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didapatkan 2 polimorfisme yaitu besar molekul 950 dan 1000 bp. Hasil ekspresi
proten dari gen penyandi permukaan bakteri tersebut tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan. Kebanyakan isolat dan Surabaya resisten {erhadap
antibiotika eritromisin dibandingkan dengan isolat dan ketiga peternakan lainnya
jika divji sensitivitas antibiotika terhadap eritromisin,  dan juga terdapat
perbedaan yang signifikan antara isolat dar Nongkojajar dibandingkan dengan
isolat dari ketiga peternakan lainnya jika diuji sensitivitas antibictika terhadap
penisilin dan ampisilin,

Berpijak pada hasil analisis yang diperoleh dalam penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa gen penyandi koagulase (coa), gen penvandi protein A
{spa} dan gen penyandi clumping faclor (cifa) dapat menentukan adanya
variabiktas genetik Sfaphwilococcus aureus penyebab mastitis sap perah di
Jawa Timur. Ekspresi protein gen penyandi permukaan bakteri Staphylococcus
aureus ftidak dipengaruhi oleh faktor lingkungan. Vanabilitas fenotipik
berdasarkan vuji sensitivitas antibiotika memperlihatkan isolat Staphyfococcus
aureus dan Nongkojajar resisten terhadap penisilin dan ampisilin, sedangkan
isolat Sfaphylococcus aureus dari Surabaya resisten terhadag eritromisin,
Dengan demikian maka hasil pengliian dapat dipakai sebagal dasar
pengobatan yang lebih akurat pada kasus mastitis yang disebabkan oleh
Staphylecoccus aureus.

Xin

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

SUMMARY

Strains Variability of Staphylococcus aureus tsolated from Mitk of Cows
with Mastitis in East Java through Encoding Genes for Surface
Protein Approaching and Antibiotic Susceptibility

Mustofa Heimi Effendi

Mastitis is an inflammation of the udder and is common in dairy herds
which causing important economic losses. It cannot be eradicated but can be
reduced to fow levels by good management of dairy cows. Mastitis causes direct
aconomic losses to farmers in several ways; milk yields are reduced, milk that is
abnormal or contaminated with antibiotics is unsaleable, there are veterinary
and antibiotic costs, a higher culling rate and occasional fatahties. The milk
processing industry also incurs losses because of problems that result from
antibiotic in mitk, and the reduced chemical a2nd bacterial quality of mastitic milk.

Understanding to the epidemioclogy of Staphylococeus aureus (reservoirs,
transrmission pathways, and risk factors) has resulted in excellent control of this
maior mastitis pathogen in many herds. The major brezkthrough in controlling
Staphviococcus aureus came with the realzation that it was primarily
transmitted from cow to cow during the milking process. Milking time hygiene
measures that decreased cow to cow transfer were largely responsibie for
decreasing new Staphylococcus  aureus intramammary  infections  (IME)
However, milking time hygieng alone was insuficient in controlling the disease.
The addition of dry-cow therapy, and especially, culling the chronically infected
were needed to achieve low levels of Staphylococcus aureus M The
knowledge of the sources of Staphylococcus aureus would suggest that total
eradication is not currently possible, especially because Stapfiylococcus aureus
produce virulence factors. Therefore, investigation in molecular bislogy level on

Staphylococcus aureus should be done to solve mastitis problems.

LY
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The experiment used 208 cows that were collected for prevalence rate of
mastitis. Surabaya dairy herd, Grati dairy herd, Batu dawy herd, and
Nongkojajar dairy herd were 22 samples, 117 samples. 71 samples, and 93
samples, respectively. From mastitic milk  sampies could be  identified
Staphylococcus sureus isolates by using creteria such as - Staphylococo are
perfectly spherical cells about 1 micrometer in diameter and grow in clusters, 5
hemolysis, coagulase (+), catalase {+) and Gram (+}. Determination of strains
variability of Staphylococcus aureus isolates from miik of cows with mastitis in
East Java was done through approaching of encoding genes for surface protain
{coagulase, protein A and clumping factor) by PUR. proteins gene expression
by SDS-PAGE electrophoresis and antibiotic susceptibility .

The result showed that prevalence rate of boving mastitis | in Surabaya,
Grati, Batu and Mongkojajar dairy herd were B6 4%, 79,5% 83, 1%, and 82.7%,
respectively. Whereas the number of isolates of Staphylococcus aureus were 5,
12, 6, and & isolates each from Surabaya, Grati, Batu and MNongkojajar dairy
herd, respectively. Molecular size of encocding gene of coagulase are 4
polymorphisms . 800 bp, 680 bp, 740 bp and 850 bp. Molecular size of encoding
gene of protein A are 2 polymorphizsms - 110 bp and 220 bp. Molecular size of
encoding gene of clumping factor are 2 polymaorphisms: 850 bp and 1000 bp.
The proteins expression of gene for surface protein showed that there were no
significant different on band pattern. The majority of tsclates from Surabaya
dairy herd were resistant against erythromyoin compared with others, however
there were stgnificant difierent on penicilin and ampicilin antibiotic susceptibility
between {solates from Nongkojajar dairy herd compared with others

Based on these results can be concluded that the encoding genes of
coagulase, protein A and clumping factor can be used to determing there are
strain variabiity on Staphylococous aureus which were isolated from bovine
mastitis in East Java. Enviromental factors have no effect on protein expression
of encoding genes for surface protein. The majority isolates Staphylococous

aureus from Surabaya dary herd were resistant against erythromycin antioiotic

Ay
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and 1solates Sfaphviococcus aureus from Nongkojzjar dary herd weare rasistant
against penicillin and ampicillin antibiotics. Therefore, these results can be used

as a reference for more accurate therapy on Staphylococsal mastitis.

xvl
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ABSTRACT

Strains Variahility of Staphylococcus aureus Isolated from Milk of Cows
with Mastitis in East Java through Encoding Genes for Surface
Protein Approaching and Antibiotic Susceptibility

Mustofa Helmi Effendi

The purpose of this research was to find out the presence of strains
vanability in Staphylococeus auvreus isolates from milk of cows with mastitts in
East Java Taxonomically, the genus Staphylfococcus is in the bacterial family
Micrococcaceae. Staphylocacci are perfectly spherical cells about 1 micrometer
in diameter. They grow in clusters because staphylococei divide in two planes.
The catalase test is important in distinguishing streptococci (catalase-negative)
from staphylococci, which are vigorous catalase-producers. Staphylococcus
aureus forms a fairly targe vyellow colony on rich medium, Staphylococcus
epidermidis has a refatively small white colony. 5. aureus is often hemolytic on
blood agar, Staphylococcus epidermidis is non hemoiytic. Staphylococei are
facultative anaerobes that grow by aerobic respiration or by fermentation that
vields principally lactic acid. S aureus can grow at a temperature range of 15 1o
45 degrees and at NaC! concentrations as high as 15 percent. Nearly all strains
of Staphylococcus aureus produce the enzyme coagulase, however nearly ail
strains of Sfaphylococcus epidermidis lack this gnzyme.

By encoding genes for surface protein of Staphylococcus aureus
approaching showed confirmed appearance with polymorphisms. In these
raesuits showed that encoding gene for coagulase there are four polymorphisms
with molecular size 6800, 680, 740 and 850 bp; encading gene for protein A there
are two polymorphisms with molecular stze 110 and 220 bp; and encoding gene
for clumping factor there are two polymorphisms with maotecular size 950 and
1000 bp. Protein expression of coa, spa and clfa genes of Sfaphylococous
aureus isolates from four dairy herds showed there are no different on band
pattern by using SDS-PAGE electrophoresis |

Antibiotic  susceptibility showed that there are two  isolates of
Staphylococcus aureus which resistance for antibiotic. The majority of isolates
of Staphylococcus aureus from Surabaya dairy herd were resistance against
erythromicin and isolates of Staphylococcus aureus from Nongkojajar dairy herd
were resistance against pencillin and ampicilin.

Based on these results, it is suggested that strain variability of
Staphylococcus aureus may indicate relative importance in mastitis control,
especially to give accurate therapy on cows with staphylococcal mastitis.

Key wards : Slaphylococcus aureus, mastitis, encoding genes, surface pratein, antibiotic
susceplibitity

XTI

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

DAFTAR ISt

LEMBAR PRASYARAT GELAR
EEMBAR PENGESAHAN
LEMBAR PENETAPAN PANITIA PENGUJ}!
VUCAPAN TERIMA KASIH
RINGKASAN

SUMMARY

ABSTRACT

DAFTAR iSI

DAFTAR GAMBAR

DAFTAR TABEL

CAFTAR LAMPIRAN

DAFTAR SINGKATAN

BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

1.2  Rumusan Masalah

1.3 Tujuan Penslitian

1.4 Maniaat Penelitian

AB 2 TINJALAN PUSTAKA

1 Mastitis

1.1 Sumber Mikroorganisme Penyebab Masfitis

1.2 Dampak Ekonomi Mastitis

1.3 Pengendalian Mastitis dan Pengobatan

1.4 Proses Terjadinya Mastitis

1.5 Tinjauan Sistem bnun Hospes Terhadap Mastitis

2.2  Staphylococcus aureus

2.2.1 Fakior Virulens: Staphiylococcus aureus

222 Ekspresi dan Regulasi dar Faktor Virulensi

223 Pengaruh Faktor Lingkungan Terhadap Ekspresi Gen
Penyanch Faktor Virutens:

2.3  Penggunaan Antibiotika di Bidang Peternakan

2.31 Antibictika Untuk Bakten Gram positif

2.4  Resistensi Terhadap Antibictika

2.4.1 Dasar Genetik Untuk Resistensi Terhadap Antibiotika

2.9 Pengujian Resistensi Terhadap Antibiotika

BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPCOTESIS
3.1 Kerangka Konseptual

3.2 Bagan Kerangka Konseptuai

3.3 Hipotesis.

Xviil

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus ....

Halaman
1
idi
v
v

Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

BAS 4 MATER) AN METODE PENELITIAM 7S
4.1 Rancangan Penelitian 75
4.2  Populasi, Metode Sampling, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan

Sampel 75
4.3 Variabel Penelitian 77
44 Bahan Penslitian 79
4.5 Prosedur Penelifian 80
4.6  Analisis Data 86
47  Lokasi Penelitian 86
4.8 Kerangka Operasional Penealitian 88
BAB 5 HASIL PENELITIAN 89
5.1 Prevalensi Mastitis Sapi Perah 20
5.2 ldentifikasi Isolat Staphylococcus aureus 92
53 ldentifikasi Staphyfococeus auretis dengan pendekatan genotipe

gen penyandi protein permukaan bakien. 03
54  Karakterisasi Staphyfococcus aureus melalui ekspresi gen

penyandi Protein permukazsn bakter 95
55 WKaraklensast Staphyiococcus aureus melalui metode

disk diffusion untuk uji sensitivitas antibictika. o7
BARB 6 PEMBAHASAN 104
€.1 Prevalensi Mastitis Sapi Perah 104
6.2 tdentifikasi Isolat Staphviococcus aureus 109
6.3 Identifikasi Molekuler Gen Penyandi Permukaan Protein Bakieri

Staphylococcus aureus 111
6.4 Karakterisasi Ekspresi Gen Penyandi Protein Permukaan Bakteri 115
6.5  LUji Sensitivitas Antibictika pada Staphylococcus aureus 124
6.6  Hasil Temuan 130
BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 132
7.1 Kesimpuian 132
7.2  Saran 132
DAFTAR PLISTAKA 134
Lampiran 148

Xix

Disertasi

Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

DAFTAR GAMBAR

Halaman
Gambar 2.1 Ambing sapi perah yang mengalami mastitis sehingga
tampak pembengkaan dan kemerahan. i1
Gambar 2.2 Hasil uji CMT positif pada paddie C. 13
Gambar 2.3 Pengobatan mastitis pada sapi perah dengan sistern intra
Mammary 21
Gambar 2. 4 Proses terjadinya mastitis pada kelenjar susu sapi perah 24
Gambar 2.5 Gambaran mikroskop elektron Staphylococcus aureus 36
Gambar 2 6 Proses pembelahan Staphylococcus aureus 37
Gambar 2.7 Faktor virulensi yang dipunyai gleh Staphylococcus aureus 40
Gambar 2.8 Patogenesis infeksi cleh Staphylococcus aureus 42
Gambar 2.9 Sistern accessory gene regufalor pada Staphylococcus
JUreus. 46
Gambar 2.10 Mekanisme kerja beberapa antibiotika 53
Gambar 2.11 Penghambatan antibiotika betalaktam pada sintesis dinding
sel 53
Gambar 2.12 Proses perpindahan gen resistensi terhadap antibiotika &0
GGambar 2.13 Perpindahan resistensi antibiotika pada takteri melalui
plasmd &1
Gambar 2.14 Resistensi antibictika melalul mutasi kromosom
dalam bakter 62
Gambar 2.15 Mekanisme resistensi utama antiiohka betalaktam 83
Gambar 2 16 Prozes resistensi Sfaphylfococcus aureus terhadap
antibictika betalaktam B5
Gambar 2,17 Staphylococcal Chromosome Casselte mec (SCCmec) 66
Gambar 2. 18 interpretasi Hasil Metode Kirby Bauver Disk Diffusion £8
Gambar 4.1 Pengambilan susu sebagai sampel untuk u)i CMT 77
Gambar 4.2 Uji Katalase g1
Gambar 5.1 Sapi penderita mastitis klinis dari peternakan Batu aa
Gambar 5.2 Susu yang diambil dari sapi penderita mastitis kKlinis dan
suBklinis U1
Gambar 5.3 a. Mikroskopis kekus dengan pewarnaan Gram positif,
b. Hasil uji koagulase 92
Gambar 5.4 a. Hastl uji hemotlisis B, b. Hasil uji fermentasi pada MSA 92
Gambar 5.5 Gen penyandi koagulase g4
Gambar 5.6. Gen penyandi clumping facior g4
Gambar 57 Gen penyandi protem A 95
Gambar 5 8 Ekspresi gen penyandi protein permukaan bakten
dengan inkubasi 37" C. 96
Garnbar 5.9 Ekspresi gen pernyandi protein permukaan bakteri
dengan inkubasi 42° C 96

Mk

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Gambar 510 Zona resisten, zona infermediate dan zona sensitif pada
uji sensitivitas antibiotika metode disk diffusion. 97
Gambar 5.11 Histogram rata-rata diameter zonha hambat {mm)
pada 4 iokasi peternakan sapi perab dengan cakram
antibiotika eritromisin, a8
(Gambar 5.12 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen),
infermediate (Inter) dan resisten (Res) pada 4 lokasi
peternakan sapi perah di Jawa Timur dengan cakram
antibiotika eritromisin. 98
Gambar 5.13 Histogram rata-rata diameter zona hambat {mm) pada 4
lokasi peternakan sapi perah dengan cakram
antibiotika ciproxin. a9
Gambar 5.14 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen),
intermediate (Inter) dan resisten (Res) pada 4 lokasi
peternakan sapi perah di Jawa Timur dengan cakram
antibictika ciproxin. a9
Gambar 5.15 Histogram rata-rata diameter zona hambat {(mm)} pada 4
iokasi peternakan sapi perah dengan cakram
antibiotika tetrasiklin. 100
Gambar 516 Histogram perbandingan parsentase antara sensitif {Sen),
imtermediate (Inter) dan resisten (Res) pada 4
tokasi petemakan sapi perah di Jawa Timur dengan cakram
antibiptika tetrasikin, 100
(3ambar 5.17 Histogram rata-rata diameter zona hambat {mm) pada 4
lokasi peternakan sapi perah dengan cakram
antibictika cephalexin. 101
Gambar 5.18 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen},
intermediate {Inter) dan resisten (Res) pada 4
lokasi peternakan sapi perah di Jawa Timur dengan cakram
antibiotika cephalexin. 101
Gambar 519 Histogram rata-rata diameter zona hambat (mm) pada 4
lokasi peternakan sapi perah dengan cakram
antibiatika ampisilin. 102
{Gamobar 5.20 Histogram perbandingan persentase antara sensitif (Sen),
intermediate (Inter) dan resisten {Res) pada 4
lokasi peternakan sapt perah di Jawa Timur dengan cakram
antibictika ampisilin. 102
Gambar 521 Histogram rata-rata diameter zona hambat {mm) pada 4
lokasi peternakan sapi perah dengan cakram
antibiotika penistin. 103
Gambar 5.22 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen),
intermediate (Inter) dan resisten {Res) pada 4
iokasi peternakan sapi perah di Jawa Timur dengan cakram
antibiotika penisilin 103

XXt

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

DAFTAR TABEL

Halaman

Tabel 2.1 Differensiasi Ganus Staphylococcus yang bersifat zoonosis 38

Tabel 2.2  Beberapa antibiotika yang efektif terhadap bakteri 51
Gram positif

Tabel 5.1 Prevalensi Mastitis pada Sapi Perah di Empat Lokasi
Peternakan Sapi Perah a1

Tabel 5.2  Isolat Staphviccoccus atireus 93

Tabel 5.3 identifikasi Staphylococcus aureus dengan pendekatan
genctipe gen penyandi protein permukaan bakteri. 93

xxii

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1 : Faktor Virdensi Staphylfococcus aureus berupa adhesin

Lampiran 2 | Faktor Virulens: Staphylococcus aureus yang berupa
toks dan {nvasin

Lampiran 3 : Analisis Statistik 1ji Resistensi Stapfivlococcus aureus
terhadap antitiotika Ampisilin

Lampiran 4 : Analisis Statistik Ui Besistensi Staphylococcus sureus
terhadap antibiotika Ciproxin

Lampiran 5 : Analists Statistik Uji Resistenst Staphylococcus auneus
terhadap antibiotika Cephafexin

Lampiran &: Analisis Statistik Ul Resistensi Staphyvlococcus aureus
terhadap antibiotika Eritromisin

Lampiran 7: Analisis Statistik Uji Resistensi Staphylococcus sureus
terhadap antibiotika Panisilin

Lampiran 8: Analisis Statistik Uji Resistensi Staphylococcus aureus
terhadap antibiotika Tetrasiklin

Lampiran 8: Tehnik Epidemiologs Molekuler yang Diaplikasikan
pada Agen Penyebab Staphyilococcus auraus

Halaman
148

14%

130

152

154

158

157

169

161

Lamptran 10: Analisis Regres: Karakterisas: Protein Permukaan Bakteri

Staphylococcus aureus dengan suhu inkubasi 37°C

162

Lampiran 11: Analisis Regresi Karakierisasi Protein Permukaan Bakter

Staphylococcus aureus dengan suhuinkubasi 42° C.

Lampiran 12: Data Produksi Susu di Jawa Timur

LE

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus ....

163

164

Mustofa Helmi Effendi



agr
ANOWVA
AlFP

BM

bp

CMT

chA gene
CNS

coa gene
DNA

ET

ECM

Ig

ICAM
IWET

IMI

iL

kD

MHC
MRZEA
MSA
MSCRAMM

ORF
PF{E
PCR
PN
PBP
PES
EMNA
RFLP
sar

SCC
SDE-PAGE
SE

spa gene
sSTM
SCCmec
TE

TES
TE5T
THF

TH
YCAM

Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

DAFTAR SINGKATAN

accesory gene regulatar

analysis of varians

auto inducing peptide

berat molekul

hase pair

Calfornia Mastitis Test

clurnping factar A gene

Coaqulase Negalive Staphylecocc
coagulase gene

deoxyribo nucleis acid

epidermolytic toxm

axira celufler mathx

Immunogiobulin

Interceluler Adhesion Molecule

in vive expression technalogy
Intramammary Infection

intereukin

Kilo Dafton

Major Histocompatibility

Methicillin resistant Staphylocoocus aureus
Mannof Salt Agar

rmicrabial surface component recognizing adhesive matrix
molecules

Dpen Reading Frame

Fulsed-field gel elecirophoresis
Palymerase Chain Reaction

Faly Marphonuciear

Penicillin Binding Protein

Pheno! Bufier Saline

riba nuclere acid

restriction fragment lenght palymorphism
staphylococcal accesory regulator
somatic celf count

sadivm dodecyl sulphate polyacrylamide gel elecirophoresis
staphylococesl enterotoxin
staphylococeal surface pratein A gene
sighature tagged mutagenesis
Staphyiococcal Chromosome Cassette mec
Tris-HC| EDTA

taxic shock syndrome

toxic shock syndrome toxin

Tumor Necrotic Factor

T Helper

Yascular Adhesion Molecule

XNV

Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Usaha untuk meningkatkan produksi susu telah dilaksanakan coleh
pemerintah dan masyarakat peternak sapi perah, antara iain melalui peningkatan
mutu genettk, pembinaan sumber bibit, pembinzan makanan ternak serta
pengamanan ternak dan hasi-hasilnya meliputi pencegahan, pengendalian dan
pemberantasan penyakit ternak, dan pembinaan usaha peternakan. Usaha
peningkatan produksi susu harus juga diimbangi dengan peningkatan kualitas
susy dan keamanannya.

Susu merupakan bahan makanan yang mengandung gizi tinggi dan
lengkap untuk tubuh manusia. Kandungan gizi yang tingg: juga merupakan
media yang sangat baik bagi pertumbuhan dan perkembang-biakan bakteri, baik
bakteri yang dapat menyebabkan gangguan kesehatan manusia, bakter
penyebab kerusakan susu maupun yang diisolasi dan mastitis (Huriey and Morin,
2003).

Panyakit radang ambing yang dikenal sebagai mastitis merupakan
masalah utama dalam tata laksana usaha peternakan sapi perah karena sangat
merugikan petemnak sapi perah. Mastilis yang 80 — 90% disebabkan karena
bakteri, menyebabkan penurunan kuantitas produksi susu dalam jumlah besar,

juga berpengaruh terhadap penurunan kualitas susu yang dihasilkan, yang
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secara fangsung ataupun tidak langsung akan merugikan konsumen dan
imdustri  pengolah susu (Jones, 1898), Berdasarkan hal fersebut, harus
dilakukan pengkajian yang mendalam tentang faktor yang terkait dengan
terfadinya mastitis untuk dilakukan pengendatian untuk mengurangi kerugian
peiemak, industn pengelahan susuy dan khususnya masyarakat konsumen.

Mastitis adalah peradangan jaringan interna kelenjar susu atau ambing
dengan berbagai penyebab, derajat keparshan, lama penyakit dan akibat
penyakil yang sangat beragam. Secara garis besar mastitis terbagi atas mastitis
klinis dan mastitis subklinis {Morin and Hurey, 2003} Mastitis klinis senantiasa
dilkuti tanda klinis baik berupa pembengkakan, pengerasan ambing, rasa sakit,
panas, kemerahan sampai penurunan fungsi ambing Sedangkan mastitis
subklinis adalah mastitis yang tidak menampakkan perubahan vang nyata pada
ambing dan susu yang dihasilkannya, hanya produksi susu turun sehingga
petemak kerap kali terlambat menyadan. Untuk itulah diperfiukan pengendalian
penyakit mastitis yang melibatkan pengkajian dari berbagai aspek.

Proses terjadinya mastitis senantiasa dikaitkan dengan tiga faktor vaitu
sapi, penyebab keradangan dan lingkungan. Resiko terjadinya mastitis terletak
pada ketidakseimbangan ke tiga faktor tersebut (Jones, 1968}, Mastitis teradi
sebagian besar akibat masuknya bakteri patogen melalui lubang puting susu,
kemudian berkembang di dalamnya lzlu terfjadilah mastitis {Hurdey and Morin,
2003).

Walaupun data mengenai kasus mastitis di indonesia telah banyak

dilaporkan, namun tingginya kasus mastitis subklinis sering dikaitkan dengan
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faktor-faktor yang mempermudah tenadinya mastiis, seperti luka lecet pada
ambing akibat pemerahan yang salah dan kasar, serta sanitasi yang buruk.
Bebarapa data menampilkan persentase kejadian mastitis subklinis cukup
tinggi, seperti di tahun 1883 tercatat 67% mastitis subklinis di pulau Jawa dan
tahun 1987 lebih dari 80% sapi yang dipenksa di DKI Jakarta menderita mastitis
subklinis. Selanjutnya dan tahun 1989 sampai dengan tahun 1996 persentase
mastitis subklinis baik di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Jawa Timur berkisar 80
- 90%. Data tabun 1899 di Jawa Barat terutama Kabupaten Bogor dan
sekifamya tercalat 70% dan sapi-zapi yang diperiksa mendenta mastitis
subkiinis {(Sudarwanto, 1999}

Kerugian ekonomi secara umum yang diakibatkan mastitis subklinis,
meliputi penurunan produksi, penurunan muty susu, pembuangan susu, biaya
perawatan dan pengobatan, pengatkiran temak lebih awal serta pembelian sapi
perah baru. Penurunan produksi susu akibat mastitis sangat bervariasi antara
10 — 40% {Department of Animal Science, 2003),

Kerugian ekonomi akibat turunnya kualtas susu asal penderita mastitis
subklinis lebih banyak disoroti dari aspek teknologinya. Kualitas susu turun
ditandai dengan perubahan kandungan susu seperti turunnya kKadar laktosa,
lemak, dan kasein (Depariment of Animal Science, 2003}, Di samping susunan
susu dan pH susu meningkat, daya menggumpal dan akiifitas plasmin juga turut
meningkat. Akibat fain adalah susu menjadi tidak stabil bia dipanaskan, produk
susu pasteunsasi berkualitas rendah, dan cita rasanya menurun (Hurley and

Morin, 20033
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Untuk mengurangi  kerugian ekonomi  tersebut peru  dilakukan
pengendalian masiifis secara tepat dan efisien. Pengendalian mastitis yang
sening dilakukan oleh para petemnak di Jawa Timur adalah sebagai berikut -
mencuci tangan sebelum memerah dengan larutan desinfektan; melakukan
pemershan dengan baik dan benar tanpa bahan pelion sampai tuntas;
melakukan pencelupan puting ke dalam larutan desinfeklan setelah selesai
pemerahan; sapi yang menderita mastitis  diperah  terakhir dan  harus
dikeluarkan dari kandang bila tidak sembuh dengan pengobatan, melakukan
pencegahan dengan pemberian antibiotka dalam masa kerng kandang;
melakukan pemeriksaan secara ritin terhadap kejadian mastitis; dan mengukur
produkst susu sapi per ekor per hari secara feratur (Sudarwanto, 1999).

Staphylococcus aureus adalah penyebab mastitis yang penting dalam
peternakan sapi perah. Ambing sapi persh yang ternfeksi merupakan sumber
Utama penyakit yang dapat menuiarkan Staghyiococcus aureus ke sapi perah
lainnya dalam peternakan {Roberson, 1993). Pencegahan lerhadap penularan
patogen dari sapl perah ke sapi perah lainnya dapat penurunkan angka kejadian
mastitis. Mastitis yang disebabkan oleh Staphyviococous aurews adalah
sangat sulit uniuk dikontrot oleh pengobatan (Jfones, 1998}, dan angka kejadian
masfitis yang disebabkan Staphyiococous aureus merupakan angka kejadian
tertinggr (Morin and Hurley, 2003) . Keberhasilan pengendaliannya hanya
melalui pencegahan infeksi baru, pengafkiran sapi terinfeksi Staphyiococcus
aureus. Mikroorgamsme ini mungkin melakukan penetrasi ke lubang puting

selama pemerahan dan berkembang menjadi infeksi baru
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Dalam usaha memanfaatkan dan meningkatkan potensi susu sebagai
sumber makanan bermutu tinggi, maka diperukan strategi yang efektif dan
rasional untuk mengontrol infeksi pada ambing sapi perah.  Identifikasi gen
virwlensi yang terkait dengan mastitis oleh Staphviococcus aureus merupakan
sebuah langkah penting dalam memahami proses terjadinya penyakit mastitis
tersebut. Hal ini disebabkan gen virulensi Sfaphylococcus aureus sangat terkait
dengan faktor lingkungan, baik lingkungan makre maupun lingkungan mikro
(Wisell, 2000} dan mastitis disebabkan Staphyiococcus aureus merupakan
pernyvehab terbesar tenjadinya kasus mastitis {(Morin and Hudey, 2003).

Di indonesia, dengan tngginya angka mastits yang mengakibatkan
banyaknya kerugian petemak, maka pengembzngan sistem pengendalian
mastitis merupakan tujuan yang tepat. Harapan darn pengambangan sistem
pengendalian tidak akan berhasit terutama dalam sistem pengobatan mastitis
tanpa adanya dukungan data yang lengkap mengenai  resistens
Staphyfococcus aureus terhadap antibiotika yang diisplasi dan mastitis.

Untux lebih memahami tentang agen penyakit Staphyiococcus aureus,
maka diperlukan pendalaman pada tingkat subspesies untuk melihat sumber
penyakit dan pola penyebarannya dalam populasi. Untuk ifulah pemahaman
tentang epidemiplog: molekuler dar pendekatan genotipik maupun fenotipik
Staphylococcus aureus yang memproduksi berbagai faktor wvirulensi telah
dilaporkan terkait dengan penyakit pada manusia dan penyebab utama mastitis
pada sapi perah sehingga penyediaan data pendukungnya merupakan

ketuscayaan.
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Epidemiologi molekuler adalah penggunaan tehnik molekuler untuk studi
epidemiologi {(Zadoks, 2002). Tehnik maolekuler dapat diaplikastkan pada
peneiitian tentang hospes maupun agen penvakitnya. Dalam disertasi ini
penelitian difokuskan pada agen penyakit Staphylococous aureus yanyg diisolasi
dari susu sapi perah pendenta mastitis di Jawa Timur. Ketika diaplikasikan
dalam epidemiologi penyaki{ infeksi, maka tujuan utama dan epidemiologi
molekuler termasuk di dalamnya adalah identifikasi mikroorganisme, gen yang
bertanggungjawab untuk karakteristik spesifik seperti faktor virulensi dan
memonitor patogen yang resisten terhadap antibiotika.

Sejumilah tehnik molekuler untuk identifixasi bakten pada tingkat spesies
dan subspesies sangat banyak (Zadoks, 2002). Tehnik molekuler dapat
diklasifikasi sebagai genotipk atau fenolipik, tergantung dan tujuan
pendeteksian ity sendin {lampiran 9). Jika pendeteksizn untuk hasil ekspresi
protein gen maka mempakan fenofipik, tetapi jika pendeteksian untuk material
genhetik maka merupakan genotipik. Uji kepekaan antibiotika merupakan
fenctipik (Zadoks, 2002}, sedangkan untuk genotipik yang digunzkan dalam
penegiitian ini adalzh gen penyandi koagulase (Miera-da-Motta ef al., 2001), gen
penyandi proten A (Zadoks, 2002), dan gen penyandi clumping factor

(Akineden et al,, 2001).
1.2 Rumusan Masalah

Dalam wusaha untuk mengidentifikasi adanya varabilitas strain

Staphylococcus aureus yang diisolasi susu penderita mastitis pada sapi perah

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

di Jawz Timur tersebut dengan pendekatan genotipik dan fenotipik, maka
rutusan masalah yang dapat diajukan adalah sebagai benkut:

Apakah ada \;ariabititas strain Staphylococcus aureus yang diisolasi dari
susu sapi perah pendenita mastitis di Jawa Timur?

Dari pokok permasalahan fersebut, dapat dibuat beberapa submasalzh
seperti tersebut di bawah ini: |

1. Apakah ada perbedaan berat molekul gen penyandi koagulase
Staphylococcus aureus yang diisolasi dan susu sapi perah penderita
mastitis antara petemakan sapi perah Surabaya, Gratfi, Batu dan
Nongkojajar?

2. Apakah ada perbedaan berat molekul gen penyandi clumping factor
Staphyiococcus aureus yang diisolasi dari susu sapi perah penderita
mastitis antara petemakan sapi perah Surabaya, Grati, Batu dan
Nongkojajar?

3. Apakah ada perbedaan berat molekul gen penyandi protein A
Stapfiylococcus aureus yang diisolasi dari susu sapi perah penderita
mastitis antara peternakan sapi perah Surabaya, Grati, Batv dan
Nongkojajar?

4. Apakah ada perbedaan pola ekspresi protein gen penyandi koagulase,
clumping factor dan protein A Staphylococcus avreus yang diisolasi dari
susu sapi perah pendenta mastitis antara peternakan sapi perah

Surabaya, Grati, Batu dan Mongkojajar?
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5. Apakah ada perbedaan resistensi Staphylococcus aureus yang disolasi
dan susu sapi perah penderita mastitis antara petemakan sapi perah

Surabaya, Gratl, Batu dan Nongkojajar?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan Umum

Tujuan umum penglitian ini adalah untuk mengkaji peran lingkungan
makro seperti perbedaan peternakan sapi perzh pada dataran tinggt dengan
dataran rendah, perbedaan subu dan kondisi geografis serta peran lingkungan
mikro seperti kandungan kimiawi susu, pH susu, kerapatan bakter terhadap
timbulnya variabilitas strain Staphyiococcus aureus penyebab mastitis pada

sapt perah di Jawa Timur.

Tuivan Kbusus

1. Mdentifikasi adanya perbedaan berat molekul gen penyandi koagulase
Staphylococcus aureus yang disolasi dari susu sapi perah penderita
mastitis antara petemakan sapi perah Surabaya, Grati, Batu dan
Nongkojgjar.

2. identifikasi adanya perbedaan berat moleku gen penyandi clumping factor
Staphylococcus aureus yang diisolasi dan susu sapi perah pendenita
mastitis antara peternakan sapi perzh Surabaya, Grati, Batu dan

Naengkojajar.
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ldentifikasi adanya perbedaan berat molekul gen penyandi protein A
Staphyiococcus aureus yang diisolasi dari susu sapi perah penderita
mastitis antara petemakan sapi perah Surabaya, Grati, Batu dan
Nongkojajar.

Karakterisas! adanya perbedaan pola ekspresi protein gen penyandi
koagulase, clumping factor dan protein A Staphviococcus avreus yang
disoclasi dan susu sapi perah pendenta mastitis antara petemakan sapi

perah Surabaya, Grati, Batu dan Nongkojzjar.

3. Membuktikan adanya perbedaan resistens] Staphviococcus aureus yang

disolasi dari susu sapi perah pendenta mastitis antara petemakan sapi

perah Surabaya, Grati, Batu dan Nongkojajar.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat Teoritis

Disertasi

1. Mambernkan koniribusi informast dalam menyebarkan data tentang
prevalenst mastitis pada sapi perah di Jawa Timur.

2 Memberikan kontribusi keilmuan dalam mengungkap variabilitas
genetik Staphiylococcus aureus.

3. Memberikan kontribusi keilmuan dalam mengungkap ekspresi gen
penyandi protein permukaan bakteri dengan menggunakan subu

inkubasi yang berbeda.

4. Memberikan kontribusi  informast  tentang peta  resistensi

Staphylococcus aureus terhadap antibiotika di Jawa Timur.
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Manfaat Praktis

Dengan ditemukan perbedaan pola resistensi  antibiotka pada
Staphylococcus aureus di Jawa Timur, maka dapat bermanfaat sebagai dasar
penentuan  pengobatan  yang lebih akurat dan  penyempurnaan daiam
latalaksana pengendalian mastitis pada sapi perah yang disebabkan

Staphvlococcus aureus di Jawa Timur.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mastitis

Mastitis adalah sebuah respon keradangan dari jaringan ambing sapi
perah terhadap serangan bakter, kimiawi, suhu atau fisik (gambar 2.1} Mastitis
dapat bersifat infeksius yaitu yang disebabkan oleh mikroorganisme atau non
infeksius yaitu yang berupa luka fisik pada kelenjar susu. Respon keradangan
terdirt dan peningkatan protein darah dan sel darah putih dalam janngan kelenjar
susu dan di susu. Tujuan dari respon tersebut adalah untuk merusak penyebab
intasi, memperbaiki kerusakan jaringan dan mengembalikan ambing ke fungsi

normal {Department of Anmimal Science, 2003).

Gambar 2.1 Ambing sapi perah yang mengalami mastitis sehingga tampak
pembengkakan dan kemerahan. {Department of Veterinary Science, 2005}

11
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Mastitis menupakan penyakit yang berpengaruh besar datam peternakan
sapi perah. Mastitis tersebut terkait dengan masalah ekonomi, produktivitas,
perdagangan internasional dan masaiah kesejahteraan hewan yang membuat
penyakit ini penting dalam industri persusuan di bidang pertanian {Owen et af,
2001).

Mastibs dibagi dua yaitu mastitis kontagiosa dan mastifis fingkungan.
Mastitis kontagiosa merujuk pada sistem penularan darn sapi ke sapi. Habitat
utama bakteri yang menyebabkan mastitis terdetak pada kulit ambing dan luka
puting. Mastitis kontagiosa sering berpentuk mastitis subklinis. Infekst ditularkan
melalui peralatan pemerahan, termasuk dan tangan pemerah. Sebagian besar
bakteri penyebab mastitis kontagiosa adalah Staphylococcus aureus dan
Streplococeus agalactiae (Morin and Hurley, 2003).

Mastitis lingkungan merujuk pada sistem penularan darn fingkungan ke
sapl. Bakter: dan lingkungan menyebabkan terjadinya mastitis pada sapi perah.
Angka kejadian mastitis fingkungan cenderung meningkat yang disebabkan
sanitasi lingkungan yang jelek. Habitat utama bakterr penyebab mastitis
lingkungan adalak ditemukan di lingkungan termasuk di feses, fanah, air dan
jerami untuk fidurnya sapi. Sebagian besar bakteri penyebab mastitis
lingkungan adalah bakteri coliformn, Strepfococcal sp. dan Psedomonas sp.
{Marin and Hudey, 2003).

Mastitis senng terjadi secara subklinis sehingga tidak tampak perubahan
pada susu maupun pada ambing, tetapi terjadi peningkatan somatic cell count

(SCC) (Roberson et af, 1994}, S5CC memnjuk pada polymorphonuclear
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neuvtrophilic lsukosit (PMN) dan sel-sel lainnya yang bergerak ke kelenjar susu
dalam jumlah besar selama proses infeksi. Keberadaan SCC dalam ambing
yang disekresikan ke dalam susu menyebabkan perubahan kandungan susu.
Penurunan SCC menampakkan perbaikan kualitas susu yang dihasilkan, lama
penyimpanan dan menghasilkan keju yang berkualitas bagus {(Green, 2003)
Keberadaan SCC dalam jumlah besar di dalam susu mengindikasikan adanya
infeksi mastitis baik yang klinis maupun subklinis, dan terdeteksi dengan

menggunakan alat California Mastitis Test {CMT) (gambar 2.2).

Tampak adanya

Gambar 2.2 Hasil uji CMT positif pada paddie C.
{Department of Veterinary Science, 2005}

Staphylococcus aureus memproduksi beberapa fakior virulensi yang
dapat merusak kefenjar susu. Leukosit bergerak ke daerah radang unfuk
menghentikan infeksi. Pada awalnya bakteri merusak jaringan dalam puting dan
kelenjar sisterna daiam kuarter ambing, kemudian masuk ke dalam sistern

saluran dan membentuk kantung infeksi di sekitar alvech, dikuti dengan
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pelepasan atau kerusakan alveol dan membentuk abses | Jones, 1998). Hal ini
menyehabkan  rendahnya efektifitas antibictka terhadap mastitis  yang
disebabkan Staphyiococcus aureus.

Mastitis yang disebabkan oleh Sfaphyiococcus aureus sulit gikontrol
hanya dengan pengobatan antibiotika saja. Suksesnya pengontrolan diperoleh
melalui pencegahan infeksi bare dan pengafkiran sapi perah yang terninfekst.
Staphylococcus  adreus mengkolonisasi ujung puting dan fuka  puting.
QOrpanisme ini mungkin penetrasi ke kanal puting pada waktu pemerahan. Sapi
perah vang terinfeksi harus diafkir atau dipisahkan dan petemakan sap perah

{Jones, 1948).

2.1.1 Sumber Mikroorganisme Penyebab Mastitis

Mastitts dapat disebabkan oleh bakier patogen vang berasal dan
lingkungan dan  kontak individu,  Mastitis  komiagiosa terjadi  dengan
mikroorganisme yvang disebarkan darn kuarer yang ternfeksi ke kuarter lainnya
yang senng teradi pada proses pemerahan susu. Mikroorgamisme  dan
limgkungan umumnya merupakan mikroorganisme yang berasal dv lingkungan
kandang sam perah. Infeksi dapat terjadi disetiap waktu antara lain waktu

pemerahan, masa kenng, sebelum melzhirkan (Bramley ef a/., 1898}
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2.1.1.1 Mastitis Kontagiosa

Mastitis kontaginsa umuminya disebabkan oleh bakien yang ada datam
berbagal fokas! pada sapi. Mastitis yang disebabkan bakteri memulai dan
armnbing sapi yang terkena infeksi dan menyebar ke datam alveol kelenjar susu.

Beberapa mikroorganisme penyebab mastitis mempunyai patogenitas
yang berbeda. Patogen dapat menyebar dan lokasi utama yang berbeda, dan
berkembang dalam lingkungan berbeda, hal ini menyebabkan keakutan dan
keparahan dari infeksi berbeda.

Mastiis kontagiosa didefinisikan sebagai mastitis yang ditransmisikan
langsung dari sapi ke sapi lainnya (Erskine ef al, 2002}, Angka insidens: dari
mastitis Kontagiosa tergantung dan jumlah dan spesies mikroorganisme yang
menyerang sapl perah dan juga tergantung pada hambatan fisik dan sistem
kekebalan yang dimiliki oleh sapi perah. Meskipun ada perbedaan spesies
bakteri penyabab mastitis, angka prevalenst mastitis yang tinggi disebabkan
cleh bakteri yang umumnya ditemukan di sekitar petemakan (Bramley ef af.,
1896).

Paling umum mastitis kontagiosa di berbagai negara disebabkan oleh.
Staphylococcus aureus dan Streptococcus agalactiae yang terutama terdapat
dalam susu dan kelenjar susu yang terinfekst dan menyebar pada saat
permerahan baik dengan tangan maupun dengan mesin pemerah. Patogen
dapat mengkolonisasi dan berkembang dalam puting susu yang luka dan di
dalam saluran puting susu dan sangat meningkatkan kepekaan puting susu oleh

paparan bakteri (Fox et al, 2000). Bakteri ini pada umumnya menyebabkan
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infeksi kronis yang berbentuk mastilis subklinis dan adakalanya menjagdi klinis
ketika susu abnormal dapat dideteksi. Infeksi sistemik yang disertai dengan
hilangnya selera makan dan meningkatnya temperatur badan adalah jarang.
Ketika antibiotika golongan beta laktam diberikan Ke dalam ambing yang
mastitis  klinis hampir selalu membenkan Kesembuhan tferutama dengan
penyebab Sirepiococcus agalactize, tetapi jarang sembuh bila infeksi dengan

penyebab Staphylococcus aureus (Matthews ef al., 1994).

2.1.1.2 Mastitis Lingkungan

Mikroorganisme lingkungan yang merupakan penyebab utama mastitis
iingkungan adaiah bakten gram negatif, tenrmasuk di dalamnya adalah cofiforms
dan streptococei lingkungan. Bakteri gram negatif terdin dan Escherichia cofi,
Kichsiella spp, Enterchacter spp., Citrobacter spp., Seratia spp., FPseudomonas
spp., Profeus dan Actinomyces pyogenes (Bramley et af, 1996).
Streplococccus ubens dan E cofi paling sering sebagai penyebab mastitis
lingkungan. Umumnya infekst vang disebabkan oleh colfforms menghasitkan
mastiis akut dan berlangsung kurang dan 7 hari (Barker ef af,, 1998).

Lokasi patogen yang utama adatah pada lingkungan sekitar sapr perah.
Agen patogen mengalami multiplikasi  dalam materat alas organik (misatnya
jerami dan serbuk gergaj). Masttis terjad pada umumnya di petemakan yang
mengandangkan sapi perah di awal lakiasi dan patogen imi dapat menyebabkan

mastitis subklinis. Mastitis Kklinis teradi jika terdapat endotoxaemia sebagai
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penyebab peningkatan temperatur tubub dan pengurangan produksi susu
(Owens ef af, 2001},

infeksi yang disebabkan oleh Streptococcus uvbens pada umumnya
dapat diobati dengan baik tetapi jika disebabkan oleh £ coli maka langkah awal
yang penting adalah memberikan perawatan yang mendukung untuk
mengelimmasi endotoxaemia dan jika ini dilakukan maka kesembuhan akan
dapat dicapai {Sears and Bealschnar, 1998).

Strepfococcus  dysgalactiae,  Streptococcus  yang  serupa  dengan
Streptococcus agafactiae,  dapat mengkolonisasi dan multiplikast pada luka
puting susu tetapl lokasinya yang utama bukanlzh susu dar kuarer yang
terinfeksi, tetapi pada lokasi lain pada sapi perah {(Barker et 5/, 1998} Secara
kiimis infeksinya tidazklah berlainan dipandingkan dengan  Streptococcus

agalactiae dan respon terhadap pengobatan dengan antibiotika juga baik.

2.1.2 Dampak Ekonomi Mastitis

Mastitis adalah penyakit yang paling banyak mengeluarkan biaya pada
peternakan sapi perah {Jaenicke el af, 1999} Biaya vang ferkait dengan
penyakit tersebut termasuk: susu yang terbuang, pengafkiran dini, hiaya
perawatan dan pengobatan oleh dokter hewan dan yang terpenting yaitu
penurunan kuantitas dan kualitas susu dan produk susu lainnya seperti keju,
mentega atau knm {Jones ef af., 1984). Ada beberapa cara unfuk mengeastimasi

hilangnya produksi susu oleh mastitis, Kalkulasi dapat dibuat berdasarkan SCC
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pada susu, komparasi hasit antar peternakan, komparasi hasit antar sap perah
dan komparasi hasil antar kuarter pada individu sapi perah (Jones ef al.. 1984).

Penurunan produksi susu pada mastitis subklinis ditaksir sekitar 75%
(Oliver et al, 2003). Mastitis subklinis lebih penting secara ekonomis
dibandingkan dengan mastifis kiinis karena hilangnya faktor produksi susy iebih
menyebar pada infeksi subklinis. Total Kerugian produksi susu tiap kuarter yang
disebabkan mastitis subkiinis sekitar 10 — 26%,

Mastitis klinis menyebabkan hilangnya produksi susu yang terjadi pada
awal laktast. Kuarler ambing vyang mengalami mastitis klinis jarang
tersembuhkan dengan baik sehingga mengakibatkan kerugian berkepanjangan.
Jenis mikroorganisme penyebab mastitis tampaknya merupakan fakior minor
yang berpengaruh pada hitangnya produksi susu (Oliver et af, 2003).

Bila kerugian ekonomi yang timbul dibitung sekitar 200 Dollar per sapt
perah per tahun di Amenka Serikat. Sekitar 10% kerugian dar angka penjualan
susu  disebabkan oleh penurunan produksi, penmngkatan biaya penggantian
sapt, pembuangan susu, biaya pengobatan, biaya dokter hewan dan perawatan
(Oliver et ai., 2003). Biaya yang dikeluarkan dari mastitis klinis juga diperkirakan
sekitar 107 Dollar per kasus mastitis dan iebih dari 70% biaya terkait dengan
penurunan produksi susu, pembuangan susu serfa lebih dar 20% terkait

dengan chat, biaya dokter hewan dan perawatan (Jaenicke &t af., 1999).
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2.1.3 Pengendalian Mastitis dan Pengobatan

Maslitis adslah suatu keradangan pada ambing yang menyebabkan
kenugian ekonomi penting. Penyakit ini sulit dibasm'i tetapi dapat dikurang
menjadi tingkat rendah dengan cara sistern mangjemen yang baik pada
peternakan sapi perah. Dari beberapa penyebab mastitis hanya infeksi dan
peradangan yang disebabkan oleh bakien yang terpenting. Walaupun bakteri,
jJamur, ragi dan mungkin virus dapat menyebabkan infeksi dan peradangan
pada ambing, tetapi agen yang utamanya adalah bakteri. Bakteri yang paling
umum adalah Staphyiococcus aureus, Streplococcus agafactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Slrepfococcus ubens dan Escherichia coff meskipun spesies yang
lgin juga dapat menyebabkan mastitis (Bramley et af, 1996). Mastitis terjadi
ketika puting susu sapi terpapar oleh patogen yang menembus saluran  puting
susu dan menyebabkan infeksi dan peradangan di dalam satu atau lebih kuarter
ambing (Fox ef al, 1995} Keadaan svatu infeksi dan peradangan bervariasi,
paling umum berupa mastitis subklinis. Secara khas pada agen penyebab
Eschenichia cofi, nfeksi dan peradangan sering Jebih akut dan terjadi
endotoxaemia umum dengan temperatur badan meningkat, hilangnya nafsu
makan sapi perah dan sapi akan mati kecuali jika pengobatan yang mendukung
diberikan. Pengobatan yang efektif adalah pemberian antibiotika melalui saluran
puting susu {gambar 2.3}, Hal ini hampir selalu memperbaiki penyakit yang
klinis dan sering juga menyembuhkan infeksi dan peradangan yang disebabkan

bakteri (Oliver ef af., 1992).
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Metode pengendalian sekarang im ditumpukan pada sistem pencegahan
yang melipuli higiene pemerahan yang baik, pengurangan paparan patogen
ingkungan, pengobatan antibictika pada masa kering dan pengafkiran dan
ditunjang dengan pengobatan pada kasus mastitis kinis (Owens ef al, 2001).
Fengurangan kejadian mastitis dapat dicapai dengan penurunan paparan ujung
puting oleh patogen lingkungan atau peningkatan resistensi sapi perah terhadap
intramarmmary Infection (IM1). Pengurangan paparan oleh patogen hingkungan
dapat dilakukan dengan sistem kandang yang baik pada sapi perah pada masa
kering dan sapi dara dan tempat melahirkan anak dan juga pemberian alas tidur
dart bahan inorganik dan ventilasi kandang yang cukup (Schrick f al., 2001).

Cara yang paling efektif mengurangi paparan Staphyiococous aureus,
Streplococcus  agalactiae dan  Streptococcus dysgalactiae adalah dengan
mencelupkan atau penyemprotan puling susu dengan obat pembasmi hama
yang langsung seketlka setelah pemerahan susu {Jones, 1998). Sejumlah
produk cbat pembasmi hama yang tersedia dan baik adalah hipokiont, iodophor
dan chlorhexidine. Penyuci hamaan puting susu  sangal mengurangi
pencemaran bersifat sisa dan lebih penting lagi mendorong penyembuhan
puting susu yang sakit dan luka dan juga mencagah pertumbuhan patogen di
dalem saluran puting susu. Praktek seperti mencuci ambing dengan obat
pembasmi  hama, pembilasan peralatan pemerahan  susu, pembiasan
punggung akan juga mengurangl paparan fetapr efeknya lebih kecil dibanding
puling susu  yang dicelupkan sebab tidak mempengaruhi  kolonisasi

mikroorganisme pada puting susu dan saluran. Unfuk memelihara pada

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



21

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

paparan fingkat rendah adatah paling utama dan dapat dicapai dengan
memelihara kulit puting susu sehat dan menghindari hal yang menyebabkan
luka puting (Jones, 1998).

Adanya perighanan tidak spesifik yang disajikan oleh sistem kompleks
biokimiawi yang mencakup enzim dan unsur susu vang lain merupakan
pelengkap pertahanan seluter dan humoral untuk mencegah terjadinya mastitis
(Nickerson, 1988); tetam jika terjadi kasus mastitis maka kesembuhan secara

spontan pada kasus mastitis jarang terjadi.

Gambar 2.3 Pengobatan mastitis pada sapi perah dengan sistem intra
Mammary (Pyorala, 2002)

Saluran puting susu yang sehat sangat efektif mencegah masuknya
patogen ke dalam ambing dan merupakan penghalang alami meiawan infeksi,

dan tidak hanya bertindak sebagai suatu penghalang fisik melawan penetrasi
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mikroorganisme tetapi  juga menghalangi pertumbuhan bakien dengan
pengeluaran zat dar lapisan saluran {Owens ef al, 2001). Penetrasi patogen
dapat terjadi pada waktu pemerahan susu, di d::‘;lam interval antara pemerahan
susu dan bahkan kelika sapi tidak menyusui. Jika patogen menembus pada
wakiu pemerahan susu, mereka mungkin dibilas ke luar namun jika tidak, infeks:
pada umumnya terjadi {Owens ef af., 2001}

Penggunaan antibiotika dalam pengchatzn mastitis terbukti merupakan
suafu kemajuean utama dalam pengendalian  mastitis pada =sapi perah.
Pembenan antibiotika melalul saluran puting susy ke dalam ambing adalah
suatu cara sederhana menangguiangi hampir semua kflinis mastitis dan dapat
menghapus infeksi (Owens ef af, 1988). Efektivitas antibiotika sebagian
tergantung pada kepekaan patogen terhadap antibictika dan juga kepada
khasiat antibiotika. Khasiat antibictika dipengaruhi oleh penyerapan, distribusi,
metabolisme dan pengeluaran antibiotika dan susu.

Tidak ada antibiotika yang ideal untuk semua kondisi mastitis {dengan
kata lain: 'spektrum lebar') untuk digunakan pada sapi laktasi dan pada sapi
kering. Hampir semua pengobatan antibictika diberi tanpa pengetahuan tentang
agen patogen penyebab mastitis (Sawant, 2005).

Pengobatan antibiotika pada umumnya diberikan melalui saluran puting
susu tetapi ini harus dilaksanakan secara hati-hati dengan membersibkan mulut
puting susu dengan suatu kain yang mengandung disinfektan. Pengocbatan
mastitis dapat dilakukan dengan 2 atau 3 suntikan dengan inferval 24 jam, dan

menolak susu dan sapi kurang 2 hari setefah pengobatan yang terakhir untuk
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menghindan pencemaran antibiotika pada susu yang dihasilkannya (Owens and

Nickersorn, 1980}

2.1.4 Proses Terjadinya Mastitis

Infeksi kelenjar susu dapat terjadi dengan beberapa tahap antara lain
yang penting adzalah: kulit puting susu dapat diceman oleh patogen, patogen
dapat menembus saluran puting susu, infeksi dan peradangan terjadi pada
saluran pufing dan kelenjar susu (gambar 2.4){Jones, 1998).

Semua ambing sapi persh yang secara terus menerus terpapar cleh
patogen dapat mengalami masiitis. Puting susu sapi yang terpapar dengan
Staphviococcus  awreus,  Strepfococcus  agalactiae  dan  Strepiococcus
dysgafactiae akan mudah terkena infeksi ketika puting susu yang sakit dan luka
pada saluran puting susu dikolonisasi oleh patogen, atau pada sapi perah yang
berbaring pada alas tidur yang diceman patogen (Owens ef al, 2001).
Adakalanya paparan azkan meningkat oleh peralatan pemerahan susu yang
kurang bersih atau melalui pencucian ambing dengan air yang tercemar bakteri.
Hzal ini dapat dihindan dengan metode sederhana yaitu membersihkan peralatan

secara higienis.
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Fputeliad ool

Gambar 2.4 Proses terjadinya mastitis pada kelenjar susu sapi perah
Keterangan: A Bakieri melewati saluran puiing dan memasuki giandula sislerna. B
Bakteri melekal pada sel epiel, C. Toksin yang diproduksi baktedi menyebabkan
peningkalan permiabitas pembulub darah. O, PMN bergerak dari pembuluh darah
menuju aveclus untuk menetralisir bakien.
(Zdanowicz, 2002)
2.1.5 Tinjauan Sistem Imun Hospes Terhadap Mastitis

Dalam rangka mengurang: resiko lebib fanjut Staphylococcal mastilis di
perfukan pendekatan multidisiplin, termasuk pendekatan imunogenetik.

Pengetahuan yang dikombinasikan antara imunclogi, genetika, can
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epidemiologi populast saat ini cenderung pada strategi pembuatan vaksin baru
atau pemiiihan azas keturunan untuk meningkatkan kemampuan reaksi imun
dan meningkatkan kekebalan terhadap penyakit (Mallard and Bamum, 19893).
Perkembangan pengetahuan sistem imun pada sapi perah saat ini digunakan
untuk menghasilkan waksin  baru. Pengetahuan memfokuskan pada
pemaharman  imunoclogi yang relevan untuk  mastitis yanp disebabkan
Staphylococcus aureus, penanda genetik yang bersifat prediksi untuk penyakit
i, dan bagaimana cara terbaik untuk meningkatkan kesehatan ambing,

merupakan hal yang perdu dilakukan (Zadock, 2002},

2.1.5.1 Sifat alami Sistem Kekebalan Hospes

Pertahanan dan kelenjar susu dalam melawan patogen penyebab
mastitis dilakukan dengan berbagai cara antara lain secara fisik anatomis,
seluler dan faktor protektif yang tertarut (Sordillo et af, 1895), dan padindungan
dan penyakit infeksi yang diatur oleh kedua komponen sistem imun yaitu
nonspesific  {bawaan) dan  spesfic (peroiehan). Mekanisme kekebaian
nonspecific mengacu pada anatomis, fisiologis. dan penghalang pertahanan
yang bertindak sebagai suatu garis pertahanan pertama {Craven and Anderson,
1984). i dalam kelenjar susu sapi perah saluran puting susu bertindak sebagai
peftahanan mekanik dan penghalang kimia, dengan otot sphfmcter berfungs
untuk menutup mull puting susu dan keratin sebagai suatu agen antimikrobial
{Craven and Anderson, 1984). Antibakienal penting Jainnya dari unsur

nonspesific  yang berasal dari  kelenjar susu  meliputi  factoperoxidase,
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thiocyanafe, sistem hidrogen peroksida, factoferiin, fysozyme dan kompleman
{Sordilo et afl, 1995), Lysczyme dan komplemen sering benindak secara
sinergis pada lisis dinding sel bakten (Trinidad ef af, 1990). Sebagai tambahan
untuk mernudahkan sel bakten lisis dan tulangnya antigen, pengaktifan sistem
komplamen memperkuat respon  keradangan  dengan meningkatkan
permiabiltas vaskuler dan menark sel fagosit seperti neutrofil dan makrofag
meiakukan chemotaxis. Koemplemen juga berfungsi membantu peningkatan
fagositosis mantel hakteri dan patogen lainnya dengan suatu opsonin utama
yang disebut C3b, yang mempunyai reseptar pada neutrofil dan makrofag.
Pentingnya komplemen di dalam kelenjar susu pemah menjadi kontroversi,
bagaimanapun pada kolostrum, sel somatik pada susu sehat dan susu mastilis,
aktivitasnya bakterisidal bersifat freaf-fabife, hal ini menunjukkan bahwa
komplemen mungkin dilibatkan (Guidry ef al., 19943,

Mekanisme imun spesifik dimediasi oleh limfosit T dan 8 yvang memilik,
mengenali dan mengelminasi antigen asing. Berbeda dengan mekanisme
kekebatan bawaan, imunitas perclehan memperiihatkan keaneka ragaman luar
biasa, spesifisitas  yang btnggi, mempunyai suatu  kemampuan dapat
membedakan sel hospes dan sel asing, dan memori terhadap patogen yang
pernah dikenali. Walaupun mekanisme kekebalan non spesifik atau spesiik
mendominasi berbagat tahap infeksi, dua aspek sistem imun ini adalah saling
terganiung dan pada umumnya bertindak bersama-sama untuk mengatasi
infeksi. Sebagai contoh sel fagesit seperti makrofag teribat dalam pengaktifan

tmunitas seluter spesifik dan humoral (Sears and Belschner, 1998). Dalam
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proses fagositosis, makrofag memproses antigen asing  dan mengeluarkan
peptide pada  pemmukaan sel mergka bersama dengan molekul major
histocompatibifity (MHC). MHC-PEFTIDE vang kompleks ketika secara rninci
dikenali oleh T-Cells menyebabkan pengaktifan seluler, prolferasi, dan
pelepasan soluble rmediators (imtedeuking) yang meningkatkan respon
keradangan {Pankey, 1980} Pada gilrannya mekanisme respon imun spesifik
akan mengatur intensitas respon keradangan.

Respon keradangan di dalam ambing diaktifkan oleh kerusakan jaringan
yang disebabkan oleh trauma fisik atau oleh invasi patogen. Gejala keradangan
kelenjar susu yang utama meliputi peningkatan aliran darah, meningkatnya
permiabilitas Kapiler, dan peningkatan antibodi dan sel fagosit. Kenaikan suptai
darah di sekitar faringan disebabkan oleh konstriksi pembuluh darah yang
membawa darah menjauh dan area yang terkena infeksi (Hockett et ai., 2000).
Kapiler yang mengembang yang berigi cairan dan sel dapat menyebabkan
temperatur meningkat, merah, dan edema seperti yang terjadi pada mastitis.
Peningkatan permiabilitas kapiler mendorong migrasi leukosit ke dalam
jaringan ambing. Mediator kimia berasal dari sel darah putih (leukosit) dan
mikroorganmsme mvasi dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan mengurangi
produksi susu kecuali fika infeksi dan peradangan dapat dengan cepat
disembuhkan.

Kemampuan hospes untuk mengeliminas suatu infeksi dan peradangan
oleh bakteri, sebelum tferjadi kerusakan jaringan yang parah tergantung

sebagian besar pada perekrutan yang efisien neutrofil, makrofag, dan limfosit ke
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lokasi radang. Ketiga jenis sel tersebut adaiah sel anggota somatic cell count
{SCC} yang merupakan komponen normal dari sekresi ketenjar susu pada
seéMmua tahap laktasi. invasi bakteri diikuti oleh masuknya banyak sel, tefutama
neutrofil ke dalam kelenjar susu. Fungsi neutrofif adalah umtuk mencema
(phagocytose) dan kemudian membunuh mikroorganisme invasi tersebut
(Maliard and Bamum, 1993). Artimikroba peptida dapat diisolasi dari neutrofil
yang disebut defensins yang cocok untuk Gram positif dan Gram negatif yang
ditemukan dar kasus mastitis. Kemampuan fagositik dan membunuh bakter
termasuk  Staphylococcus aureus, secara genetik direguiasi dan dipengaruhi
oleh gen MHC. Faktor tersebut yang dikombinasi dengan adanya kasein susu
dan {emak susu dapat membantu aktivitas fagositosis.

Makrofag adalah sel fagosit yang utarmna dalam susu normat dan sebagai
konsekuensinya adalah sel yang pertama yang menghadapi bakteri (Mallard
and Bamum, 1993). Mzkrofag dalam kelenjar susu sering dianggap kurang
penting dibanding neutrofit sebab makrofag pada umumnya berisi  sejumtah
lemak yang cenderung untuk merusak kemampuan fagositosis (Matthews ef al.,
1994). Makrofag melepaskan faktor penting, seperti intereukin-8 (IL-8), yang
merupakan chemotactic untuk neutrofl. Makrofag juga berfungsi menambah
imunitas dengan mengolah antigen virus dan bakteri ke limfosit T bersama-
sama dengan gen MHC Class [ atau il Peran makrofag adalah menambah
fungsi limfosit spesifik dalam mediasi imunitas (seluler dan humoral).

Limfosit meliputi kira-kira 10% dari leukosit kelenjar susu, dimana T-Cells

sekitar 50% dan 8-Celfs 20%. B-Celfs mengeluarkan antibodi (imunaglobulin)
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dan berbagai interleukin yang merupakan mediaior humoral imunitas spesifik. T-
Cells, pada sisi {ain menengahi imunitas seluler dengan bertindak sebagai sel
cytotoxic agresif atau untuk membantu ke arah Iain sel leukosit. Ada tiga jenis
sel T-Helper tetah dikenall pada tikus dan manusia (TH-1, TH-2, To) (Sordilic et
al, 1995} Masing-masing subset T-Helper ini melepaskan cyfokines berbeda.
T-Helper 7 cenderung untuk menghasilkan gamma-inlerferon dan IL-2 yang
meningkatkan imunitas seluler; sedangkan sel T-Hefper 2 cenderung untuk
menghasilkan L4, IL-5, 1L-6, dan {L-10 yang meningkatkan respon antibodi
(Sordiflo ef al, 1995). Buktl terbaru menyatakan bahwa ada suatu imbangan
dinamis antara respon anfibody-mediated dan cei-mediated dan
mempenganshi Klinis penyakit, dan keseimbangannya diatur oleh subsets
imfosit T {Mallard and Barmum, 1993). Walaupun subset T-Cefl ni belum
teridentifikasi dalam kelenjar susu, jenis cytokine yang dilepaskan oleh sel 7-
Helper tidak diragukan dalam mempengarubi  keradangan. Secara umim,
relatif sedikit diketahui peran 7-Celfs pada respon imun terhadap antigen
Staphylococcus aureus, tetapi T-Ceffls dari keienjar susu pada sapi perah
cenderung lebih sedikit merespon antigen bakteri dan mitogens dibanding
limfosit dan darah (Craven and Anderson, 1984). Memori imunitas T-Ceffs
mempunyai peran penting karena dalam hitungan detik dapat mengenal antigen
asing dan melakukan langkah-langkah berikutnya ke antigen asing tersebut,
Limfosit T dapat juga menjadi non-spesifik yang dirangsang oleh antigen
khusus, melaiui mekanisme baru  crosslink antar variabel dan reseptor untuk

antigen ({reseptor antigen T-Cell, TcR) dengan moiekul MHC Cias #f pada
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antigen presenting cefls {Mallard and Bamum, 1993). Antigen ini disebut
superantigens sebab merupakan stimulator yang sangat kuat terhadap semua
subtipe T-Cefl di berbagai jenis hewan. Superantigens berbeda dari yang
mitogen. Banyak molekul yang berbeda dapat bartindak sebagai superantigens,
tetapi prototipe superantigen adalah staphylococcal enterctoxin (SE) B yang
diproduksi o©leh Staphylococcus aureus dan  Strepfococcus  pyocgenes
(Shihabara and Nakamura, 1999). Beberapa SE yang berbeda yang berhasil
diidentifikasi sebagai superantigens telah ditemukan seperti ( SEA, SEB, SEC,
SED, SEE, dan TSST-1) (Sordilo et al, 1985). Walaupun superantigens
dipertimbangkan sebagai faktor penting dalam patogenesis penyakit, sebagian
besar dipelajan tentang efeknya yang tepat pada sistem imun. Pertatian antara
moleku! MHC pada fimfosit B dan reseptor sel T-cytotoxic oleh Staphylococcus
aureus exotoxing dapat mendorong kearah penghancuran B-Celfs. Tetapi jika
sel T-Heiper diaktifkan oleh toksin dapat mendorong kearah pengaktifan B-cells
dengan pengeluaran secara besar antibodi non spesifik (Sordillo ef af, 1995}
Pengaktifan non spesifik B-Ceils dan T-Cefis merupakan suatu strategi yang
bermanfaat bagi mikro organisma penyebab infeksi untuk melemabkan
imunitas  spesifik hospes. Superantigens telah pula dikenal menyebabkan
makrofag manusia untuk melepaskan IL-1 dan tumor necrosis factor-alpha
(Shihabara and Nakamura, 1999). Fakior ini berkontribusi terhadap terjadinya
shock-like symptom dan imunosuppresion yang terkait dengan superantigens.
Selama infeksi pada kelenjar susu sejumiah exotoxins penting diproduksi oleh

Staphylococcus aureus antara lain afpha, beta, delfa, gamma-toxins dan
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levcocidin. Beberapa sifat dan toksin tersebut mirip dengan SE toxins, tetapr
kemampuannya bertindak sebagai superantigens belum terbukt.

immunoglobwtin yang dikeluarkan dari  limfosit B dewasa (sel plasma}
adaiah merupakan faktor penting untuk mengendaiikan mastitis karena antibodi
spesifik diarahkan melawan bakteri penyebab masfitis (Maliard and Barnum.
1983). Isotipe immunoglobulin yang ditemukan pada susu dan kolostrum
meliputi 1gG1, 19G2. IgM, dan IgA. Immunoglobulin yang diproduksi di dalam
kelenjar susu adalah igM dan IgA, sedangkan yang dan darah ke dalam sekresi
susu adalah igG1 dan g2,

Fungsi utama immunoglobulin  adalah  opsonisasi  bakteri  untuk
meningkatkan fagosiosis, tetapi antibodi juga berfungsi untuk mengurangi
multiplikasi bakteri, menetralkan foksin yang dihasilkan, dan menghalangi
adhesi baktert ke epithelium kelenjar susu f(Sears and Belschner. 1998).
Konsentrasi immunoglobulin meningkat sejalan dengan involusi kelenjar susu
dan konsentrasi puncak tercapai pada kelenjar susu yann involusi total dan i

dafam kofostrum.

2.1.5.2 Keradangan pada Kelenjar Susu Sapi Perah

Pertahanan alami dari kelenjar susu sapi perah secara terus menerus
dihadapkan pada paparan bakteri dari kondisi sekitarnya, Patogen jika berhasit
penetrasi ke dalam kelen@ar susu maka sistem imun bawaan dan perolehan
akan berusaha mencegah infeksi sebelum kerusakan yang serius terjadi pada

kelenjar susu. Selanjutnya diawali dengan karakterisasi reaksi keradangan akut
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yang didominasi rekruitrmen neutrofl kedalam sel sekresi kelenmjar susu.
Keadaan tersebut menyebabkan peningkatan SCC (Green, 2003).

Tanda awal keradangan memicyu keradangan akut dalam kelenjar susu
sangat bervariasi. Beberapa mediator kimiawi dilepaskan dalam beberapa jam
setelah infeksi dan termasuk fraksi komplemen, prostaglandin, platefet
activating factor, dan sitokin fase akut seperti IL 1, TNF-a dan IL-8 (Riollet ef a/,
2000). Senyawa kimiawi tersebut dikeluarkan ofeh leukosit dalam susu atau
epitel sel kelenjar susu dalam merespon adanya produk bakteri dan merupakan
sistem pertahanan hospes dalam melawan pafogen {Green, 2003).

Langkah awal dalam melibatkan leukosit adalsh kontak awal dan
hifangriya interaksi antara leukosit dalam aliran darah dan sef endotelial dari
kapiler vena. Pengaturan ieukosit terhadap penembusan dinding pembuluh
darah dimediasi oleh anggota sefectin family (Green, 2003). Molekul yang
termasuk selectin family adalah heavily glycosylated dan rantai tunggal yang
terintegrasi dalam membran protein vaitu CD62F dan CDB2E keduanya ada
dalam sel endotel dan CD62L yang ada dafam leukosit. Seiama respon
keradangan, terjadi peningkatan ekspresi cyiokines oleh CD82P dan CDEZE
pada endotel yang berinteraksi dengan figand pada leukesit vang memfasilitasi
migrasinya leukosit. Neuirofil diaktivasi oleh cytokines atau chemoatiractants
yang dilepaskan CD82I. (Kishimoto &f af, 1989),

Invasi bakterial pada kelenjar susu menyebabkan dikeluarkannya
mediator keradangan dalam usaha untuk mengendalikan dan mengeliminasi

penyebab infeksi. Mediator keradangan termasuk di dalamnya adalah
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prostaglandins, histamine, fraksi komplemen dan acute fase cytokines seperti
[L-1. TNF-q, il-6 dan R-8 {Riocllet e af, 2000). Produk bioaktif tersebut
mempunyai efek pada jaringan lokal dan juga mengarahkan leukosi migrasi ke
jaringan yang mengatami keradangan (Riollet et af., 20003, dan berefek sistemik
seperti demam, hilangnya hambatan antara darah dan susu dan terjadinya
peningkatan pelepasan leukosit dan sumsum tulang (Green, 2003}

Tumor necrosis facfor-ar adalah mediator utama dalam merespon bakten
Gram negatif (Riollet ef af, 2000) dan juga berperan datam respon imun
bawaan ke agen infeksius lainnya. Tumor necrosis factor-a dapat dirangsang
sintesisnya dalam berbagai tipe sel seperti fibroblas, sel epitel, mast cefls,
reutrofid dan diproduksi secara masal oleh monosit — makrofag. Faktor
eksogenous dan endogenous yang diproduksi cleh bakteri, virus dan tumor
dapat merangsang sel umiuk memproduksi TNF-o (Wang and Tracey, 1599).
Lipopolysaccharide (LPS) adalah induksi vang klasik dalam sintesis TNF-g
dalam monosit dan makrofag melaiui CD14 yang merupakan sebuab reseptor
spesifik LPS (Wright ef al., 1990). Paape et af (2002) melaporkan adanya CD14
pada PMN dan makrofag dan kelenjar susu.

Aktivitas dari TNF-o dimediasi dengan meialui paling tidak dua tipe sel
permukaan reseptor yaidu tipe | (TNFRI) dan tipe Il (TNFRIll) yang ada pada
seluruh tipe sel (Hohman ef al., 1889). Kebanyakan aktivitas biologis dan TNF-g
adalah dimediasi oleh TNFRI (Espevik sf &, 1990) dan terkait dengan

peningkatan transknipsi gen target fertentu.
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Jika TNF-g diproduksi dalam jumiah yang sedikit, maka TNF-a berperan
secara {okal pada aktivasi sel endotelial dalam sistern pembuluh darah yang
memfasilitasi\ migrasi neuwtrofil, monosit dan limfosit. TNF-o menstimulasi
makrofag dan tipe sel lainnya untuk mensekresi chemokines yang berperan
dalam rekruitmen leukosit dan mengaktifkan |leukosit untuk membunuh agen
infeksius {Baggioni et af, 1997).

Jika TNF-a diproduksi dalam jumlah yang banyak, TNF-a dapat masuk
ke sistem sirkulasi dan mempunyai efek sistemik yang termasuk di dalamnya
adatah induksi demam dengan peningkatan sintesis  prostaglandin dalam
hypothalamus, merangsang makrofag dan sel endotel wvaskuler untuk
meningkatkan sekrest [L-1 dan IL-& dalam scute fase profeins (Bauman and
Gauldie, 1994). Peningkatan konsentrasi TNF-g dalam kelenjar susu yang
tennfeksl juga berkorelasi dengan meningkatan migrasi leukosit dari aliran
darah ke kelenjar susu {Pazpe et al, 2002). TNF-a jelasnya terkait dengan
keradangan akut, tetapi tidak terdeteksi dalarm susu sapi perah dengan kasus
masiitis kronik yang disebabkan Staphylococcus aureus (Roillet et af., 2000).

tnterleukin-1 adalah prolofipe cvickineg yang multi fungsi berperan hampir
di setiap tipe sel dan sering bersinergis dengan TNF-a {Dinarello, 1898}
Sumber utama dan iL-1 adalah makrofag vang diaktivasi, tetapi beberapa tipe
sel seperti sel epitel dan sel endotel dapat memproduksi L-1. Khusus untuk
kelenjar susu, sel epitel kelenjar susu dapat memproduksi IL-1 dengan
rangsangan LPS {Boudjellab ef af, 2000). Ada dua bentuk dan IL-1 yaitu {L-1a

dan IL-1§, tetapi aktivitas biclogisnya sama dan kebanyakan akfivitas IL-1 yang
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ditemukan dalam sirkuiasi darah adalah IL-18 (Baggioni ef af, 1987). Dua
membran resptor yang berbeda telah didentifikasi terkait dengan IL-1 yang
keduanya termasuk datam g supsrifamily yang merujuk reseptor lipe 1 dan tipe
il (Sims ei al., 1993).

Jika diproduksi dalam jumlah sedikit, IL1 beraksi secara iokal pada sel
endotelial untuk mempromosi koagulasi dan meningkatkan ekspresi molekul
permukaan yang memediasi adesi leukosit. IL-1 tidak secara langsung
mengaktivasi leukosit, tetapi menyebabkan makrofag dan sel endotelial
mensintesis chemokines yang mengaktifikan leukosit, Jika IL-1 disekresi ke
sirkulasi, IL-1 bergabung bersama THF-g menyebabkan demam, mensintesis
acirte fase proteins dan mengawal pembuangan hasil metabolik (Baggioni ef
al., 1997},

Interieukin-8 (IL-8) termasuk famili chemofune dari cytokines. 1L-8
dianggap sebagai fakior chemotaclic utama yang berpengaruh secara [angsuny
dalam rekruitmen neutrofil dan aktivasinya terfokus padz daerah radang (Harda
et al,, 1994). Monasit dan makrofag tampaknya merupakan sumber seiuler yang
pregominan dalam menghasilkan {L-& tetapi beberapa st seperti sel epitelial
dapat juga memproduksi chemokine (Eckmann ef af, 1553) Boukjellab et af
(20007 melaporkan produksi {L-8 oleh sl epitel kelenjar susu dengan stimulasi
LPS. Barber dan Yang (1998} mengindikasikan adanya aktivitas IL-§ dalam

sekresi susu dari sapi penderita mastitis klinis oleh Staphylococous aureus.
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2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram  positif dan termasuk
anggota famili Micrococcaceae yang patogen {Todar. 2002). berbentuk
menyerupai buah anggur (gambar 2.5). Todar (2002) menggambarkan dua
macam koloni dari staphylococei yang penting yaitu Staphylococcus aurcus
berwarna kuning dan Staphylococcus epidermydis berwama putih yang
keduanya merupakan spesies penting yang terkait dengan kesehatan manusia.
Staphylococcus aureus umumnya ditemukan pada saluran nafas dan mungkin
pada lokasi lainnya, sedangkan Staphylococcus epidermidis ditemukan di

permukaan kulit.

Gambar 2.5. Gambaran mikroskop elektron Staphylococcus aureus
{Todar, 2002)

Staphylococcus aureuys membentuk  koloni kuning agak besar pada
media kaya, sedangkan Staphyfococcus epiderridis mambentuk koloni putib
agak keci. Sifat Staphylococcus aureus sering hemolitik pada agar darah kelingi
dan Staphylococcus epidermidis bersifat non hemoiitik (table 2.1). Bakteri

Staphylococei besifat katalase positif dan oksidase negatif. Staphylococcus
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aurous dapat tumbuh pada suhu 15 sampai 45 © C dan pada konsentrasi Na Cl
sekitar 15 %. Hampir semua sfrain Staphylococcus auwreus menghasilkan
koagulase, sedangkan Staphylococcus epidermidis tfidak menghasikan

koagulase (Todar, 2002).

11 Wy ﬂ!'l.l'";

Gambar 2.6 Proses pembelahan Staphylococcus aureus
Keterangan  Staphylococcus aureus yang mengalami pembelahan yang sempuama.
(W) bentukan dinding sel baru yang dapat dibedakan dengan dinding sel lama W,.
{Chr) kromosom yang tampak . {M) cytoplasmic membranous bodies
(Navarme and Schneewind, 1999)

Staphylococei berbentuk bulat dengan diameter sekitar 1 rmkrometer.
Bakteri turmbuh dalam gerombolan yang disebabkan staphylococci membelah
diri dalam dua tempat pembelahan {(gambar 2.6} Bentuk kokus dapat

dibedakan antara Staphylococei dengan Streptococci yang mempunyai bentuk
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mirip dengan rantai. Hal ini disebabkan Strepfococci hanya mempunyai satu
tempat pembelahan,  Uji katalase juga merupakan bal penting untuk
membedakan dar keiompok Streptococci. dimana Strepltococcs adalah katalase
negatif. Uji ini dilakukan dengan penambahan hydrogen peroksida 3% ke koloni
dalam media agar.. Katatase positif ditandai dengan kefuamya gelembung gas
O3 (Tedar, 2002). Uiji katalase jangan diizkukan dalam media agar darah sebab

darah mengandung enzim katalase.

Tabel 2.1 Differensiasi Genus Staphylococcus yang bersifat zoonosis

Uji 1S aureus S. sapraphyticus | S. epidemmidis
Katalase + + +

" Fermentasi MSA + | -

T Gram + - +
Hemgctisis B + - -
Koagulase + - -

Mylotte (2003}

Staphylococcus aureus sering menyebabkan mastitis pada sapi perah
{Akineden et &/, 2001). Bakteri ini juga merupakan penyebab ganoguan kulit dan
jaringan lunak {Lowy, 1998), beberapz infeksi termasuk di dalamya bacteriemia;
endocarditis; sepsis, dan toxic-shock syndrome (T35) pada manusia.
Stephylococcus aureus juga penyebab food poisoning yang menyebabkan
muntah dan atau diarrhea melalui pengeluaran enferafoxin ke makanan {Todar,

2002).
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2.2.1 Faktor Virulensi Staphylococcus aureus

Menurut landoio  {1989) faktor  viralensi Staphylococcus aureus
merupakan multifaktior. Masing-masing faktor virulensi berperan penting dalam
tahap vang berbeda pada proses infeksi. Pada tahap proses infeksi yang dint,
faktor yang terkait dalam penempelan bakter ke sel hospes atau matrik ekstra
seluler dianggap merupakan faktor penting. sementara fakior yang terkait
dengan invasi dan penyvebaran ke mekanisme pertahanan hospes belum
berperan. Lebih dari 40 ekstra seluler dan celf-surface assosialed proteins telah
didentifikasi yang terkait dengan faktor virulensi (lampiran 1 dan 2}

Berdasarkan pada aktivitas biologisnya. faktor virulensi dapat dibagi
menjadi tiga fungsi yaitu a). berperan sebagai medistor adhesi bakten ke saf
atau jaringan hospes, b). mempromosi invasi dan penyebaran bakteri, c).
memproteksi bakteri dari sistem pertahanan hospes. Beberapa fakior virndensi
mempunyai lebin darn satu fungsi seperti o-hemelysin dan Protein pengikat
fibinogen. a-hemolysin mempunyai kemampuan untuk mempromosi invasi
bakteri dengan menghancurkan sel janngan, mempromosi bakter tahan
terhadap monosit dan neutrofil serta mampu sebagai imune escape facior
(Bhakdi and Tranum-Jensen, 1991). Protein pengikat  fibrinogen dapat
merangsang penempelan bakteri ke permukaan sel hospes dan juga berfungst
sebagai imune prolection factor melalui pembungkusan bakied dengan
fibrinogen yang larut ar (Wann ef af, 2000).

Berdasarkan macamnya faktor virulensi melipuni faktor permukaan

bakteri {protein, dinding sel peptidogfycan, kapsul polisakarida, protein Aj);
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enzim hidrolisis (nucfeases. fhyaluronidase. protases dan colfagenase) yang
fungst utamanya adalah mengubah jaringan lokal menjadi nutrisi untuk
kebutuhan bakteri faktor biokimia yang dapat meningkatkan kemampuan
intraseluler (carctenoids, produksi katalase); resistensi terhadap antibictika (/7

lfactarmases dan penicilin binding protains). (gambar 2.7) (Lowy, 1998).

L] taew fadier R T T I

Loy , Bty desnidip .

Gambar 2.7 Fakior virulensi yang dipunyai oleh Staphylococcus aureus
{Lowy, 1998)

Toksin  Staphylococcus  aureus dapat  dikelompokkan berdasarkan
mekamsme aksinya termasuk  oyfotoxing, seperh w dan Soxms, dan uga
pyrogenic toxins seperti exotoxins A & B yang menyebabkan hemolisis dikuti
dengan demam; Toxic-shock syndrome foxin-1 (TSST-1) yang juga exotoxmns
dan lebih dekat katannya dengan enterotoxins (SEA, SEB, SECn, SED, SEE,

SEG, SEH dan SED, berfungs: sebagai superantigen yang menyebabkan
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proliferasi sel-T dan pengeluaran cytokine dan berakibat adanya foxic shock
syndrome dan keracunan miakanan yang kiasik. Toksin exfoliative merupakan
toksin gpidermolytic (ETY A dan B yang menvebabkan sfaphylococcal scalded-
skin syndmome { Lowy, 1998; Dinges, 2000, Sutra & Poutrel, 1994).

Faktor permukazan merupakan hal utama dan Staphylococcus aureus
sebagai bahan mempromosi kolonisasi ke janngan hospes, bal ini didasarkan
bahwa bahan ini diekspresikan pertama kali pada saat fase pertumbuhan
eksponensial {Lowy, 1998} Beberapa profein permukaan menampakkan sifat
adhesive yvang disebabkan ligand-binding domains seperti protein A, yang
mempunyai sifat anti-fagosit yang didasarkan atas kemampuan unfuk mengikat
regio Fc pada lg G dan leukosit polymorphonuciear. Secara struktural dan
fungsional protein ini termasuk MSCRAMMSs yang termasuk di dalamnya adaiah
fibronectin dan colffagen-binding protein (Foster & MCDevilt, 1984), dan juga
clumping factor vang merupakan protein berfungsi mengikat fibrin dan
mempromost terbentuknya gumpalan darah pada janngan traurmatik (Todar,
2002).

Setelah teriadi kolonisasi, Sfaphylococcus aureus menginvasi jaringan
yang dimediasi cieh beberapa bahan ekstra selluler dan celf-associated
profeins, termasuk a - toxing dan haemolysins (3, y. &) yang menyebabkan fysis
pada ertrosit dan leukosit bersama dengan feukocidin dan feukoloxin yang
berakibat terjadinya abses dan septic shock {gambar 2.8), Patogenesis kondisi
ini disebabkan oleh kemampuan toksin untuk menghancurkan sel eukaryotik.

Pada epitel paru-pary, pembengkaan osmotik menyebabkan pecahnya
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integritas sel dengan efek meningkatkan permiabilitas pembuluh darah. Efek
pada hospes adalah odema paru-paru atau sindroma stress pemafasan pada
orang dewasa. Produksi haemolytic pore-forming & pro-inflamalory toxins,
pyrogenic-toxing atau exfoliative toxing memudahkan Staphylococcus aureus
urtuk menyebar ke jaringan sekitarnya dan foksin ini cenderung dipreduksi

selama fase stasioner infeksi {Dinges, 2000; Lowy, 1998).

r -——

Gambar 2.8 Patogenesis infeksi oleh Staphylococcus aureus
(Lowy, 1998)

Patologi anatomi dari penyakit Staphyfococcus aureus adalah sangat
bervanasi tergantung dan peran faktor virulensi. Pada endocanditis dengan tikus
sebagai model, Protein pengikat fbronectin (Schenning et al 1993), kapsui

polisakarida (Lee et af, 1997), clumping factor (Moreillon &t al., 1995) dan
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colfagen adhesin {Heinz el al, 1996) merypakan faktor penting untuk
patogenesis. Pada infeksi luka dengan tikus sebagai model ditemukan bahwa
protein pengikat fibnnogen sebagai fakior yang perting (Palma ef al., 1996),
Pada model munine soptic arthntis yang terbukti berperan penting adalah
kolagen adhesin {Patti et al., 1994) dan kapsul polisakanda {Nilsson et al.,
1997).

Gen penting untuk mempertahankan dif in vivo telah diindentifikasi
dengan menggunakan signature-tagged mutagenesis {STM) dan in vivo
expression technofogy (IVET). Mayoritas gen dengan STM tendentifikasi
sebagal penyandi protein yang terkait dengan fungsi di dalam sel bakien seperti
transportasi, penyedia energi, metabolisme dan biosintesis asam amino.
Pengagunaan IVET berhasil mengidentifikasi tiga faktor vimlensi yaitu gen
penyandi accesory gene regufator (agrA), glyserol ester hydrolase (geh), dan
tipe § kapsul poliszkarida (cap8) (Lowe et af., 1898),

Dapat disimpulkan bahwa patogenesis penyakit oleh Staphylfococcus
aureus adalah komplek dan multifaktorial (Todar, 2002). Dalam penelitiannya
Wisell (2000) melaporkan bahwa kebanyzkan strain rmutant yang kehilangan
satu toksin mengaiami perubahan yang sedikit pada tingkat virulensinya dan
tetap patogen pada hewan coba. Sedangkan strain yang msak global regulatory
systems nya berdampak pada ekspresi faktor virulensinya yang mengakibatkan

penurunan virulensi pada hewan coba.
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2.2.2 Ekspresi dan Regutasi dari Faktor Virulensi

Potensi  Staphviococcus aureus dalam menimbulkan infeksi dapat
dikaitkan dengan koordinasi reguiasi faktor wirulensi. Pada awal infeksi
Staphylococcus aureus, faktor virulensi diekspresikan untuk adhesi pada sel
hospes dan terjadi kolonisasi. Faktor virulensi tu adalah kolagen, fibronectin
aghesin dan protein A. Pada saat jumlah bakteri di jarngan yang terinfeksi
sudah banyak, ekspresi protein permukaan ditekan dan ekspresi exoprofein
ditingkatkan. Hal ini terkait dengan regulasi gen-gen yang mengkoordinas
beberapa kelompok gen dan disebut giobal reguiatory genes. Karakierisasi
utamanya adalah oleh dua pleiofropicafly acting reguiatory yary agr faccessory
gene regulator) dan Sar {stephylococcal accessory regulator;. QOperon agr
menyandi produksi beberapa protein yang berperan dalam signal fransduction
pathway yang menghasilkan peningkatan regulasi dar gen exoprofein dan
penurunan dan gen protein penmukaan {Rechtin, 1998},

Regulasi praduksi toksin telah dipelajan lebih lanjut tentang pengaruh
ingkungan terhadap ekspresi dan o-haemolysin yang ekspresinya sangat
tergantung suhu, Telah dipelajan puls bahwa Sar juga memproduksi aclive
serine proteases yang penting daiam pengaturan tingkat a-haemofysin juga
protein pengikat fbronectin. Disimpulkan bahwa tingkat aerasi yang tlinggi
diperiukan untuk peningkatan ekspresi o-faemolysin dan protein pengikat
fironectin dan juga konsentrasi garam yang tinggi berakibat penurunan

ekspresi a-fraemolysin dan protein pengikat fibronectin. Hal ini menggambarkan
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koleni Staphylococcus aureus tidak berbahaya pada kuilit dan hidung yang
disebabkan penghentian produksi e-haemolysin, enterotoxin C, ET-A dan
Protein A (Chefn and Cheung, 1986},

Staphylococcus aureus menjadi baklten yang penting disebabkan oleh
kemampuannya menghadapi sistim imun darn hospes maupun pengobatan
antibiotka. Pada kasus preumonta. kolonisast dilakukan oleh bakteri dengan
bantuan protein adhesin dan enzim ekstraseluler seperll Byaluronidases,
proteases, coflagenases vyang memfasilitasi terjadinya invasi. Bakteri
menghindari fagositosis dengan mengekspresikan koagulase, feukooidin,
haemolysins, katalase dan menzhan respon imun dengan beberapa vanasi
antigenic yang merangsang luka lanjutan melalui cyfofoxins. Proses serupa
dapat dilihat pada iuka operasi yang tergantung pada ekspresi temporal dan
faktor virulensi, (Tedar, 2002; Sheagren, 1984).

Sampai sekarang paling tidak telah diidentifikasi enam giobal regufatory
foci yaitu agr, sar A, sar H1, sae, rot dan 1 E3 (Coulter, ef ai, 1998). Dengan
menggunakan signature lagged mutagenesis (STM} teriihat beberapa gen
bertindak sebagai regultator dar fakior virulensi. Sfaphylococcal alternative
sigma factor, sB terkait dalam regulasi fakor-faktor virulensi baik secara
langsung feea dan off A) (Nichokas ef a2f., 1999} atau melalui reguiasi sarA dan
sar AT,

Agr locus semula didertifikasi sebagai chromosom Tn 551 dengan
ekspresi peningkatan sekresi toksin dan enzim seperti a-hemolysin dan

proteases, dan penurunan koagulase, protein A dan celf wall associated
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proteins (Morfeldt ef &/, 1996). Locus terdini dari dua unit transkripsionat; a)
untuk penvandi gen agr B, D, C dan A, dan b) untuk regulasi molekul RNA 1L
Gen agr A dan C adalah homolog terhadap protein yang terkait dengan respone
regulaltors dan histidine protein kinase sensor yang merupakan dua komponen
untuk sistem signal transduksi. Membran yang ditempati agr C diaktivasi
dengan octapeptide pheromone yang disandi oleh gen agr D dan dirancang
untuk auto inducing peptide (AIP) {Lina ef ai., 1998). Agr D dimodifikasi melalui

keterkattannya dengan protein agr B {Novick, 2000) {gambar 2.9).

Gambar 2.9 Sistem accessory geng requiator pada Staphylococcus avreus.
Keterangan - Operon P2 mengkode melaiuvi RNA | dengan mekanisme signal,
sedangkan transkrpsi operon P3 menggunakan RNA 1ll sebagai molekut efektor dan
kokus agr.
(Yarwood and Schlievert, 2003)

RNA It merangsang 16 gen penyandi toksin dan enzim dan menekan
tujueh gen penyandi surface assosialed prolein. Beberapa fekior virulensi ticdak

terpengaruh oleh agr seperti protein pengikat fibronsctin B {fmb B), clumping
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factor A { clf A) dan enterotoxin A {ent A) (Gillaspy, ef ef., 1997). Umumnya RNA
Il mengatur transkripsi mMRNA. Pengarub franskripsi langsung dari RNA I
terjadi pada promotor gen dan a-hemofysin (hia), é-hemnlysin {hlp), protein A
(spa), exfoffative toxin A (eta A) dan toxic shock syndrome foxin-1 (tst) {Chan
and Foster, 1298). RNA ill juga merupakan mRNA vang menyandi defta-
hemolysin (Aid){Janzon ef al., 19838},

Locus regulasi yang kedua dengan efek pada produksi gen virulensi telah
diidentifikasi oleh Cheung ef af (1992) adalah sar A, Mutart fenotipe dari sar A
menyebabkan peningkatan protease dan penurunan ekspresi cefl surface
protein (Chan and Foster, 1998). Sar A tidak mempunyai kesamaan dengan gen
regulalor lainnya, dan ditranskripsi dar tiga promotor {P1, P2 dan P3}. Promotor
P1 dan P2 dikenal sebagai vegefative sigma faclor, oA dan diekspresikan
umumnya pada fase pertumbuhan eksponensial yang awal, sedangkan P3
dikenal sebagai aftemalive sigma factor, o°° yang diekspresikan pada fase
pertumbuhan post eksponensial (Decra, ef al, 1997). Inaktivasi locus sar A
menyebabkan iemahnya virulensi bakter dalam beberapa hewan coba (Booth,

et af, 1997).

2.2.3 Pengaruh Faktor Lingkungan Terhadap Ekspresi Gen Penyandi
Faktor Virulensi

Beberapa faktor lingkungan mempengaruhi ekspresi darl exoprofein.
Glukosa telah mempertihatkan efek menekan pada produksi exoprotein

{(Coleman et al, 1989). Khususnya glukosa menekan transkripsi enterotoksin A
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dan € (Regassa et al 1992), a-hemolysin (Ohisen ef al, 1897; Chan and
Foster, 1998), TSST-1 dan protein A (Chan and Foster, 1998). Penekanan pada
agr fampak dengan glukosa pada pH di bawah 5,5 karena glukosa maupunt pH
5,5, tidak menekan agr jika berfungsi sendiri-sendiri, dan ekspresi agr maksimal
pada pH 7 sedangkan pH di atas 8 menekan ekspresi agr {Regassa ef ai,
1992).

Efek penambahan NaCl ke medium perumbubanan bakien juga
dipelajari. Beberapa toksin termasuk epierotoksin B dan C (Regassa and Betly,
1983), exfolaiive foxin A {etad) (Bischoff et af, 2001), a—-hemalysin (Chein and
Cheung, 1998), TSST-1{Chan and Foster, 1998) ditekan oleh NaCi dan juga
vroduksi proteir A {Chan and Foster, 19%8), sedangkan transkripsi sevine
protease dirangsang (Chein and Cheung, 1998},

Penambahan logam chelafor ke medium separti EDTA  dan
EGTA menuninkan ekspresi dan protein A tetapi meningkatkan ekspresi TSST-
t (Chan and Foster, 1898) dan efek ion iogam Mg 2+ pada ekspresi TSS7T-

1 masinh kontroversi.

2.3 Penggunaan Antibiotika di Bidang Peternakan

FPerkiraan yang tepat untuk mengestimasikan penggunaan antibiotika di
bidang peternakan adalah sulit, ha! ini disebabkan tidak adanya koleksi nasional
tentang penggunazn antbictika tersebut. Sebagai perbandingan tentang
penggunaan antibioctika di Amerika Serikat, hampir 80% pengunaan antibiotika

di bidang petemakan digunakan sebaga: konsentrasi subtherapeutic dengan

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



49
ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

perbandingan 70% digunakan sebagai pencegahan penyakit dan sisanya
sehbagai faktor pendorong pertumbuhan {Levy, 2002).

Ada figa kategori tfentang penggunazn antbiotika dalam bidang
kedokteran hewan vaitu sebagal pengobatan untuk mengatasi adanya penyakit,
digunakan sebagai pencegahan {prophyfactic) dalam resiko penyakit yang tinggi
dan sebagai pendorong peningkatan produksi hewan temak yang dikenal
sebagai subtherapeutic (McAllister ef af, 2001). Meskipun lama waktu
penggunaan berbeda antara {ujuan sebagal propfivlactic dan subtherapeulic,
jumlah antibiotika yang dipzkai umumnyz sama yaite 200 gram/ ton pakan
{Levy, 2002).

Keuntunigan dan penggunaan antibiolika untuk promos: periumbuhan
hewan digambarkan oleh Sawant {2003} sebagai berikut © 1) memperbaiki
pertumbuhan, 2) mangurangt resiko panyakit, 3) memperbaiki sistem digesti, 4)
untuk penggemukan hewan, dan 5} pengurangan waktu dan jumiah pakan
dalam mencapai berat badan ideal untuk dipotong.

Beberapa golongan antibictika disetujul penggunaannya dalan pakan
ternak termasuk di datamnya golongan betalaktam {penisilin, ampisilin,
cephafosporin},  colongan  tefrasiklin,  golongan  aminoglikosida,  golongan
makrolida {eritromi_sin} dan sulfomida. Kebanyakan golongan betalaktam
digunakan dalam pengobatan mastitis yang termasuk di dalamnya adalah
penisilin G, amoksisiiin, cloxaciiin dan hetacilin yang penggunaannya sebagai

preparat infra mammary (Sawant, 20054,
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Antibiotika lainnya yang sering digunakan dalam pengobatan mastitis
adalah eritromisin yang bisa digunakan dalam masa laktasi atau masa kering,
sementara tetrasiklin merupakan antiiotika penting vang digunakan dalam
peternakan sapi perah sebagai tambahan minuman pengganti susu untuk anak
sapi {Heinnchs ef al, 1995} yang berfungsi untuk meningkatkan pertambahan
berat badan anak sapi.  iLebih dan 80% peternakan sapi perah di Amerika
Serikat menggunakan antibiotika daiam minuman penggantt susu, dan
chlortetrasiklin dan oksitetrasiklin adalah paling banyvak digunakan sebagai

bagan antibiotika tambahannya,

2.3.1 Antibiotika Untuk Bakteri Gram positif.

Antibiotika betalaktam seperti penisilin, ampisdin dan cephalosponnes
sangat efektif terhadap staphylococor dan selalu dipakai sebagai obat pilthan
untuk melawan infeksi (tabel 2.2). Bakten Gram positif memprodukst dinding sel
luar tebal yang terdin dan peptdogivcan yang berguna untuk memproteksi
bakteri dan sistem pertahanan hospes yaitu sistem komplemen ataupun
kerusakan yang disebabkan tekanan osmotik. Karakierisiik dari strukiur cincin
antibiotika betalaktam adalah mengikal Penicifin binding Froteins {PBFS) yang
terkait dalam sintesis pepfidogfycan dan menyebabkan pencegahan sinlesis
dinding set. Resistensi terhadap betalaktam mungkin merupakan hasil dari
degradasi enzimatik dari cincin betalaktam cleh betalaktamase atau rendahnya

afinitas PBP.
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Tabel 2.2 Beberapa antibiofika yang efektf tethadap bakien Gram positif
{Medical Letter on Drugs and Therapeutics, 2000)

Agen Penyebab Pilihan Obat Utama Obat Alternatif
Enferococcus Benzylpenicitlin, Vancomycin+genta
Endocarditis amoxiciin+gentamicin, | micin, Sreptomycin,
Straptomycin Linezolid, Quinolone
Staphylococcus aureus | Benzylpenicilin, Cephalosporin,
Tidak memproduksi enzim phenoxymethiipeniciltin | Vancomycin,
penisilinase Eatromisin
Memproduksi enzim Flucioxacillir: Cephalosponn,
penisilinase Vancomycin,
Eritromisin
Resisten terhadap methisilin Vancomycin £ Co-trimoxazole,
gentamicin £ rifampicin Tetrasiklin,
Cuinolone,
. Rifampicin
Streptococcus pyogenes Benzyipenicillin, Eritromisin,
Grup &, Cdan G phenoxymethylpeniciliin, | Cephalosporin,
amoxicillin Vancomicin,
Clindamicin
Streptococcus Beanzylpenicilliry, Eritromisin,
Grup B amoxiciiin Cephalosporin,
Vancomigin
Streptococcus pneumoniae | Benzylpenicithn, Eritromisin,
phenoxymethylpenicillin, | Cephalosporin,
amoxicillin Vancomicin,
Rifampicin,
Cinolone

Tetrasiklin adalah sangat lebar daya kerja yang meliputi hampir semua

bakteri Gram positif dan Gram negatif yang pategen. Mekanisme kerjanya

melalut penghambatan sintesis protein bakteri (Tiay dan Rahardja, 1986),

eritromisin berkasiat bakleriostatik terutama terhadap Gram positif dengan

mekanisme kerja melalui penghambatan sintesis protein bakter (Tjay dan

Rahardja, 1986), dan ciproxin termasuk golangan flucroquinolones dengan daya
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kerja meliputi hampir semua bakler Gram positif dan Gram negatif yang
patogen dan mekanisme kerjanya melalui penghambatan dari ONA gyrase
bakten (Gesin, 2004},

Pada dasarmya mekanisme kerja antibiotika dibagi menjadi tiga {gambar
2.10)(Sawant, 2005} 1) Penghambatan biosintesis dinding sel Dinding sel
bakteri mengandung peplidoglycan, merupakan rantai peptida dan gfycan yang
secara  kovalent cressiinked.  Hubungan  tersebut  memerlukan  enzim
transpeptidase untuk merapatkannya (Walsh, 2000). Antibiotika betalaktam
(penisiin, ampisiin dan cephalosporing mengikat enzim fanspeptidase dan
menghambat sintesis dinding sel. Enzim transpeptidase disebut juga pemicilfin-
binding proteins (Walsh, 20007,

2} Penghambatan sintesis protein. Beberapa kelas antibictika mampu
untuk mempengaruhi sintesis protein dalam nbosom {Sawant, 2005). Ribosom
bakteri terdiri dari dua sub unit yaitu 505 dan 305 sub unit (Harms et a/,, 2003).
Antibiotika dapat manghambat sintesis protein dengan beberapa tipe antara lain
penghambat kode protein atau A-site. Tetrasiklin mengikat A-si#e yang berart
mencegah perpindahan tRNA (Harms et al, 2003), sedangkan ertromisin
mengikat polypeptide export tunnel dan meanghambat perpanjangan rantai poli
peptida (Sawant, 2005).

3} Penghambatan replikasi dan perbaikan DNA, Fluoroquinolones adalah
antibiotika sintesis yang membunuh bakterl melalui target enzim DNA gyrase

dan topoisomerase (Harmns et al, 2003} DNA gyrase adalah enzim yang
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bertanggungjawab untuk berhasiinya replikasi DNA Quinofones mengikat enzim

DNA gyrase sehingga replikasi DNA terganagu.

Cell wall bloss nthesin
Beta-Tactams
Gy copepiudes
(ephalipronns

Bacterial cell

DNA replication and repair
Hluorogu imaslones

Gambar 2.10 Mekanisme kerja beberapa antibiatika
{Sawant, 2003)

2.3.1.1 Antihiotika Betalaktam

Penisilin merupakan sebuah kelompok dari

e e A —— —

Protrin biosy nthesis
Macroluwlcs
Tetracvelines
Armpardy cosudes
,/ Onanohidiones

antibiotika glami dan

antibictika semisintetik yang mempunyai cincin betalaktam dan merupakan

bagian dari cincin thiazolodine {(Yao and Moellering, 1991). Aksi dar antibiotika

penisilin didasarkan pada kemampuan untuk menghambat sejumiah enzim dari

bakter yang dikenal sebagai penicifin binding proteins {(PBPs) yang esensial

untuk sintess peplidogivcan (Yao and Moellering, 1991}
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Antibiotika  betalakiam menghambat  pertumbuhan  bakieri melalui
blocking tahap awal pada sintesis dinding sel vang terkait secara cross-fingking
dengan polimer peptidogiycan oleh iranspeptidase {(gambar 2.11)(Sawant,
2005}. Polimer peptidoglycan adalah bahan yang penting pada dinding bakten
yang dibentuk dengan pengantian residu dan N-acelyiglucesamine dan -
acefyfmurarmic (Walsh, 2000).

Penisiin G dan V adalah antibiotka betalaktam periama yang
diperkenalkan dan efektif melawan bakteri Gram posilif, tetapi dalam beberapa
tahun setelah  dipasarkan, Staphylococcus  swreus yang menghasikan
penisilinase menampakkan resistensinya terhadap antibictika tersebut {Sawant,
20058). Penisiiin semi sintetik seperti ampisilin lebih efektif dibandingkan pensiiin
(Sawant, 20035}, tetapt tahun 1965 terdapat sebuah plasmd  bome
betalactamase (TEM-1) wyang bertangggung jawab atas  resistensi
Staphyfococcus aureus terhadap ampisilin, kemudian diikuti oleh SHV-1, TEM-
2, dan OXA-1 yang juga merupakan pfasmid home betalactamases secara
melias tersebar ke populasi bakten Pada awal 1870, penyandi gen AmpC beta
tacfamase dari kromosom pertama kali dilaporkan yang dapat menginaktifkan
ampisilin dengan cepat {(Livermore, 1905).

Cephalosporin merupakan sebuah kelompok antibiotika yang termasuk
derivat darn produk fermentasi dari jamur Cephalosporum (Yao and Moelleting,
1991). Struktur dar cephalosporin terdin dan sebuah cincin betalaktam yang

merupakan bagian dan cincin dihidrothiazine. Cephalosporin mengikat PBPs,
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berarti juga menghambat pembentukan sintesis peplidoglycan  untuk

pembentukan dinding bakteri {Tayior, 2001).
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Gambar 2.11 Penghambatan antibiotika betalaktam pada sintesis dinding sel
(Sawant, 2005)

Cephalosporin  sering diklasifikasikan berdasarkan gambaran uemum
aktivitas antibakierialnyz. Generasi pertama cephalosporin mempunyai aktivitas
yang sangat kuat terhadap Gram positif dan moderat aktivitas terhadap Gram

negatif {Tayior, 2001). Pengembangan cephalosponn yang dikombinasikan
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dengan ampisilin untuk mengimbangi enzim yang dihasilkan cieh bakteri seperti
staphviococcal penicilinase (Livermore, 1395), fetapi mempunyai kelemahan
untuk mengimbangi .enzim yang disandi AmpC dari kromosom dan enzim TEM
dan SHV dari plasmid.

Generasi kedua cephalosporin beraksi melawan betalaktamase tertentu
yang ditemukan dalam Gram negatif. Cephalosporin  seperti cefoxitime,
cefuroxime dan cefamandofe dapat mengimbangi enzim TEM-1 tetapi kurang
efeklive menghadapi enzim yang disandi dan kromosom seperti AmpC
betalactamase (Sawant, 2005},

Generasi ketiga cephalosgorn umumnya kurang efektif melawan Gram
positif yang berbentuk kokus (Taylor, 2001) tetapi lebih efektif melawan
enterobacteriaceae (Taylor, 2001} dan berfungsi secara efeklive menghadapi
enzim yang dihasilkan plasmid maupun yang dihasiltan kromosom (Sawant,

2005)

2.3.1.2 Antibiotika Makrolida dan Linkomisin

Kelompok  antibiotika  int terdiri  dari  eritromisin,  spiramisin - dan
tripleandomisin dengan rumus bangun serupa yaitu cincin lskion besar yang
mengikat satu atau lebih derivat gula. Linkomisin dan derivatnya klindamisin
secara kimiawi tidak berhubungan, tetapt mirip sekali aktivitas dan mekanisme
kernanya dan cara terjadinya resistensi, bahkan menunjukkan resistensi silang.
Dari antibiotika yang termasuk di dalam kelompok ini yang masih sering

digunakan adalah eritramisin dan klindamisin.
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Entromisin  dihasilkkan oleh Steptomyces erythreus dan  berkasiat
baktenostatik terhadap bakteri Gram positif dengan spektrum keranya mirip
penisilin (Tjay dan Rahadja, 1986). Dapat bhekerja sebagai bakterisida
tergantung dari dosis, penyebab infeksi dan lamanya kontak, Mekanisme
kerjanya melalui perintangan sintesis protein.

Eritrosin diurai oleh asam lambung, maka telah dibuat beberapa ester
vang tahan asam seperli stearat, estolat dan elilsuksinat. Ekskresi eritromisin
mirip dengan tetrasiklin tetapi lebih cepat dengan melalu feses, empedu dan

ginjal dalam bentuk yang inakiif.

2.3.1.3 Antibiotika Flucrogquinolone

Fluorocquinocfone adakah agen antimikrobial yang baru dalam penggunaan
klinis karena mekanisme Xerfanya langsung menghambat sintesis DNA
(Hooper, 2001). Penghambatan tampaknya terjadi oleh interaksi obat dengan
gugusan DNA vang menjadi target dua enzim yatu [ONA gyrase dan
topoisormerase (V. Enzim ini secara struktual terkait satu sama lainnya,
keduanya berbentuk tetramerk dengan pasangan dua subunit yang berbeda.
GyrA dan GyrB adalah subunit gari ONA gyrase dan homolpg dengan ParC dan
ParE yany merupakan subunit dari fopoisomerase V. Kedua enzim adalah
termasuk tipe 2 topoisomerase yang beraksi dengan mematahkan strand DNA,
melewati segmen lainnya dan menambal kembali patahan tersebut.  Untuk DNA
gyrase, lopoisormerization reaction menghasilkan DNWA  supercoifs  yang

bergkibat penghambatan inisiasi replikasi DNA. Untuk topoisomerase 1V,
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foporsgmenzation raction menghasilkan separasi inferdocking DMA yang
seharusnya berkembang dalam replikasi DNA {Mooper, 2001). Berkaitan
dengan kerja kedua enzim tersebut tampaknya fluoroquinolene menghambat
kerja enzim dan membentuk hambatan fisik dalarm gerakan RNA polymerase

dan ONA helicase yang ujungnya berakibat kematian sel (Willmott ef a/, 1994).

2.3.1.4 Antibiotika Tetrasiklin

Tetrasikiin _ menampakkan aktiftas yang berspektum luas dalam
melawan mikroorganisme patogen, dengan sifat diabsorbsi dengan baik, rendah
toksisitasnya dan relatf murah harganya (Moellering, 1880). Hal ini
menyebabkan penggunaan  antibintika tyang meluas  etrasikin untuk
pengobatan manusia maupun hewan dan juga digunakan sebagat bahan
tambahan dalam pakan hewan ternak dan hewan kesayangan {Michaiova et al,
2004). Tetrasiklin digunakan secara meluas dalam kedokteran hewan utamanya
untuk pengobatan penyakit gastrointestinal, pernafasan, infeksi kulii oleh
bakteri, saluran genito-urinary, infeksi sistemik dan sepsis (Prascott et &l 2000).

Tetraziklin dengan kadar di bawah dosis terapr sering digunakan sebagai
pakan tambahan yang berfungsi sebagai promosi perfumbuhan  dalam
peternakan sapi, babi domba dan ayam {Schwart et &/ 1928). Negara yang
termasuk Unt Eropa melarang penggunaan tetrasiklin sebaqgai faktor promosi
pertumbuhan dalam pakan hewan sejak tahun 1975 (Prescott ef al, 2000).

Tetrasiklin masuk melalui dinding baktert dengan difusi pasif dan melaiui

membran shoplama dangan preses yang membutubhkan sebuah  energi
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(Michalova ef af 2004) Aktifitas antibaktenal tetrasikiin terkait dengan
penghambiatan reversible pada siniesis protein. Pengikatan fetrasiklin ke
ribosom mencegah perlekatan aminoacyl-4RNA ke nbosom. Tetrasiklin mengikat
secara langsung 305-subunit protein 57 {Goldman et af, 1983) dan juga protein
ribosomal lainnya (S3, 514 dan $19) {Buck and Cooperman, 1990). Beberapa
dan 165-rRNA juga penting dalam pengikatan tetrasiklin ke nibosom (Michalova

et ai, 2004).

2.4 Resistensi Terhadap Antibiotika

Resistensi terhadap antibictika diantara bakteri patogen telah meningkat
dalam dekade terakhir ini. Kebanyakan terkait dengan a) penggunaan yang
berebihan; b) penggunaan antibiotika spektrum luas yang tidak terkontrol, ¢)
standar yang rendah untuk identifikasi bakier penvebab infeksi; d) adanya
transmisi dan strain yang resisten (Sawani, 20035).

Resistens! terhadap antibiciika dapat dipercleh secara intrinsik dan
secara perotehan. Resistensi intrinsik selalu ada dzlam suatu  bakten
(Thomsberry, 1921} sebagai contoh baktern Gram negatif resiten terhadap
cloxacilin dan vancomycin yang disebabkan karena dinding sel Gram negatif
dilapisi oleh membran luar fipoprofein-ipocaccharide-phospholipid  yang
mencegah dinding se! dar beberapa antbiotika dan enzim fysozyme.
Peningkatan gejala khnis yang nyata merupakan resistensi perolehan bakteri
yang sebelumnya sensitif menjadi resisten. Bakigri dapat mempercieh resitensi

melalui mutasi kromosom atau mendapat maten genetik seperti plasmid atau
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60

transposons yang mengandung gen resisten terhadap antibiotika. Perpindahan

plasmid resistensi dari mikroorganisme satu ke mikroorganisme lainnya dapat

menyebarkan resistensi secara luas. Perubahan pola resistensi dapat tenadi

satelah bakteri terpapar oleh antibiotika yang lama atau dapat muncui selama

pengobatan penyakit infeksi {Sawant, 2005).
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Gambar 2.12 Proses perpindahan gen resistensi terhadap antibiottka

{Walsh, 2000}
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Perpindahan gen honzonta! adalah mekanisme yang memungkinkan
bakter untuk menggunakan matern genatik secara bersama yang manyebabkan
perpindahan  resistens:  antibiotika meliputi  comyugation,  transduction  dan

transformation (Rice, 2000} {gambar 2.12}.

Gambar 2. 13 Perpindahan resistensi antibiotika pada bakter melaiui plasmid
Transfer resistens antibictka dan bakien sall ke lannya dapat menggunakan
perantara plasrmud bakiern. Yang termasuk mekanisme melalui plasmid bakteri
adatabh pompa aktf keluar enzim yang memodifikasi antibiotika dan enzim yang
mendegradasi antibictika (bentuk antibiotka digambarkan warna hijau kotak}.
{Khachatounans, 1398)
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Gambar 2.14 Resislensi antibiotika melalui mutasi kromosom dalam bakten
Mutasi kromosom dalam bakter dapat melakukan perubahan pada target
antibiolika dengan menolak untuk berikatan dengan antibiotika. Target tersebut
termasuk anfibiotic-binding profeins, Ribosome, RNA polymerase dan DNA gyrase
{hentuk keempat kngkaran menggambarkan interaksi anfibiotika dengan komponen
s&l bakten yang sensitif).

(Khachatourians, 1998)

Mekanisme resistensi terhadap antibiotika dikelompokkan

menjadi a} penurunan penetrasi mefalui membran bakten, b} inaktivas

antibiatika, ¢) perubahan tempat farget dan d) pemompaan keluar secara aktif
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anhbiotika dan bakten {Taylor, 2001). Obat dengan kelas yang mirip mempunyai
kesamaan mekanisme resistensi dan sering terjadi cross-rasisfance.

Mekanisme resistensi terhadap antibiotika yang umum adalah produks:
enzim yang menginaktivasi atau memodifikasi anbbictika. Sebagar contoh
adalah produksi betalaktamase oleh beberapa bakten Gram positif dan Gram
negatif. Beberapa golongan betalaktamase dapat menyebabkan degradasi

antibiotika betalaktam (penisilinase. cephalosporinase} (gambar 2.13).

" Major Bacterial Beta-Lactam Resistance Mechanisms
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Gambar 2.15 Mekanisme resisfensi utama anttbiotika betalaktam

Ketarangan: Tiga mekanisme resistensi betalaktam yang utarma dalam baktern.
Pertama cincin  betalaktam pecah dengan reaksi hidrolisa yang disebabkan
betalaktamase. Kedua PBPZa dan betalaktam yang resistan TM  (N-terminal
transmembrane helix), GT {mermbrane associated glycosyl-transferase). dan TP (C-
tenminal transpeptidase). Ketiga MexA B-OprM dan betalaktam dipompa keluar (effiux
pUmp;.

{Walsh, 2000)

Mekanisme bakteri menjadi resistan terhadap anubictika sering

merefleksikan mekanisme  antibiotika  dalam  membunuh  bakteri.  Seteiah
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antivictika penetrasi ke dalam dinding sel atau membran dan bakten, yang
menjadi target adaiah enzim bakteri sebagai contoh peniciliin binding protein
atau DNA gyrase atau ribosom yang berpengaruh pada sintesis protein atau
replikasi (gambar 2.14).

Pergantian dalam tempat target adalah mekanisme yang umum fainnya,
anfibiclika betalakiam mengikat PBP: yang merupakan enzim yang terkait
dalam sintesis dinding sel! bakieri. Melalui pengikatan PBPs, antibiotika
mengintervensi sintesis dinding sel yang menyebabkan pengbambatan dalam
pembelahan sel bakteri. Perubahan dalarmn PBPs dapat menyebabkan
perkembangan resistensi terhadsp antibiottka betalaktam seperti methicililin
resistenr Staphylococecus aureus. Mekanisme utama dan antibiotika betalaktam

digambarkan dalam gambar 2.15.

2.4.1 Dasar Genetik Untuk Resistensi Terhadap Antibiotika

Resistensi staphylococci terhadap antibictika betalakiars merupakan
hasil degradasi enzimatik cincin betalaktam oleh betalaktamase atau oleh
ekspresi PBP yang beraffinitas rendah. Setelah introduksi antibiotika penisilin,
plasmid yang membawa gen blaZ yang mengkode betalakiamase tampak
terdeteksi pada isolat Staphylococcus aureus hampir di seiuruh dunia. Ekspresi
dari gen dlaZ di regulasi naik oleh preduksi gen blal dan biaRT dalam meresgon
penisilin {gambar 2.16},

Analog terhadap operon betalakiamase, PBPZa dapat berekspresi

terhadap respon antibiotika betalaktam. Gen mec! dan mecR1 menyebabkan
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ekspresi PBP2a ketike ada antibiotika tertentu seperti penisilin dan
cephalosporin. Gen mecR1 mengkode reseptor dalam membran sitoplama dan
meneruskan stgnal yang menyebabkan depresi PBEP2a dengan dilepaskannya
protein represor mecl dan daerah operator gen mecA. Mayontas antibiotika
betalaktamm lemah mempengaruhi PBP2a karena rendahnya affinitas pada

sensor meck 1.
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Gambar 216 Proses resistensi Staphylococcus aureus terhadap antibictika
betalaktam
{Lowy, 2003)

Gen mecA ditemukan di dalam DNA  kromosomal yang disebut
Staphylococcal Chrompsome Cassette mec {5CCmec) (gambar 2.17). Ukuran
SCCmec berkisar dari 21 sampai 67 kb atau sekitar 1 — 2% dan selurunh

genome Staphylococeus aureus. DI dalam mec focus, mungkin mengandung
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baberapa gen resistensi, faktor adhesi dan banyak open reading frames {ORF).
Transposon Tnib4 mengkode resistensi terhadap makrelida, streptogranin B
dan klindamisin, plasmid pUB 110 mengkode resistensi terhadap
aminoglikosida, plasmid pT{81 mengkode resistensi terhadap tetrasiklin
{Wielders, 2002).
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Gambar 2,17 Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec).
{Wielders, 2002)

Staphylococcal Chromosome Casseffe mee (SCCmes) adalah elemen
genetik bergerak. Terbukti bahwa SCCmec tidak mengandung phage,

tranposases dan gen tra yang ketiganya termasuk elemen genetik bergerak
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yang mengkode inverfase. Enzim inveriase disebut casseife chromosome
recombinase A dan B (ccrA dan ccrB) vang berfungsi sebagai recombinant
muiticopy plasmid yang dimasukkan ke datam éet baru (Wielders, 2002).
SCCmec diintegrasikan pada tempat yang unik (aliBscel, beriokasi
antara spa dan pur pada genome Staphylococcus aursus. Tempat attB
ferkonservasi dengan baik pada setiap strain Staphylococcus aureus. Paling
tidak saat ini ditemukan tipe SCCmec sebanyak empat tipe yang bertanggung

Jawab terhadap penentuan resistensi terhadap antibiotika,

2.5. Pengujian Resistensi Terhadap Antibiotika

Tujuan dari uji antimicrobial susceptibifity adalah untuk mempredikasi
secara in viva sukses atau tidaknya suatu pengobatan. Pengujian dirancang
untuk mengukur respon pertumbuhan dari sebuah isotat mikroorganisme yang
terpapar antibiotika ternentu di bawah kondisi baku. Hasil dari uji antiticrobial
susceplibility harus dikombinasikan dengan informasi Klinis dan pengalaman
ketika memberikan antibiotika yang cocok [Thomsberry, 1991). Metode disk
diffusion (Kirby Bauer disk assay) merupakan sistem yang tepat untuk pengujian
beberapa antibiotika dari suaty isolat bakter {Tharnsberry, 1291). Pertumbubhan
mikroorganisme dan difusi antibiotika secara serempak menghasilkan zona
inhibisi yang bundar. Diameter zona inhibisi adalah fungsi dari suatu antibiotika
dalam disk dan kepekaan dari mikroorganisme., Pangujian ini harus baku
dengan tepat karena zona tergantung pada jumlah inokujum, komposisi media,

temperatur inkubasi, kelembaban dan ketebalan agar (Taylor, 2001). Jika
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kondisinya terkendali dengan balk, pengujian dapat dilaksanakan dan diameder
zona adalah fungsi dan kepekzan mikroorganisme lterhadap antibiclika.
Diameter zona dapat dikorelasikan dengan kepekaan suatu mikroorganisme
terhadap antibiotika yang diukur dengan metode difusi Selanjutnya korelasi
menetapkan mikroorganisma tersebut sensitif, infermediate dan resisten
terhadap konsentrasi tertentu dar antibictika {gambar 2. 18Xlwermcre &f al
2001),

Kategori sensitf berakibat bahwa suatu infeksi dapat diobati dengan
dosis biasa dar antibictika yang diuji untuk tipe infeksi yang sedang benalan
secara kknis. Kategon resisten memben prediksi gagalnya pengobatan dengan
antibiotika tersebut (Livermore, 2001). Kategon infermediafe, merupakan zona

antara kategori sensitif dan kategorn resisten.
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Gambar 2.18 interpretas: Hasit Metode Kirby Bauer Disk Diffusion
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.4 Kerangka Konseptuai

Penelitian ini dilaksanakan berdasarkan pada konsep dasar epidemiologi
veteriner yang menekankan pada keseimbangan antara agen penyakit, hospes
dan lingkungan dalam memahami timbulnya suatu penyakit dengan menyjuk
kasus mastitis pada sapr perah. Tenadinya keadaan penyakit tersebut
disebabkan oleh adanya perubahan agen penyakit yang menjadi ganas atau
hospes kondisinya berubah menjadi lemah. Perubahan dari penyakitnya sendirt
dapat disebabkan oleh virulensinya meningkat, mutasi, rekombinasi, modifikas
dan perubahan lainnya. Pada umumnya perubahan ini disebabkan oleh
pengaruh lingkungan. Sedangkan perubahan hospes berupa turunnya daya
tahan disebabkan oleh faktor stress atau pengaruh lingkungan lain yang
mengakibatkan kondisi tubuh hospes menurun, Bisa pula terjadi karena genetik,
seperi akibat /nbreeding. Sebaliknya hospes yang mudah terinfeks: cleh agen
penyakit dapat juga berubah menjadi lebih taban, hal ini biasanya disebabkan
oleh adanya peningkatan raspon imun pada hospes. Daya tahan ini dapat terjadi
dengan meningkatkan ketahanan melalui genetik yaitu dengan perakuan kawin
silang atau secara alami oleh hospes yang secara berfahap membuat kekebalan
tubuhnya sendin yang beasa teradi pada hospes yang sering Kontak dengan

agen penyakit.

oo
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Agen penyakit mastitis pada sapi perah dipengaruhi gleb dua faktor
penting yaitu faktor lingkungan luar yang berupa perbedaan geografi dan suhu
lingkungan, dan faktor lingkungan dalam hospes yang berupa tingkat respon
imun hospes maupun kadar antibictika dalam darah pada hospes. Salah safu
agen penyakit yang sering menimbulkan mastitis pada sapi perah adalah
Staphylococcus avreus.

Pada tahap awal infeksi, sering tidak menimbulkan manifestasi klinis dan
baru memberikan manifestasi klinis bila proses ini berjalan lanjut dengan diikuti
berbagai kemusakan komponen alveoli di dalam ambing sapi perah. Akibat dari
keadaan ni menimbulkan kelainan kualitas dan kandungan susu yang
dihasilkannya yang terdeteksi secara jefas.

Hal ini menunjukkan babwa pada mastitis subklinigg reguiasi gen
virulensinya berbeda dengan mastilis klinis. Perbedaan ini didasarkan pada
prases infeksi maupun kerapatan bektennya. Untuk ity identifikasi gen vinalensi
yang terkait dengan mastitis oleh Staphyfococcus aureus merupzkan sebuah
langkah penting dalam memahami preses terjadinya penyakit mastitis. Hal ini
dizsebabkan gen virulensi Staphylococcus aureus sangat terkait dengan faktor
lingkungan, baik lingkungan makre maupun fingkungan mikro (Wisell, 2000,

Stahvfococcus aurens mempunyai kemampuan menyebabkan berbagai
macam penyakit pada manusia mulai abses permukaan sampai infeksi sistemik
seperti oslepmyelitis, endokarditis ataupun septikemnia, sedangkan pada sapi
perah terutama menyebabkan mastitis. Mastiti= yang disebabkan oieh

Staphylococcus aureus sangat sulit untuk dikontrol oleh pengobatan {(Jones,
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1998}, dan angka kejadian mastitis yang disebabkan Staphylococcus aureus
merupakan angka kejadian tertinggt {Morin and Hurey, 2603). Kemampuan
menyebabkan penyakit ini terkait dengan sejumlah enzim pencerna dan juga
profein permukaan yang mengikat berbagai molekul hospes. Hal ini disebut
sebagai fakior virulensi yvang kemungkinan disintesis dalam operon agr untuk
merespon kebutuhan yang spesifik selama proses infeksi.

Dua  sistem  reguiasi untuk  pembentukan  faktor virulensi  pada
Staphylococcus  aureus yaitu agr (accessory gene regufator) dan  sar
{staphylococcal accessory reguiaton). Kedua sistem regulasi dipgngaruhi oleh
lingkungan, baik lingkimgan mikro seperh kérapatan bakteri, kadar garam
ataupun lingkungan makro seperti perbedaan letak geografi ataupun perbedaan
suhu sekitarnya (Wisell, 2000;.

Locus agr mengkode dua sistem signal transduksi yang merespon
terhadap kerapatan bakteri dan mengontrol paling tidak 25 faktor virulensi yang
berbeda. Molekul efekior dari sistem agr adatah RNA il Locus sar juga
meregulasi beberapa gen wyang berdanggung jawab pada virulensi
Staphylococcus dengan jalan memodulasi aktivitas agr, tetapt sebagian melalui
mekanisme selain agr. Molekut efektor dari sistem sar adalah sar A

Kebanyakan gen yang diregulasi oleh sar A juga diregulasi oleh RNA I,
sehingga diasumsikan ada interaksi antarz ENA {li dan homolog dan Sar. RNA
i juga mungkin mempunyai afinitas yang berbeda dengan protein Sar.

Virviens!  Staphvipcoccus  aureus  dipengaruhi oleh  kemampuan

periekatan pada sel hospes, antara !ain ditentukan oleh gen penyandi protein
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permmukaan bakter yang dalam hal ini antara lain adalah gen penyandi protein
A, koaqulase dan cfumping factor. Pada proses infeksi yang diawali oleh
perlekatan Staphyiococcus aureus pada sel alveol janngan ambing sapi perah
sampai timbulnya ekspresi dar gen penyandi protein pemukaan bakien yang
dapat mengakibatkan invasi Staphylococcus auvreus ke janngan yang lebih
dalam dan juga dapat mengakibatkan adanya interaksi yang saling
mempengaruhi antara sel hospes dan bakten. Mastitis yang disebabkan oleh
Slaphylococers aweus juga merdpakan hasil interaks: antara kemampuan
pertahanan diri set hospes yang melibatkan sistem pertahanan setuler maupun
humoral dengan faktar viruiensi dari sel bakten Staphylococcus aureus.

Froses interaksi antara sel hospes dan bakten yang jugs dipengaruhi
¢leh lingkungan sekitamya menghasilkan perbedaan genotipik maupun fenotipik
intra spesies bakten tersebut yang tenabarkan dengan adanya variabilitas strain
Staphylococcus  aureus.  Lingkungan tempat  interaksi  vang  terdini dari
lingkungan mikro seperti konsentrasi antibiotika datam darah ataupun kerapatan
bakteri serta lingkungan makro seperti suhu udara dan keadaan geografis yang
menurut hipotesis dapat mempengaruhi pola resistensi Staphylococcus aureus
terhadap  antiwotika  interaksi ini dapat  digambarkan  dalam kerangka

konseptual sebagar berikut ;
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1.2 Bagan Kerangka Konseptual.
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3.3 Hipotesis.

Berdasarkan rumusan masalah, kajian teori dan kerangka konseptual,
maka hipotesis penelitian adalah -

Terdapat perbedaan pengaruh lingkungan makro seperti perbedaan
lokasi peternakan sapi perah pada dataran tinggi dengan dataran rendah yang
merupakan perbedaan geografi dengan suhu lingkungan yvang berbeda maupun
perbedaan pengaruh lingkungan mikro terhadap gen virulensi Staphylococcus
aureus yang diisolasi dari manifestasi mastitis klinis dan mastitis subklinis pada
sapi perah di Jawa Timur,

Adapun penjabaran dari hipotesis int adalah :
1. Terdapat perbedaan sensitivitas Sfaphylococcus aureus yang disolasi
dan susu sapi perah penderita mastitis terhadap antibiotika dari antara

peternakan sapi perah Surabaya, Grati, Batu dan Nongkojajar.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian : Penelitian ini merupakan penelitian observasional
lapangan yang menggunakan pendekatan survey. Dalam rangka membuktikan
hipotesis, strategi penelitian ini dapat dibagankan melahw beberapa tahapan
penehitian yaitu :
1. Deteksi kejadian mastitis pada sapi perah di Jawa Timur dengan
alat screening California iastitis Test {CMT).
2. ldentifikasi Staphylococcus atreus dengan menggunakan Kriteria
laboratorium yaitu mikroskopis berbentuk kokus, Gram + katalase
+ koagulase +, hemolisis 5.
3. identifikasi Staphylococcus aureus dengan pendekatan genotlipik
gen penyandi protein permukaan bakier antara lain adalab protein
A, koagulase dan clumping factor,
4. Karakterisasi Staphyfococcus aureus melalui  ekspresi  gen
penyandi protein permukaan bakter.
5 Karakterisasi Staphyfococcus aureus melalui metode disk diffusion

untuk uf sensitivitas antibiotika.

4.2 Populasi, Metode Sampling, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan
Sampel

4.2.1 Populasi target adalah sapi perah yang menderita mastitis di Jawa Timur.

75
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4.2.2 Netode Sampling menggunakan metode Cluster Sampling. Pemilthan
metode tersebut didasarkan adanya konsenlras peternakan di dasrah terentu
dan tidak menyebar meraia. Berdasarkan pada data yang ada {lampiran 12)
maka peternakan yang mempunyai populasi besar dipilih yaitu Peternakan sapi
perah Surabaya, Grat, Batu dan Nongkojgjar. Sampel dan petemakan yang
terpilih juga diambil dari tempat kantong petemakan sapi perah tersebut dengan
kriteria sapi perah yang menderita mastitis.

4.2.3 Besar Sampel menggunakan hitungan n= 4 P (1 - P)/ L?

dimana n adalah vkuran sampel, P adalah prevalensi mastitis sebanyak §0%
dan L adalah tingkat kezalahan yang diperbolehkan sebanyak 5% {Martin, Meek
and Willeberg, 1987), sehingga didapatkan besaran sampe! yang digunakan
adalah : 256 ekor sapi. Melalui penggunaan metode proporsional didapatkan
besar sampel untuk petermakan sapi perah Batu sebanyak 71 ekor, peternakan
sapi perah MNongkojajar sebanyzk 98 ekor, petemakan sapi perah Grati
sebanyak 117 dan peternakan sapi perah Surabaya sebanyak 22 ekor, Jumilah
sampet keseluruhannya adalah 308 ekor. Metode proporsional dengan merujuk
jumlah produksi susu tiap peternakan di Jawa Timur yang dikeluarkan oleh data
dan PT Nestle {lampiran 12).

4,2.4 Teknik Pengambilan Sampeil Susu

Sampe! susy vang diperiksa merupakan susu yang dipancarkan kedua kali
pada proses pengambilan susy, setelah puting susu diben desinfektan. Sampel

susu dikoleksi dari tiap puting sap perah yang mendanta mastitis {gambar 4.1}
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Kriteria Sampel Penelitian
1. Sapi perah sedang dalam masa laktas:.
2. Dmragnosis mastitis secara klinis.
3. Deteksi mastitis subklinis dengan uji CMT.

4. Penderita mastitis tidak sedang meandapat pengobatan antibiotika.

Gambar 4.1 Pengambilan susu sebagai sampel untuk uji CMT
{Department of Vetarinary Science, 2005)

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Klasifikasi Variabel
Variabel bebas : Lokasi Petermakan Sapi Perah

Variabel tergantung penelitian tahap V . Zona resistenst terhadap antibiotika
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4.3.2 Definisi Operasional Variabel

Isolat Staphyilococcus aureus dalam penelitian ini adalabh isolat murni peroleban
dari pembiakan sampei susu sapi perah penderita mastitis pada MS Agar
dengan koloni yang berwama kekuningan, pada pemersiksaan mikroskopis
berbentuk kokus bergerombol dan pewamaan menunjukkan Gram positif dan
barsifat hemelisis § pada agar darah, katalase positif, koagulase positif (Todar,
2002).

Coa gene adalah gen Sfaphyipcoccus aureus yang mengkode Koaguiase
dengan berat molekul {(BM) 600, 680, 740 dan 850 bp (Akineden et af, 2001
and Salasia et af,, 2004),

cff A gene adalah gen Staphylococcus aureus yang mengkode protein
permukaan untuk menyebabkan tenadinya penggumpalan darah dengan berat
molekul 950 dan 1000 bp {Akineden et af, 2001 and Salasia ef al., 2004).

spa gene adalah gen Staphylococcus aureys yang mengkode dalam produksi
protein A pada permukaan bakieri dengan berat molekul 110 dan 220 bp
Akineden e af, 2001 and Salasia et al., 2004},

Ekspresi gen penyandi protein permukaan bakteri didasarkan pada pola berat
molekyl yaitu 86 kD, 55kD dan 40 kD yang meryjuk pada ekspresi protein yang
disandi cleh gen koagulase, protein A dan cfumping factor,

Pola resistensi antibiotika adalah gambaran hasil uji resistensi dengan
menggunakan cakram antbiotika yang terdin dan Ampisiin 10 pg, Cephalexin

30 g, Entromisin 15ug, Ciproxin & ug, Tetrasiklin 30 sapi ug dan Penisilin 141U,
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Lokasi peternakan adalah tempat peternakan yang diambi susunya sebagai
sampel peneliian yaitu dari dataran rendah peternakan sap perah Surabaya
dan peternakan sapi perah Gral, sedangkan dan dataran tinggi adalah
petemakan sapi perah Batu dan peternakan sapi perah Nongkojajar.

Dataran rendah merupakan dataran yang memiliki ketinggian G sampai 800
meter darn permukaan laut, sedangkan dataran tinggi memiliki ketinggian antara
600 meter sampai 800 meter dan permukaan laut {(Yulir dan Widodo, 2003).
Mastitis subklinis adalah infeksi peradangan pada ambing sapi perah yang tidak
menzmpakkan gejala klinik, dengan menggunzkan alat CMT menunjukkan

tingkat 0, 1, 2 dan 3 {Jones, 1998},

4.4 Bahan Penelitian

Bahan peneltian berupa sampe! susu yang diambil dari puting sapi perah yang
menderita mastitis.

Uji untuk penentuan mastitis subklinis adaiah California Mastitis Test yang
merupakan standar uji untuk deteksi mastitis subklinis {Jones, 1898)

Bahan untuk menentukan isolat Staphwlococcus aureus murni secara
laborataris adalah Pewarnaan Gram, Manmitol Salt Agar, Blood Agar, Hydrogen
Peroksida dan Plasma darah kelinci.

Bahan untuk preparast DNA adalah TE buffer, Lysostaphin dan proteinase K.
Bahan untuk amplifikasi PCR adalah Primer 1 dan 2, DNTfs, 10X buffer, Mg CI

2, Taq polymerase dan air suling steril
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Bahan untuk electrophoresis adalah Agarose powder, TAE buffer, 100-bp DNA
ladder, loading buffer dan efhiditum bromide.

Bahs;n untuk pembiakan bakteri dan pemecahan dinding sl ; Lauryt broth, PBS
Bahan untuk electrophoresis SDS-PAGE adalah kempoesisi separating gel 12%
{2,5 ml acrylamide; 1,2 mi Tris H Cl pH 8,8, 1,2 ml SDS 0,5%; 1.1 ml aguadest,
50 W Temed dan 30 ul APS 10%), electrophorsis buffer {30,290 g Tris
aminomethan; 144,13 g glisin; 10 g $DS dalam 1000 ml aguadest), Lammii
buffer , dan marker protein dengan berat molekul pada kisaran 14,5 — 200 kDa
produksi Bio Rad.

Bahan untuk pengujian sensifiviias antibiotika adalah media Muelter Hilton Broth
{Oxoid}, Mueller Hilton Agar (Oxoid) dan 6 macam cakram antibiotika dan Oxoid
yailu Ampisitin 10 ug, Cephalexin 30 pg, Entromisin 15pg, Ciproxin 5 pa.

Tetrasiklin 30ug dan Penisilin 10 1U.

4.5 Prosedur Penelitian
4.5.1 Deteksi dan Diagnosis Mastitis

Pemerksaan dilakukan berdasarkan visualisasi dan palpasi pada
ambing. Dalam kasus mastitis klinis, ambing menjadi keras, kemerahan dan
hangat. Palpasi pada ambing menyebabkan sapl kesakitan, Gejala in
menunpkkan adanya perubahan sistem aliran darah di kelenjar susu ketika

terjadi keradangan.
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Deteksi adanya Somatic cefls. Uji yang digunakan dalam penelitian ini
dengan Calffornia Mastitis Test (CMT) Alat ini mendegteksi bentukan gel ketika
DNA dalam somatic celfs bereaksl dengan reagen yang digunakan. Reaksi

terjadi pada paddfe CMT dan dinilan secara subyektf (negatif, 1, 2. 3).

4.5.2 Koleksi sampe! dan identifikasi

Sampel diperoleh dari susu sapi perah penderita mastis di Jawa Timur.
Sampel dibiakkan pada media M5 agar dan ditanjutkan sub kultur pada agar
darah. identifikasi dilakukan berdasarkan berfuk mikroskopis  {kokus
bergerombol), sifat hemolisis (hpe (), katalase positif (gambar 4.2)), koagulase

pasitif dan Gram positif.

Gambar 4.2 U)i Katalase

Keterangan : a. Ui katalase negatf karena tidak timbul gelembung udara.
b. Uiji katalase pos#tif karena timbul gelembung udara,
{Todar, 2002}
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4.5.3 Preparasi DNA :

Uniuk preparasi DNA diperfukan & = 10 koloni bakteri yang dinkubasi
dalam 100 p! TE buffer yang mengandung 5 wl enzim Asostaphin selama 1 jam
pada 37° C. Kemudian diberi perlakuan dengan 10 u! profeinase K selama 2
jam pada 58° C. Selanjutnya enzim proteinase K diinaktifkan dengan

mendidibkan selama 10 menit.

4.5.4 Primer untuk gen penyandi faktor virulensi

Amplifikasi PCR ditujukan untuk mengampiifikasi gen penyandi faktor
virulensi Staphylococcus aureus yang meliputi @ stephvliococcsl! coagulase,
clumping factor dan protein A,

Urutan ofigonucieolida primers yang digunakan untuk mengamplifikasi
gen penyandi staphylococcal coagulase adalah Coa 1, ATA GAG ATG CTG
GTA CAG G dan Coa 2. GCT TCC GAT TGT TCG ATG C dengan program
thermocycler 30 kali (24°C |1 menit, 58°C , 1 menit dan 72°C, 1 menit).

Primer yang digunakan untuk mengamplifikasi clumpling factor adalah
Clfad-1 - GGC TTC AGT GCT TGT AGG dan CIfA-2 . TTT TCA GGG TCA ATA
TAA GC dengan program therrmocycler 35 kali (94°C .1 menit, 57°C . 1 menit
dan 72°C, 1 menit).

Primer yang digunakan uniuk mengamplifikasi proiein A adalah spa-1 :
CAC CTG CTG CAA AT CTG CG dan spa-2 . GGC TTG 716G TTG TCT TCC
TC dengan program thermocycler 30 kali {(84°C 1 menit, 58°C , 1 menit dan

72%C, 1 menit), (Akineden et al., 2001}
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4.5.5 Prosedur Amplifikasi PCR {Akineden of al ., 2001).

Reagen untuk PCR terdiri dari 1 pl primer 1 dan 1 ul primer 2, 0.6 pl
DNTPs, 3 pl 10x buffer, 1.8 pt Mg Clz, 0.1 ul Taq pofymerase dan 20 pl air
suling steril disiapkan dalam tabung microfube 0.5 ml. Selanjutnya 2,5 pl
preparat DNA ditambahkan ke dalam tabung microfube tersebut, dan di
masukkan ke dalam thermocycier. Siklus untuk program fhermocycler adalah
sebagai berikut : untuk amplifikasi gen penyandi koagulase {94“0 unfuk
denaturasi selama 1 menit, annealing pada 58°C selama 1 menit dan ekstensi
pada 72°C selama 1 menit} sebanyak 30 kali.

Amplifikasi gen penyandi clumping factor (84°C untuk denaturssi selama 1
menit, annealing pada 57°C selama 1 menit dan ekstensi pada 72°C selama 1
menit} sebanyak 35 kali.

Amplifikasi gen penyandi protein A (94°C untuk denaturasi selama 1 menit,
annealing pada 58°C selama 1 menit dan ekstensi pada 72°C selama 1 menit)

sebanyak 30 kali.

4.5.6 Prosedur Elektroforesis gel agar {Akineden e!f al., 2001).

Agarose get 2% dalam 1 x TAE buffer distapkan dan hasil dan produk
PCR sebanyak 12 pf dicampur dengan leading buffer. Cairan tersebut
dimasukkan ke dalam sumuran gel agarose. Ditambahkan 100 bp fadder yang

digunakan sebagai marker. Proses elektroforesis dihentikan jika loading buffer
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sudah bermigrasi paling tidak 8 ocm. Selanjutnya diwarnai dengan effrdium
bromide. Visualisasi fragment DNA yang terbentuk dengan menggunakan UY

transilluminator.

4.5.7 Pembiakan Bakteri dan Pemecahan Dinding Sel Bakteri

Isolat Staphylecoccus aureus dibiakan dalam Launy broth 300 ml dan
dinkubasikan pada suhu 37°C dan 42°C sefama 24 jam. Sampel disentrifuge 2
kali untuk mendapatkan peflet bakien. Peflef dicuci dengan Phenof Buffer Safine
{PES) sebanyak 2 kali dan disentrifuge untuk mendapatkan paillef yang bersib.
Pellet bakter kemudian diberi PBS divortex dan dilanjutkan dengan pemecahan
dinding set bakten dengan bantuan alat sonikator. Hasill pemecahan dinding sel
bakter disentrifuge dengan kecepatan iinggl. Supemafan ditampung untuk

analisis karakierisasi protein permukaan bakteri.

4.5.8 Analisis Protein dengan SDS-PAGE

Analisis protein dilekukan dengan tehnik sodivrmn dodecy! sulphate
polyacrtamide gel electrophoresis {(SD5-PAGE) dengan komposisi separafing
gel 12% (2.5 ml acryiamide; 1.2 ml Tris H Ci pH 8,58, 1,2 ml 505 0,5%; 1,1 ml
aquadest, 30 pl Temed dan 30 ul APS 10%). Piate berisi gel kemudian dipasang
pada Minigel twin G 42 slab dan dituangkan electrophorsis buffer (30,28 g Tris
aminomethan; 144 13 g olisin; 10 g SDS dalam 1000 mil aquadest).

Sebanyak 15 pl sampel berupa Sfaphylococcus aureus yang telah

didenaturasi dengan Lammi buffer pada pemanasan 100° C selama 5 menit,
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dimasukkan ke dalam sumuran seporating gel. Sebagal marker digunakan
protein dengan berat molekul pada kisaran 14,5 — 200 kDa produkst Bio Rad.
Elektroforesis dinyalakan dengan tegangan 40 V dengan kuat arus 10 mA dan
ditingkatkan menjadi 120 V 25 mA ketika sampel melewali separating gel, dan
proses elektroforesis memerukan wakiu sekifar 3 - 4 jam.

Pencucian terhadap gel hasil running dilakukan 3 tahap, masing-masing
menggunakan metanol 50% dan asam asetat 7,5% selama 30 menit, matanol
5% dan asam asetat ¥ 5% selama 20 menit dan glutaraldehide 10% selama 25
menit. Gel kemudian diwarnai dengan pewama perak nitrat selama 15 menit,
dilanjutkan pencucian 2 kali 2 menit dengan aguadest dan kemudian
ditampbahkan larutan pemgembang wama (200u] asam sitrat 5%, 100 pl
formaldehid 37% dalam aquadest 200 ml) dan dilakukan pencucian kembal
selama 2 kali 2 menit. Setelah gel terwamail perak nitrat kemudian dimasukkan
dalam larutan asam asetat 10% untuk menghentikan proses pengecatan.
Selanjutnya gel dapat disimpan pada larutan gliserin 10%.

Hasll visualisasi protein dapat dianalisis dengan metode analisis regrest
memperbandingkan antara penanda protein dengan band protein yang dican

{lampiran10 gan 11}

4.5.9 Uji sensitivitas in vitro
Pengujian sensitivitas terhadap enam antibiotika dilakukan dengan
menggunakan metlode difusi dart Kirby Bauer. Media yang digunakan untuk

mengyi adalah media Mugller Hilton Sroth {Oxoid), Mugller Hiton Agar (Oxoid)
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dan 6 macam cakram antibictika dan Oxoid yaitu Ampisiin 10 ng, Cephalexin

30 ug, Eritrormisin 15ug, Ciproxin S pg, Tetrasiklin 30ug dan Penisilin 10 1U.

4.6 Analisis Data

Pengaruh lokas) peternakan terhadap adanya perbedaan besar molekul
gen penyandi faktor virdensi pada Staphylococcus aureus diakukan dengan
melihat band yang terbentuk dari fragment DNA dan diukur dengan marker.

Pengaruh lokasi peternakan terhadap ceksprast gen penyandi protein
permukaan bakter ditakukan dengan melihat pola hand yang terbentuk dan
protein yang terekspresikan dan diukur dengan marker dengan analisis regrast,

Pengaruh iokasi peternakan terhadap pola resistensi antibiotika dianalisis
dengan pendekatan ANOVA berdasarkan diameter zona yang dihasilkan jika
pada uji normalitas sampel dengan uji Kolmogorov-Smimov  menunjukan
sampel dengan distribusi yang normal. Tetapi jika diuji normalitas menunjukkan
sampe! dengan distribust vang tidak normal maka dianalisis dengan pendekatan

uji Kruskat-Whallis.

4.7 Lokasi Penelitian

Penalitian ini dilakukan di lokasi peternakan sapi perah tempat
pengambilan sampel untuk deteksi mastitis dengan uji CMT, di {aboratorium
Kesehatan Masyarakat Veteringr FKH  Unair  untuk  uji  identifikasi
Staphylococeus aureus dan menggunakan fasilitas yang ada di fastitufe of Dairy

Science — Universidy of Gressen, Gemmany untuk uii identifikasi gen penyandi
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protein permmukaan bakteri, serta di Tropical Disease Center - Unair untuk
melakukan uji eksprezi gen penyandi protein permukaan bakien dan pola

resistensi ternadap antibiotika..
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4.8 Kerangka Operasional Penelitian

KERANGKA OPERASIONAL PENELITEAN

Tahap i Screening Mastil_is (dengan CMT}
Sampel Susu Mastitis
Tahap Il MSAgar (fermentasi dan berwarna kuning)
Kokus {(+) { | Gram {+) Katalase {+)] |Koagulase {+} | {Hemolysis B {+}

\}.

Isolat mumi Staphylococcus aursus

Tahap HE & IV / \ Tahap V

Gen untuk Fakior Virulensi
Dan Ekspresinya

Remstenm Antibictika

Coa gene

clfA gene

Spa gene Enam antibiotika
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BAB &

HASIL PENELITIAN

Penglitian ini berupa survey observasional dengan tyjuan  uniuk
mengetahui prevalensi mastitis di paternakan sapi peran di Jawa Timur dengan
pengambilan sampel susu darn peternakan sapi perah Surabaya, petgrnakan
sapi perah Grati, peternakan sapi perah Batu dan peternakan sapi perah
Nongkojajar. Selanjutnya dan sampei susy mastitis tersebut ditsclasi isolat
Staphylococcus aureus dengan maksud untuk diehti variabilitas gen penyandi
fakior virulensi dari Staphyfococcus aureus yang terkait dengan protein
permukaan bakteri dan juga diteliti pula t{entang pecla resistensi terhadap
antibiotika, Hasii penaltian akan dijelaskan berupa data dan analisis yang sesuai
dengan tijuan dan hipotesisnya, dan penyajian data hasil penelitian dtampitkan
dalam bentuk tabel Gambar, foto atav gambar yang sesuai rancangan
pelaksanaan peneiittan yang terdiri dari 5 tahap panelitian, yaitu .

1. Prevalensi mastitis pada sapi perah di Jawa Timur dengan alat
screening California Mastitis Test (CMT ).

2. ldentifikasi Staphylococcus auwreus dengan menggunakan Kriteria
laboratorium yaitu mikroskopis terbentuk kokus bergerombol, Gram
+ katalase +, koagulase +, hemolisis 3 dan fermeantasi manitol,

3. ldentifikasi Staphylococcus aureus dengan pendekatan genotipik gen

penyandi protein permukaan bakteri.

59

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



20
ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

4. Karakterisasi Staphylococcus aureus melalui hasil ekspresi gen
penyandi protein permukaan bakteri.
5. Karakterisasi Staphyfococcus aureus melalui metode disk diffusion

untuk uji sensitivitas antibictika.

5.1. Prevalensi Mastitis Sapi Perah
Berdasarkan pada visualisasi dan palpasi ambing sapi perah untuk kasus
mastitis kiinis sarta dengan alat deteksi CMT pada kasus mastitis subklinis,

didapatkanr data seperti pada gambar 5.1 dan gambar 5. 2, serfa tabel 5.1.

| Ambing sapi
- | Mmenunjukkan
kemerahan.

Gambar 5.1 Sapi penderita mastitis klinis dari petemakan Batu
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:
|
!
¢

Gambar 5.2 Susu yang diambil dar sapi pendenta mastitis klinis
dan subklinis
a. Sampel susu mastitis klinis dengan gejala susu pecah
b. Samgpel susu mastitis klinis dengan gejala susu terdapat gumpalan Kuning
¢. Sampel susu mastitis klinis dengan gejala susu bemanah
d. Sampel susu mastitis subklinis tidak nampak parufahan

Tabel 5.1 Prevalensi Mastitis pada Sapi Perah di Empat Lokasi Petermakan Sapi
Perah

. Peternakan | Sampel | Mastitis |  Mastitis Nomnal (%) | Total mastitis |
| sapiperah | sapi | klinis (%) | subkiinis (%) (%) l.
| Surabaya 22 0 | 19(864%) | 3(138%) | 19(86,4%) |

i }
" Grati | 117 0 93 (79.5%) | 24 (20,5%) | 93 {79.6%) |

" Batu # 7T 13 @d3%) " 55 (78.9%) | 12 (16.9%) |59 BA1%)

lNDI’Tng]EIjHI'J 88 i 5(51%) | 76 (77,6%) “lhi'?'ﬁ"}',:’;%} 882 T%)
I

Diskripsi dari tabel di atas didapatkan data prevalensi mastitis dan
masing-masing petemakan sapi perah yaitu :© petemakan sapi perah
Nongkojajar dengan angka prevalensi 82,7%, peternakan sapi perah Batu
dengan angka prevalensi 83,1%, petermakan sapi perah Surabaya dengan
angka prevalensi 86 4% dan peternakan sapi perah Grati dengan angka

prevalensi 79 5%.
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5.2 ldentifikasi Isolat Staphylococcus auraus
Berdasarkan pada uji mikroskopis dan pewarnaan Gram {(gambar 5.3.a),
uji koagulase (gambar 5.3 b)) uii katalase, kemampuan fermentasi MSA {gambar

54.b), dan bentuk hemclisis B (gambar 5.4.a) maka isolat Staphylococcus

aureus yang berhasil diperoleh seperti tabel 5 2.

Gambar 5.3 a Mikroskopis kokus dengan pewarnaan Gram positif
b. Hasil uji koaguiase

/-

Gambar 5.4 a. Hasil uji hemolisis B b. Hasil uji fermentasi pada MSA
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93

Hasit isolass Staphylococcus aureus i didasarkan atas rujukan yang

didiskrpsikan oleh Mylotie (2003).

Tabel 5.2 lsolat Staphylococcus aureus

L okasi Peternakan sapi perah | Isolat Bakteri | Staphylococcus aureus

| Surabaya 19 5126,3%)

{ Grati t 93 12 (12,9%)

if Batu o 58 6(10,17%)
Mongkojaiar 81 8 (9,9%) ;

5.3 ldentifikasi Staphylococcus aureus denpan pendekatan genofipik gen
penyandi profein permukaan bakteri

Tabel 5.3 Identifikasi Staphyiococcus aureus dengan pendekatan genotipik gen
penyandi protein permukaan bakieri,

Coa gene {bp) CifA gene (bp) Spa gene {bp) |

500 68O 740 850 | 950 1000 110 220 |
 Surabaya 1 0 AN 3 [0 4 2 2
(Grati L1 A W 2 WP el | 4
Batu ATy i 3 |0 T . 1 4
Nongkojajac 2 a 1 2 1 4 2 3

Urutan ofigonuciectida pramers yang digunakan untuk mengampliikasi

gen penyandi staphylococcal coaguiase adalah Coa 1: ATA GAG ATG CTG

GTA CAG G dan Coa 2. GCT TCC GAT TGT TCG ATG C dengan program

thermocycler 3¢ kali (94°C 4 menit, 58°C , 1 menit dan 72°C, 1 menit)

{Akineden et af., 2001). Hasilnya seperti gambar 5.5.
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4 ° — qui0hp

HSh b '_
Fallbp

GRQ op o -— e
ST o R

-+ - - 200 b

Beasar rrolerul

frams DNA i i E 4 M Marker 100 by ladder

Gambar & b Gen penyardl koaguiase
| ajur 1 Besar malekul 600 bp, [A;ur 2 Besar maiekul 680 bp. lajur 3 Besar molekut S40
bp. lajur 4 Besar maolekul 850 bp dan laj.r M adalah penanda 100 op

Primer yang digunakan untuk mengamplifixas, clumping factor adalah
Cliti  GGC T1TR AGT GCT TGT AGG dan CHA2 - 1TT TCA GGG TCA ATA
TAA GC dengan program thermocycler 35 Kali 194°C 1 menit, 57°C 1 menit

dan 72°C. 1 menmit) {Akineden et &l 2001). Hasiinya seperti gambar 5 8

- o 12007 bp
1200 by R L
950 b X
“+ — B30 kg
- —- 300 B

Bosar molekul
traksi INA

Markor 100 hp ladder

Gambar 5.8 Gen penyand: clumping facior
Lajur 1 Besar malekul 1000 bp, tajur 2 Besar motekul 1000 bp. lajur 3 Besar molkekul
950 bp, lajur 4 Besar molekui 950 bp dan lajur M adalah penanda 100 bp
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Primer yvang digunakan untuk mengamplifikasi protein A adalah spa-1
CAC CTG CTG CAA AT CTG CG danspa-2 GGC TTG TTG TTG TCT TCC
TC dengan program thermocycier 30 kali (94°C .1 menit, 58°C | 1 menit dan

72°C, 1 menit). (Akineden et af. 2001). Hasilnya seperti gambar & 7.

i . -« 1500 bp
: :

. . . - 600 bp
l !

: i

? : 300 b
220 bp * ®
|

110 bp —- - » <% 100 bp

. Besar molakul

Marker 104 bp ladder
- fraks DINA :

Gambar 5.7 Gen penyandi protein A
Lajur 1 Besar motekut 110 bp, lajur 2 Besar molekul 110 bp, lajur 3 Besar malekul 220
bp, lajur 4 Basar molekul 220 bp dan lajur M adalah penanda 100 bp

5.4 Karakterisasi Slaphylococcus aureus melalui ekspresi gen penyandi
protein permukaan bakteri.

Hasil elekiroforesis protein dengan menggunakan SDS-PAGE
menggambarkan bahwa isolat Staphylococcus aureus dari ke empat peternakan
sapi perah di Jawa Tumur mempunyai pola band yang tervisualisasi hampir
sama bentuknya. Meskipun dalarm inkubasinya menggunakan suhu inkipbasi
yang berbeda yaitu dengan suhu 37°C dan 42°C.

Gambar 5.8 dan 5.9 menunpukkan pola band pada protein permukaan

Staphylococcus aureus dengan inkubasi 37° dan 42°C.
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97 kD .

68 kD 4 =

30 kD B '

Marker -
M1

L
2 3

96

L 88 kD
55 kD
A0 kD

Protein

Gambar 5.8 Ekspresi gen peryandi protein permukaan bakteri dengan inkubasi

ar'c,

Lajur M adalah penanda protein 14- 200 kD, lajur 1 isolat Surabaya, lajur 2 isolat Gratt,

lajur 3 isolat Batu, lajur 4 isclat Nongkojajar

87 kD

&6 kD

30 kD

Marker

M_ 1 2

3

4

—— B8 kD

| 55kD

40 kD

Protain

Gambar 5.9 Ekspresi gen penyandi protein permukaan bakteri dengan inkubasi

42°c

Lajur M adalah penarda protein 14-200 kD, tajur 1 isolat Surabaya, fajur 2 isolat Grati,

lajur 3 isolat Batu, lajur 4 isolat Nengkojajar
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Hasil analisis statistik uji resistensi antibiotika eritromisin pada Sfaphylococcus
aureus dari peteamakan sapi perah Surabaya menunjukkan nilai rata-rata paca
6,79 mm, petemakan sapi perah Grati menunjukkan nilai rata-rata 2095 mm,
petemakan sapi perah Batu menunjukkan nilai rata-rata 22 37 dan peternakan
sapi perah Nongkojajar menunjukkan nilai rata-rata 20,73 mm, tetapi tidak ada
perbedaan secara signifikan antara peternakan Surabaya dibandingkan ke tiga

peternakan lainnya dengan ujt Kruskal Wallis,

Burabaya Grati Batu Mongkofjr

Gambar 5.11 Histogram rata-rata diameter zona hambat (mm) pada 4 lokasi
petemakan sapi perah dengan cakram antibiotika entromism.

BSenE1s
& InterE15-
COResE15

388888388

Surabaya Grati Batu heorgkofjr

Gambar 5.12 Histogram perbandingan persentase antara sensitf (Sen),
imtarmediate (Inter) dan resisten (Res) pada 4 lokasi peternakan sapi perah di
Jawa Timur gengan cakram antibiotika eritromisin,
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Masil analisis statistik uji resistensi antibiotika ciproxin pada Staphylecoccus
gureus dari petemakan sapi pergh Surabaya menunjukkan nilai rata-rata pada
25,03 mm, peterakan sapi perah Grati menunjukkan niiai rata-rata 27,85 mm,
peternakan sapi perah Batu menunjukkan nilai rata-rata 26,62 dan petemakan
sapi perah Nongkojajar menunjukkan nilai rata-rata 26, 47 mm yang berarti tidak

ada perbedaan secara signifikan antar ke empat peternakan tersebut.

28

27

281

@ Cip5
25 s

24

23"
Surabaya  Grati Batu Mongkojjr

Gambar 5.13 Histogram rata-rata diameter zona hambat (mm) pada 4 lokasi
petemakan sapi perah dengan cakram antibiotika ciproxin.

100

20
. 0 W Sen-Cip5
Tt | mnter-Cips’
DRes-Cips
— ot
o

Surabaya Grati Batu Mongkogir

Gambar 5.14 Histogram perbandingan persentase antara sensitf (Sen),
intermediate (Inter) dab resisten (Res} pada 4 lokasi peternakan sapi perah di
Jawa Timur dengan cakram antibiotika ciproxin.
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Hasil analisis statistik uji resistensi antibiotika tetrasiklin pada Staphylococcus
aureus dari peternakan sapi perah Surabaya menunjukkan nilai rata-rata pada
26.24 mm, petermakan sapi perah Grati menunjukkan nilai rata-rata 23,50 mm,
peternakan sapi perah Batu menunjukkan nilai rata-rata 27,18 dan peternakan
sapi perah Nongkojajar menunjukkan nifai rata-rata 26, 37 mm yang berarti tidak

ada perbedaan secara signifikan antar ke empat peternakan tersebut.

Surabaya (Grati Batu HNongkogir

Gambar 5.15 Histogram rata-rata diameter zona hambat {mm} pada 4 lokasi
peternakan sapi perah dengan cakram antibiotika tetrasiklin.

100
m.
B0 -] .San-TBBD
my B Inter-Te3d
O Res-Te30
20
)

Sursbaya  Grati Baty Mongkojr

Gambar 516 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen),
infermediate (inter) dan resisten {Res) pada 4 lokasi peternakan sapi perah di
Jawa Timur dengan cakram antibictika tetrasiklin.
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Hasil analisis statistik uji resistensi antibiotika cephalexin pada Staphylococcus
aureus dari peternakan sapi perah Surabaya menunjukkan nilai rata-rata pada
16,21 mm, peternakan sapi perah Grati menunjukkan niiai rata-rata 17,31 mm,
peternakan sapi perah Batu menunjukkan nitai rata-rata 18,21 dan peternakan
sapi perah Nongkojajar menunjukkan nitai rata-rata 14,44 mm yang berarti tidak

ada perbedaan secara signifikan antar ke empat peternakan tersebut.

Surabaya Grati Batu MNongkaojjr

Gambar 5.17 Histogram rata-rata diameter zcna hambat (mm) pada 4 lokasi
peternakan sapi perah dengan cakram antibiotika cephalex.
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Surabaya Grati Batu hongkaijjr

Gambar 5.18 Histogram perbandingan persentase anfara sensitif (Sen),
intermediate {Inter} dan resisten (Res) pada 4 lokasi peternakan sapi perah di
Jawa Timur dengan cakram antibiotika cephalexin.
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Masil analisis statistk uji resistensi antibiotika ampisiiin pada Staphylococcus
aureus dari petemakan sapi perah Surabaya menunjukkan nilai rata-rata pada
25 71 mm, peternakan sapi perah Grati menunjukkan nilai rata-rata 31,07 mm,
peternakan sapi perah Batu menunjukkan nilai rata-rata 33,73 dan peternakan
sapi perah Nongkojajar menunjukkan nilai rata-rata 18,71 mm yang berarti ada
perbedaan secara signifikan antara petemakan sapi perah Nongkojajar
dibandingkan ke tiga peternakan lainnya.

i - -

Gambar 5.19 Histogram rata-rata diameter zona hambat (mm) pada 4 lokas)
petemnakan sapi perah dengan cakram antibiotika ampisilin.
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Gambar 5.20 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen).t
infermediate (inter) dan resisten (Res} pada 4 lokasi petemakan sapi perah di
Jawa Timur dengan cakram antibiotika ampisilin,
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Hasil analisis statistik uji resistensi antibiotika penisilin pada Staphylococcus
ayreus dan peternakan sapi perah Surabaya menunjukkan nilai rata-rata pada
25 56 mm, peternakan sapi parah Grati menunjukkan nilai rata-rata 31,00 mm,
petermakan sapi perah Batu menunjukkan nilai rata-rata 32,46 dan peternakan
Mongkojajar menunjukkan nilai rata-rata 18,07 mm yang berarti ada perbedaan
secara signifikan antara Peternakan sapi perah Nongkojajar dibandingkan ke
tiga petermakan lainnya.
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Surabaya Grati Batu Mongkojr

Gambar 5.21 Histogram rata-rata diameter zona hambat (mm) pada 4 {okasi
petemakan sapi perah dengan cakram antibictika penisilin.
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Sursbaya Grati Batu Nongkojir

Gambar 522 Histogram perbandingan persentase antara sensitif {Sen],_
intermediate (Inter) dan resisten (Res) pada 4 lokasi peternakan sapi perah di
Jawa Timur dengan cakram antibiotika penisilin,
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Prevalensi Mastitis Sapi Perah

Berdasarkan hasit yang didapatkan dari data prevalensi mastitis dar
masing-masing peternakan sapi perah adalah | peternakan sapi perah Surabaya
dengan angka prevalensi 86,4% dan peternakan sapi perah Geati dengan angka
prevalensi 79,5%, petemakan sapi perah Batu dengan angka prevalensi 83,1%,
peternakan sapi perah Nongkojajar dengan angka prevalensi 82,7%.

Penentuan diagnostik penyakit mastitis berdasarkan pada angka Somatic
Cells Count (SCC) yang secara langsung tervisualisasikan dengan hasil pada uji
Caslifornia Mastitis Test {CMT) (Jones, 1898). Sel somatik dalam susu terdirt darn
makrofag, limfosit, neutrofil dan sel epitel kelenjar susu. Jumlah SCC dalam susu
merupakan indikator untuk kesehatan kelenjar susu {Pfaffl et al, 2003)
Peningkatan jumiah SCC dalam susu sebagai respon  adanya invasi
mikroorganime yang berarti teradinya penmngkatan aktivitas imunologl dalam
kelenjar susu (Pfaffl et af., 2003)

Tingginya angka prevalensi mastitis ini disebabkan oleh sangat jeleknya
sistem pembuangan kotoran peternakan sapi perah di daerah pengiitian. Santasi
yang jelek merupakan salah satu sumber penularan penting untuk kasus

mastitis. Meruyjuk Smith and Hogan { 1599} mengatakan bahwa sumnber

104
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panyakit penting untuk mastitis tingkungan adalah lingkungan sapi perah. Faktor
lingkungan mengkontaminasi ujung puting yang merupakan jalan utama dar
bakieri patogen yang mencemari lingkungan untuk menimbulkan mastitis.

Tingginya angka prevalensi mastitis ini didukung oleh penelitian
Zdanowicz {2002) yang mengindikasikan bahwa sapi perah menghabiskan
wakiunya sekitar 50 - 60% dengan tiduran di lantai dan bakteri dapat
dipindahkan antara permmukaan kandang dengan puting susu. Usaha untuk
meminimalkan paparan puting susu ke mikroorganisme patogen adalah hat
penting untuk dimengerti terutama lantal kandang atau alas tidur sapi yang
berperan untuk terjadinya proliferasi bakteri. Tersedianya nutrisi, adanya
kelembaban, pH vang cocok merupakan faktor utama tumbuhnys bakter pada
aias tidur sapi. Jumizgh bakieri dalam alas tidur dard bahan anorganik
menunjukkan jumiah yang tebth rendah dibandingkan dari babhan organik
{Bewley ef al, 2001} Hogan and Smith {1987) melaporkan hasil temuannya
bahwa jumiah bakten cofiforrm dan Kitbsiella spp febih tinggi pada alas tidur dari
jerami dibandingkan dengan alas tidur dan pasir dan pembiakan bakterinya juga
dilakukan pada ujung puting sapi perah yang menempel pada alas tidumya.
Alas tidur dan baban anorganik yaitu kapur lebih menekan proliferasi bakien
dibandingkan dengan pasir, hal ini disebabkan karena kapur merupakan bahan
alkalin dan pHnya tinggi yang tidak cocck untuk pertumbuhan bakter
(Zdanowicz, 2002).

Sumber patogen dari lingkungan termasuk kotoran sapi, tempat pakan

dan minum sapi serta material untuk alas tidur sapi. Alas tidur sapi merupakan
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sumber patoegen {mgkungan dalam peternskan sap perah yang memacu
terjadinya mastitis jika ujung puting sapi sering dan lama kontak dengannya.

Baktert Streptococor dan cofform yang merupakan patogen Hngkungan
dapat hidup dan berkembang pada aias tidur dari bahan orpanik. Jerami yang
digunakan sebagai alas tidur dapat mendukung pertumbuban Strepfococcus
uhers, sementara bahan gergajian kayu dan kotoran yang didaur ulang
umumnya meningkatkan jumlah £ colf dan Klebsiefla spp. {Schrick et af, 2001).
Salah satu alternatif untuk pengendalian mastitis yang disebabkan oleh patogen
ingkungan adalah penggunaan alas dar bahan ingrganik sepert pasir atay
tumbukan batuy kapur yang terbukti menghambai perturmbuban patogen
lingkungan.

Fakior iain untuk tingginya angka prevalensi mastitis adalah patogen
komtagiosa. Patogen kontagiosa yang sering menyebabkan mastitis pada sapi
perah adalah Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Strepfococcus
dysgalactiae dan Corynebacterium bowvis (Fox, 2000) Secara ekonomis yang
paling merugikan berperan besar dalam menyebabkan masttis  adalah
Staphylococcus aureus dan Streptococcus agalactiae.

Semua patogen kontagiosa mempunyal karakteristik umurm yang menjadi
sumber ulama mikroorganisme untuk menginfeks kelenjar susu adalah kelenjar
susu yang sudah terinfeksi yang berada di pefemakan tersebut. Penyebaran
patogen kontagiosa utamanya pada saat pemerahan dangan bantuan alat
pemerahan termasuk mesin pemerahan, tangan pemerah, handuk wnfuk

pembersihan ambing. Strepfococcus agalactiae merupakan parasit obligat d
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ambing sapi perah dan tidak ditemukan hidup bebas di lingkungan (VWaage ef
af, 2001} Sapi dara yang dimasukkan dalam peternakan pertama kali dapat
terinfeksi dengan Sireptococcus agalactiae dan infeksi umumnys dihasitkan dari
sapi dara menyusu dari induk vang terinfeksi patogen {Waage et af,, 2001).

Untuk lebih mengenal mastitis yang disebabkan oleh agen penyakit
Staphylococcus aureus, peru dikai lebih mendalam mengenai epidemiologi dari
agen penyakit tersebut. Epidemiologi Staphviococcus aureus harus terkait
galam faktor sumber penyakil sistem penularan dan faktor resiko penyakit
{(Roberson, 1888} Pengendalian Staphylococcal mastifis ditlekankan pada
pengertian bahwa penularan penyzskit ini utamanya terjadi dalam proses
pemerahan. Higiene dalam proses pemterahan akan menurunkan angka
penuiaran antar sapi perah yang juga menurunkan adanya kasus mastitis baru
yang disebabkan Staphyfococcus aureus. Pengendalian kasus ini lebih
difokuskan pada pengobatan masa kering laktasi dan pengafkiran sapi yang
terinfeksi (Roberson, 1999).

Tidak ada keraguan sedikitpun bahwa sumber penyakit utama dari
Staphylococcal mastitis adatah kelenjar susu yang terinfeksi. Dalam penelitian
Cavidson (1861) yang oleh Roberson (1988) dinyatakan bahwa Staphylococcus
aureus dapat diisclasi dari selurub bagian tubuh sapi dan disimpulkan yang
menadi sumber penyakit utama dan kasus /ntramammary Infections {IMI)
adalah kelenjar susu yang tennfeksi. Roberson, ef al, (1994) menerangkan
beberapa strain dari Staphylococcus aureus tereliminasi dari fuar bagian

ambing sapi perah pada wakiy pengobatan ambing sapi, hal ini
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mengindikasikan bahwa ambing merupakan sumber penyakit utama bag sapi
perah. Penularan paling utama terjadi dar kelenjar susu yang tennfeksi ke
kelenjar susu yang belum terlnfel;qsi melatlul beberapa alat antara lain; peraiatan
pemerahan atau tangan pemerah susu.

Mastitis terjadi jika sapi perah dengan kasus IM! oleh Stapyiococcus
aureus selesal diperah, maka jika pemerahan mular pada sapi perah baru maka
paparan Staphyiococctis aureus akan menyerang sapi perah yang baru diperzh
tersebut.  Pentingnya penyebaran melalui tangan pemerah hampir sama
pentingnya dalam penyebaran mastiis inl dan sebanding dengan penyebaran
fdengan menggunakzn handuk pambersin ambing. Untuk mengurangi bahaya
penyebarannya perlu dilakukan dengan menggunakan sarung tangan plastk
{glove} yang didesinfeksi. Peralatan yang berpotensi sebagai alat penularan
lainnya adalah stnp cup.

FPengendalian Staphylococcal mastiis dengan metode kontrol terhadap
lalat dapat mengurangi penularan Staphylococcus gureus ke prepartum sapi
dara oleh Roberson (1999) yang mengamati lalat yang hinggap pada puting
sapi dara pada wakiu merumput merupakan vekior yang bertanggungjawas
pada penyebaran Staphylococcus aureus. Owens et al, (1998} melaporkan
bahtwa lalat mampu menularkan Staphylococcus aureus dan menyebabkan M
pada sapi dara. Dengan dernikian dapat disimpulkan bahwa lalat dapat
menyebarkan Staphylococcus aureus sehingga pengendalan lalat mungkin

juga merupakan prosedur kontrol yang cukup penting dalam peternakan sapi
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perah yang khususnya dengan angka prevalensi Stapfiylococcus aureus
sedang ke tinggi {Roberson, 15983).

Uraian di ataz dapat dijadikan bahan kgjian unfuk mengendalik.an
mastitis dengan memperhatikan berbagai faktor lingkungan terutama bzhan
alas tidur sapi perah yang dapat dijadikan sebagai sumber penyakit penunjang
hidup dari agen penyebab mastitis. Pada kasus mastitis lingkungan serta untuk
mastitis kontagiosa lebinh dilekankan pada sanitasi pemerahan dan

pengendalian lalat vektor penyebar agen penyebab mastifis.

6.2 Identifikasi 1solat Staphylococcus aureus

Identifikasi Staphviccoccus aureus beriujuan untuk mempercieh isolat
murni  Staphyfococcus aureus dari kasus mastitis sapi perah di Jawa Timur.
Dalam identifikasi ini digunakan metode standar yaitu berupa uji mikroskopis,
pengecatan Gram, uji fermentasi pada Manitol Salt Agar, uji katalase, wuji
hemolisis dan uji koagulase yang berguna untuk membedakan dengan berbagai
spesies Staphwviococcus yang menginfeksi kelenjar susu sapi perah.

Pemenksaan identifkasi sampel susu mastitis sebanyak 252 sampel.
Infeksi Staphyiococcus aureus yang terjadi sering dengan manifesitasi subklinis,
maka upaya dari penelitian ini adalah untuk mengamati dan menilai keberadaan
Slapfiylococcus aureus melzlul pendekatan melode standar labeoratorium.
Organisme yang disolasi dari sampel susu yang ditumbuhkan ke MS agar yang
mengandung 7,3% sodium chionde akan membatasi pertumbuhan organisme

lainnya, tetapi genus Staphyfococcus dapat tumbubh.  Setelah dilzkukan

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



114
ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

identifikasi Staphyiococcus sureus dengan metode standar laboratonum
diperoleh isolat Staphylococcus aureus berjumlah 31 isolat. Sisanya positif
spesies Staphylococcus yang lain dalam jumlah yang menyebar antara lain
Staphyiococcus epidermidis dan Staphylococcus saprophylicus dan sebagian
merupakan genus dar Streptococcus spp yang ditandai dengan uji katalase
negatif dan berbentuk mikroskopis rantai kokus.

Sebuah identifikasi yang cepat dan terpercaya untuk Stapfiylococcus
aureus yang diambil dari sampel susu merupakan hal utama dalam
pengontrolan terhadap Staphylococcal mastitis. Tingginya angka sensitivitas
dan spesifisitas dan uji koagulase yang dibuat uniuk metade standar dalam
identifikasi  Staphyfococcus aureus dalam susu. Hanya separuh dan isclat
Staphyiococcus aureus yang positif dalam uji koagulase setelah 4 jam walkiu
inkubasi, dan waktu inkubasi lebih dari 12 jam dipedukan untuk memperoleh
hasil yang terpercaya (Boeriin ef al, 2003}, Hal tersebut juga didukung ocleh
penelitian Chusniati dan Effend: (2003) yang membandingkan antara uji
koagulase tabung dan uji koagulase sfide test yang menghasilkan kesimpulan
bahwa sensitivitas koagulase siide test untuk deteksi mastitis yang disebabkan
Staphyiococcus aureus cukup tinggi yaite 91,11% dan dapat dipakai untuk
mengkorfirmasikan tentang agen penyebab masttis Staphyiococcus aureus
dengan cepat.

Uji B hemolisis juga merupakan kriteria yang penting untuk identifikasi
Staphylococcus aureus dari kultur primer. Meskipun dalam studi sebelumnya

diperlihatkan data sekitar seperlima dari isolat Staphylococcus aureus lidak
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menunjukkan aktivitas B hemolisis pada kultur primernya. Jadi uji £ hemolisis
merupakan Wi yang spesifik  tetapi kurang  sensitif  untuk  dentifikasi
Staphyfococcus aurens, Untuk menghasﬂkén identifikasi Staphylococcus aureus
vang cepat dan terpercaya penu mengkombinasikan antara dip B hemolisis
dengan uji Koagulase dengan waktu inkubasi 4 jam {Boerlin ef af., 2003},
Rendahnya hasil isolasi Staphylococcus aureus ini mungkin disebabkarn
kemampuan tumbuh dan berkembangnya bakteri tersebut tergantung dan
kemampuan untuk beradaptasi dengan perubahan lingkungan. Staphyfococcus
aureys mempunyai beberapa mekanisme untuk mengatasi perubahan {erutama
dalam sebuah infeksi (Raris et al, 2003} Pertumbuhan dan Staphyiococous
awreus pada kondisi ideal terdin dari tiga fage yaitu fase lag, eksponensial dan
stasioner. Pada kondist yang tidak menguntungkan maka bakten mengalarmy

penghentian periumbuhan.

6.3 Identifikasi Molekuler Gen Penyandi Permukaan Protein Bakteri
Staphylococcus aureus

Pemeriksaan ini bertujuan untuk menemukan adanya faktor virulensi
Staphyiococous aureus yang diambal dar kasus masttis pada sap perah
Faktor virulensi yang diperiksa merupakan gen penyandi proten permukaan
bakleri yang berfungsi utama untuk perekatan pada sel hospes dalam proses
infeksi awal terjadinya mastitis, yang terdini dari gen penyandi koaguiaze, gen

penyandi protein A dan gen penyandi olumping factor.
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Pemeriksaan faktor virulensi Stapfiviococcus aureus yang menyebabkan
mastitis pada sap perah di Jawa Timur berfujuan untuk mendeteksi
polimorfisme pada tingkat DNA. Polimorfisme adalah perbedaan bentuk dan
struktur dasar untuk mencar vanabilitas Staphyfococcus aureus secara
epideminlogi  molekuler.  Polimorfisme DNA  banyak  digunakan  untuk
mempelajari keragaman genetik Staphylococcus aurews dan untuk mengeiahui
faktor virulensinya digunakan gen penyandi koagulase, gen penyandi protein A
dan gen penyandi clumping factor

Teknik analisis polimorfisme DNA dengan menggunakan PCR
mempunyal beberapa kelebihan antara membutubhkan sampel DNA sedikit dan
tidak membutuhkan radicisotop, selain ity analisis polimorfisme DNA tidak
membutuhkan sekuen DMNA lebih dule dan prosedurnya iebih sederhana
{(Kuzma of al., 2005}

Staphylococcus aureus yang menginfeksi kelenjar susiy sapi perah
mempunyal kKeragaman genetik yang berbeda pada setiap strain (£adoks,
2002). Pengetahuan tentang wvariabilitas genetik dapat digunakan sebagai
pljakan dalam upaya pengendalian mastitis secara akurat.

Penelitian Raimundo ef al, {(1998) memperiihatkan bahwa pelacakan
sistern subtipe berdasarkan pada ukuran dan pola restriksi dari produk PCR
dengan merujuk pada gen penyandi koagulase dapat melakukan penyeiidikan
hubungan epidemioiogi antara isolat Sfaphylococcus sureus dan kasus bovine

mastilis. Hasil dari penelitian tersebut menggambarkan bahwa secara teknis
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sangat sederhana dengan reproduktivitas yang tinggt dan Kemampuan yang
baik untuk membedakan variabilitas genetik antar Staphylococous aursus.

.SEmbilan belas isolat yang diteliti dapat didefinisikan terdin dar 4 tipe
dengan besar molekul §00 bp, 680 bp, 740 bp dan 850 bp. Hasil ini sesual
dengan yang dilakukan oleh Vieira-da-Moita ef afl, (2001} yang menghasilkan
gambaran polimorfisme gern penyandi koagulase ada 4 tipe. Tipe dengan besar
molekul 830 bp yang merupakan tipe paling umum sebagai penyebab
Staphylococcal mastilis di peternakan sapi perah. Hasil penelitian tersebut
didukung oleh beberapa penelitian yang dilakukan oleh Raimundo ef al., {1899)
dan Salasia ef al, 2004 yang menyatakan bahwa gen penyandi koagulase yang
terbanyak di gdaersh penelitiannya mempunyai  besar molekul 850 bp.
Perbedaan biologis antar strain berdasarkan gen penvandi koagulase masih
belum jelas, fetapi dapat dimengerli bzhwz gen penyandi koagulase
mempunyal kekuatan pembeda antar strain Staphyfecoccus aureus yang
nantinya berguna untuk studi epidemiclogis di masa mendatang.

Dalam penelitian ini diternukan bahwa gen penyandi protein A juga
merupakan pilhan yang baik untuk mengindentifikasi serta membedakan
variabilitas strain Staphviococcus aureus (Kuzma ef af, 2005 Amplifikasi dan
gen penyandi protein A menghasilkan 2 tpe gen penyandi dengan besar
molekul 110 bp dan 220 bp. Hasd amplifikasi imi merupakan polimorfisme gen
penyandi protein A yang meruiuk penelitian Akineden et a/l, (2001) terdiri dari 80
bp, 110 bp, 140 bp, 170 bp, 190 bp, 200 bp, 240 bp. 270 bp, 290 bp dan 320

bp. Kuzma et al {(2005) menerangkan bahwa gen penyandi protein A terdin dan
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beberapa fungsi yang berbeda yang dibutuhkan untuk perlekatan pada dinding
sel hospes. Beberapa fungsi terdiri dari Fo binding region, X region dan C
terminus. Gen penyandi protein A dengan besar molekul 110 bp dan 220 bp
merupakan gen penyand: protein A dan X region.

Merujuk pendapat Shopsin ef af, (1898) yang menyatakan bahwa
penggunaan gen penyand protein A untuk identifikasi dan pembedaan strain
Staphyiococcus aureus adalah mudahb dibandingkan dengan tehnik molekuler
lamnya. Dalam penelitian tersebut gen penyandi protein A secara akurat dapat
mengidentifikasi dan membedakan lima clones utama dari 261 strain koleks
MRSA di rumah sakit New York Gity yang berasal darn analisis kombinasi
PFGE dan RFELP. Penggunaan tehnik molekuler dengan gen penyandi protein A
menggambarkan beberapa keuntungan antara lain  kecepatan analisis,
kemudahan penggunaan, kemudahan interpretasi, standardisasi  dan
kemudahan penyebaran teknologi {Kuzma ef al, 2005) Meskipun tidak satu
tehnik molekuler yang lebih baik dibanding dengan tehnik molekuler tainnya
dalam penyelesaian semua kasus ({Tenover ef ai, 19894} tetapi tampaknya
penggurnaan gen penyandi protein A dapat membedakan secara epidamiologi
molekuler adanya hubungan sirain dengan cepat dan mudah (Shopsin ef al,
15999). Hal ini menyebabkan penggunaan tehnik ini sangat berguna untuk
permulaan screening vang dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan studi
epidemioclogi agen penyakit Staphyfococcus aureus secara langsung.

Amplifikasi dar gen penyvandi cfumping factor menghasilkan 2 tipe

gen penyand: dengan besar molekul 8950 bp dan 1000 bp. Hasd amplifikasi in
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merupakan pglimorfisme gen penyandi olumping  factor  yang merujuk
penelitian Akineden et af. (2001} terdin dan 850 bp dan 1000 bp, tetap Salasia
et al. (2004) menerangkan bzhwa gen penyandi cfumping factor
mengindikasikan tidak ada polimorfisme dengan besar molekul sekitar 1000 bp.

Meskipun adanya polimorfisme dengan penggunzan gen penyandi
clumping factor, tetapi dengan hasil yang seperti tabel 5.3 maka tidak
dianjurkan menggunakan gen penyandi clumping  factor untuk  studi
epidemiologi molekuler sebagaimana yang didapatkan cleh Salasia ef af,
{2004},

Penggunaan polimorfisme dan gen penyandi protein permukaan bakten
Staphyfococcus aureus tersebut merupakan salah satu teknik molekuler untuk
identifikasi bakter pada tingkat spesies dan sub spesies dengan cepat (Zadoks,
2002). Hasil identifikasi molekuler tersebut dapat disimpulkan adanya beberapa
strain Staphyilococcus aureus yang berhasil dilsolasi dari kasus mastitis pada

sapi perah di Jawa Timur.

6.4 Karakterisasi Ekspresi Gen Penyandi Protein Permukaan Bakteri

Pada penelfitian ini, dapat dikarakterisasi beberapa protein yang terkait
dengan protein permukaan bakteri yang berperan dalam faktor virulensi
Staphyfococcus avraus. Protein tersebut adalah protein dengan berat molekul
40 kD, 55 kD dan 86 kD. Protein dengan berat molekul (BM} 40 kD berupa
protein clumping factor, protein dengan BM 55 kD berupa protein A (spa), dan

protein dengan BM 85 kD berupa protein koagulase (gambar 5.8).
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Protein cfumping factor dengan BM 40 kD merupakan proten yang
diekspresikan pada fase pertumbuhan stasioner yang berasosiasi dengan
permukaan sel bakter. Protein ini mengikat protein hospes yang berupa
fibronectin, fibrinogen, coffagen dan  vitronectin,  Protein  clumping  factor
bertanggung jawab untuk interaksi antara Fg dengan Staphylococcus aureus
(Shannon. 2005} Ketka protein clumping factor mengkat plasma maka
tarbeniuk sebuah komplek Fg yang merupakan fenomena yang terkait dengan
sifat patogenik dan Staphylococcus aureus (McDeviit ef al. 1994} Fg
merupakan protein yang dikonversi oleh thrombin ke bentuk fibrin yang esensial
dari pembekuan darah. Protein clumping factor diekspresikan mn wilro pada
semua tahap pertumbuhan bakteri (McDevitt et af.. 1892) dan protein ini dapat
digunakan sebagai proteksi dalam hewan coba yang sepsis dan model kelinci
dalam kasus endokarditis (Hall ef al, 2003} Menurut Wolz ef al, (2002)
menyatakan bahwa untuk meningkatkan perlekatan antara bakteri dan sel
hospes, maka Staphyiococcus aureus mengeluartkan beberapa adhesin yang
spesifik yang terletak pada parmukaan bakteri yang disebut microbral surface
components recognizing adhesive matmx mofecules (MSCRAMMS). Perlekatan
spesifik  Staphylococcus aureus ke fibrinogen utarmanya dimedias oleh
clumping factor. Protein clumpmg factor mempunyal tanggung jawab untuk
mediasi periekatan Staphviococcus aureus ke matnix proteins yang merupakan
sebuah langkah penting dalam proses infeksi (Patti, 1984).

Fibrinogen diidentifikasikan sebagai bahan utama yang terkait dengan

protein plasma (McDewitt ef af, 1984). fibrinogen diubah oieh thrombin ke
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bentuk fibrin yang merupakan bahan untuk pembekuan darah. Masing-masing
fibrinogen monomer terdin dari tiga rantai polipeptida {a. 8 dan y}. Tempat
pengikatan cfumping factor dan Staphylococcus aureus adalah di C terminus
dari rantai y {Ni Eidhin et al., 1988, McDevilt ef a/,, 1934, Deivanayagam et al.,
2002).

Dalam penelitian Wolz et af, (2002) memperlihatkan bahwa tidak ada
perbedaan dalam transknipsi clumping facfor antara Staphylococous aureus
yang berasal dan berbagai sumber infeksi maupun yang berasal dan awal atau
akhir suatu infeksi.

Ekspresi protein A (spa) dengan BM 55 kD diregulasi oleh agr dan sar
dan jumiahnya menurun pada fase periumbuban stasioner. Protein A
diekspresikan oleh kebanyakan Adhesin Slaphylococoi yang termasuk famili
MSCRAMMS:. Hasil penelitian Effend: ef &/, (2005) menyatakan bahwa ekspresi
protein A hanya diekspresikan oleh Staphylococous aureus sedangkan spesies
Staphylococei yang patogen lainnya seperti Staphylococcus epidermidis dan
Staphylococcus saprophyticus tidak mengekspresikan protein A, Protein A
diekspresikan selama fase pertumbuhan eksponensial dan ditranskripsikan
menurun dalam regulasi selama fase partumbuhan post eksponensial {Gao and
Stewart, 2004} Proses ini melibatkan sistem accessory gene reguiator {Agr)
dan sistem quorum sensing global regufatory dari Sfaphylococcus aureus.

Protein spa mengikat Fc regicn dar imunoglobulin dar kebanyakan
mamalia (Harteth ef af, 2000). Fungsi protein spa yang mengikat Fc region

merupakan kontibutor dalam faktor virulensi dari bakter tersebut karena
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berkompetisi dengan sel fagosit dalam penyediaan tempat lgG-Fc vyang
mengakibatkan hilangnya kemampuan opsonisasi {Patti ef af, 1884} Dalam
fungsi mangikat imunaglobulin, protein A tampak mengaktifkén komplemen juga
merupakan faktor virslensi dari Staphylococcus aureus {Callegan ef al, 1994).

Protein koagulase dengan BM 88 kD merupakan extraseluler dari
Slaphyiococcus aureus yang meningkatkan perlekatan Staphylococcus aureus
dengan komponen dar hospes. Kemampuan dan protein ini untuk
mengagregasi  memungkinkan bentuk  gerombolan  pada  koloni  baktern.
Kemampuan perlekatan ini ditunjang oleh protein yang diekspresikan
permukaan bakter seperi Cif Fn binding protein, colfagen binding protein,
vitronectin  binding protein. Hal  ini meningkatkan patogenitas  dari
Staphylococcus aureus. Protein koagutase diproduksi secara /n vitro dalam fase
pertumbuhan eksponensial dan terdin dan Fg binding (C terrminus) dan
prothrombin binding domain (N terminus) (Kawabata et al., 1986).

Lintuk meningkatkan kemampuan menyebabkan mastitis,
Staphyiococeus aureus di samping mengekspresikan  sejumiah  protein
permukaan hakteri yang berfungsi dalam perekatan dengan sel hospes (lowy,
1898) maka Staphviococcus aureus mengembangkan sistem quorum sensing
yang berfungs! untuk Komunikasi antar sel bakteri dan juga regulasi untuk
kotonisasi hospes dan faktor virulensi (Yarwood and Schlieved, 2003). Hal ini
didukung oleh penelitian Lusiastuti dan Effendi (2005) yang menyatakan

ekapresi protein koagutase 88 kD dan protein A 55 kD hanya diekspresikan aleh
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Staphyiococcus  aweus sedangkan  Staphylococcus epidermidis  tidak
mengekspresikan protein tersebut,

Sistem agr dan gquorum sensing menurunkan ekspresi beberapa protein
permukaan bakteri dan meningkatkan sekresi beberapa faktor virulensi dalam
transisi dari akhir fase pentumbuhan eksponensial ke fase sfasioner secara in
vitro (Vuong ef al, 2000). Sistem agr dan quorum sensing didesain unfuk model
patogenitas Staphfrvlococcus aursus.

Staphylococeus aweus dalam menginfeksi kelenjar susu dalam jumtah
sedikit, bakteri mengekspresikan faktor virulensi berupa protein permukaan
bakteri untuk menetralisit faktor kekebalan dar hospes. Protain A mengikat
bagian Fc dan g dan clumping factor membantu membentuk gumpalan
nanah di tempat infeksi (Yarwood and Schlievert, 2003}, maka tempat infeksi
akan kekurangan nutrist yang disebabkan peningkatan jumiah bakteri yang
mengakibatkan bakteri menyebar ke lempat faringan hospes lainnya. Faktor
virulensi lainnya adalah yang termasuk di dalamnya: faktor permukaan bakten
{protein, dinding sel peptideglycan, kapsul polysakharida, protein A), enzim
hydroiytic {nucfeases, hyaluronidase, profases dan colfagenase), fungsi utama
adalah merubah jaringan lokal menjadi nutrist untuk kebutuhan bakteri; faktor
bigkimia yang dapat meningkatkan kemampuan intraseluler (carotenoids,
produkst catalase); resistansi terhadap antibiotika (4 facfamases dan penicilfin
binding proteins).

Patogenesis mastitis yang disebabkan Staphylococcus aureus adalah

multifaktorial dan sampai saat ini kurang dimengerti. Sifat patogenesis dari
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Staphylococcus aureus tergantung dari dua hal penting yaitu faktor virulensi dan
sifat hospes (Cunningham et al, 1996). Patogenesitas darn Staphyfococcus
aureus adalah kemampﬁan untuk menyebabkan penyzkit dalam hospes,
sedangkan faktor virulensi adalah produksi dar bakien vyang dapat
menyebabkan infeksi dan meningkatkan kemampuannya untuk menyebabkan
penyakit {Cunningham ef af 1896}

Kemampuan Sfaphylococcus aweus unluk menempel ke plasma dan
extraceliuier matrx (ECM} hospes adalah patogenesis yang signifikan datam
proses terjadinya infeksi {Hars et af 2003). Beberapa adhesin yang spesifik
yang diekspresikan pada permukaan bakted Staphylococcus aureus zkan
berinteraksi dengan protein hospes antarz lain fibronectin, fibrinogen, coffagen,
vitronectin dan faminin (Foster and McDevitf, 1994} dan termasuk dalam
MSCRAMNS,

Untuk dapat diklasifikasikan sebagai MSCRAMMs maka protein harus
teretak pada permukaan bakteri dan harus mengenal makre molekul figand
yang ditemukan dalam ECM hospes (Haris et al, 2003), yang termasuk molekul
ltigand adatah coflagen dan laminin yang hanya ditemukan dalam ECM dan
lainnya seperti fibronectin dan fibrinegen yang ditemukan dalam ECM dan
plasma darah (Patti ef af, 1994). Sebuah MSCRAMM dapat mengikat
beberapa ligand ECM dan Staphylococeus aureus dapat mengekspresikan
heberapa MSCRAMMs yang dapat mengenal matrik molekul yang sama

{McDevitt et 2/, 1994).
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Faktor protein permukaan bakterdi merupakan hal uiama dan
Staphylococcus aurevs sebagal bahan mempromosi kolonisast ke jaringan
hospes, hal i didasarkan bahwa bahan ini diekspresikan pertama i;.aii pada
saat fase pertumbuhan eksponensial {Lowy, 1998). Beberapa protein
permukaan menampakkan sifat adhesive yang disebabkan ligand-binding
domains seperti protein A, yang mempunyai sifat  anti-phagoecytic yang
didasarkan atas kemampuan untuk mengikat g G dan leukosit
polfymorphopuclear pada regic Fo. Secara strukivral dan fungsional protein ini
termasuk MSCRAMMs yang lemmasuk di dalamnya adaizh fitvonectin dan
colfagen-binding profein (Foster & MCDevitt, 1994), dan juga clumping factor
yang merupakan protein berfungsi mengikat fibrin dan mempromosi
terbentuknya gumpalan darah pada jaringan traumatik (Todar, 20023,

Setelzh terfadi kolonisasi, Stephylococcus aureus menginvas jatingan
vang dimediasi oleh beberapa bahan eksira selluler dan cell-associated
profeins, termasuk o - loxins dan haemolysins (B, x, 8} yang menyebabkan
haemolysis eritrosit dan leukosit dan bersama dengan fewkocidin dan leukotoxin
yang berakibat terjadinya abses dan seplic shock. Patogenesis dan kondisi ini
disebabkan oleh kemampuan toksin untuk menghancurkan sel eukarystik. Pada
epithelium pulmonary, pembengkkaan osmotic menyebabkan pecahnya
integritas sel dengan efek memingkatkan vascular permeabilify. Efek pada
hospes adalah pulmonary oedema atau respiratory stress syndrome pada orang
dewasa. Produksi dar haemolytic pore-forming & pro-inflamatory  toxins,

pyrogenic-toxins atau exfoliafive loxins memudahkan Staphylococcus aureus

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

untuk menyebar ke jaringan sekitamya dan cenderung diproduksi selama fase
stasioner dari infeksi {Dinges, 2000, Lowy, 1598).

Fotensi infeksi Staphyiococecus aureus dapat dikaitkan pada koordinasi
regulasi temporal dari faktor virutensi. Pada awal infeksi Staphylococcus
aureus, Taktor virulensi diekspresikan untuk adhesi pada sel hospes dan terjadi
kolonisasi seperti colfagen, fribronectin adhesins dan protein A. Pads saat
jumlah bakter di jaringan tennfeksi tinggi, ekspresi prolgin permukaan ditekan
dan ekspresi exoprotein ditingkatkan. Ha! ini terkait dengan regulasi gen-gen
yang mengkoordinasi beberapa kelompok gen dan disebut giobal regufatory
genes. Karakterisasi utamanya adakah oleh dua plefotropically acting reguiatory
yaitu agr (accessory gene regulator} dan Sar (sfaphyfococcal accessory gene
regufatory. Operon agr menyandi produksi beberapa protein yang berperan
dalam signal fransduction pathway yang menghasilkan peningkatan regulasi
dan gen exoprotein dan penurunan dari gen protein permukaan (Rechtin, 1899},

Staphyiococcus aureus menjadi bakteri yang penting disebabkan
kemampuannya menghadapi sistem imun dar hospes maupun pengobatan
antibioctika, Pada kasus pneumiconia, koionisasi dilakukan oleh bakten dengan
bantuan protein adhesions dan enzim extraselluler sepertt fivafuromdases.
profeases, colfagenases yang memfasilitasi  terjadinga  invasi.  Bakteri
menghindari fagositosis dengan eksprasi koagulase, feukocidin, haemolysing,
katalase dan menahan respon imun oleh beberapa variasi antigenik yang

merangsang luka lanjutan melalui cpytofoxins. Proses serupa dapat diihat pada
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luka operasi yang tergantung pada ekspresi temporal dan faktor wirulensi.
{Todar, 2002, Sheagren, 1584).

FPola band yang terekspresi pa;da gambar 5.8 menunjukkan pola hand
yang sama di antara ke empat isolat Staphylococous aureus yang berasal dari 4
Iokasi yvang berbeda, pola band yang sama yang menunjukkan adanya
kesamaan protein yang diekspresikannya. Hasil penelifian ini juga didukung
oleh penelitian Lusiastuti dan Effendi {2005} yang menggunakan pewarna
Comasie blue yang menghasilkan pola band yang sama pada isolat
Staphylococcus aureus dari 4 lokasi yang berbeda dan lebih  jslas
gambarannya. Hal ini dibuktikan dengan tidak dipengaruhinya ekspresi protein
permukaan bakten oleh suhu inkubasi yang berbeda seperti yang terdihat pada
gambar 58 dan 59, yang berarti penganth ngkungan seperi perbedaan suhu
dan perbedazn geografis kurang memberikan pengaruh ferhadap ekspresi
protein permukaan bakteri Staphyfococcus aureus.

Beberapa protein permukaan bakteri Staphylococcus aureus ditemukan
terikat kowvalen pada dinding sel peplidoglycan dengan mekanisme yang
memerlukan ikatan ujung COOH pada motif LPXTG {Navaire and Schneewind,
1989). Sintesis protein permukaan ini teradi pada pertumbuhan awal dan
diregulasi secara menurun pada post exponential dan fase pertumbuhan
stasioner (Projan and Novick, 1997}, Hal ini berari vanabilitas strain
Staphylococcus aureus tidak bisa dibuktikan dengan menggunakan pendekatan

fenolipik yang menggunakan ekspresi protein gen penyandi permukaan bakteri.
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6.5 Uji Sensitivitas Anttbiotika pada Staphyfococcus aureus

Uji sensttivitas antibiotika mempunyai fungs! datam pengobatan manusia
maupun pada hewan. Utamanya, hal ini dapat digunakan untuk pihhan
pengobatan antimikrohial dan fainnya untuk memonitor resistensi antimikrobial,
Metode Kirby-Bauer yang menggunakan agar disk diffusion menghasilkan
kategori yang bersifat koalitatif dengan penilaian sensitif, intermediate dan
resisten. Perkembangan dan resistensi antibiotika dalam bakteri adalah
disebabkan dua hal penting vaitu penggunazn antibioctika yang berebihan dan
adanya gen resisten. Ada hubungan yang sangat erat antara perkembangan
resitensi antibiotika dengan jumlah penggunaan antibictika {Lopez-Lozano et 2f
20004, Resistensi antibiotika melalui empat mekanisme utama ;| pemindahan
tempat target dari antibiotika (seperti perubahan dalam penicifin  binding
proteins), pemecahan obat dan  inaktivasi enzimatik dan  antibiohka
{penisiinases). perubahan permiabilitas dinding se! yang mencegah masuknya
antibiotika, dan peningkatan aktifitas tekanan dalam sel yang mencegah
akumdasi antibiotika di galam sel (Wise, 1988}, Mekanisme kenaikan tekanan
dalam sel juga didentifikasikan yang dapat mencegah akumulasi antibiotika
dalam sel baktert {Fechere, 2001).

Hasil analisis statistik  terhadap uji  sensiivitas  ampisiin pada
Staphyiococcus aureus menunjukkan bahwa ada perbedaan yang sangat
signifikan antara ke empal petemakan sap perah, dan beberagpa isolat
Staphyfococcus aureus dan Nongkojajar memperlihatkan resistensi terhadap

ampisilin. Hal tersebut berdasarkan pada rata-rata diameter zona hambat (mm)
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zona yang tarbentuk dan isolat Surabaya (2572 + 6 26) | isolat Grati {31,07+
3.12), isolat Batu (33,73 + 1,85) dan isolat Nongkojajar (18,71+ 7.78).

| Hasil analisis statistk terhadap uji sensitivitas penisiin  pada
Staphylococcus aureus menunjukkan babhwa ada perbedaan yang sangat
signifikan antara ke empat peternakan sapi perah dan beberapa isolat
Staphylococcus aureus dari Nongkojajar memperlinatkan resistensi terhadap
penisilin. Hal tersebut berdasarkan pada rata-rata diameter zona hambat {(mm)
zona yang terbentuk dari isolat Surabaya (2556 + 6.62) | isolat Gratfi (31,00+
2,77), isolat Batu (32 .46 + 1 .50} dan isolat Nongkojajar (16,07+ 6,60}

Meskipun secara analisis statistik tidak berbeda nyata pada rata-rata
zona hambat vang terbentuk dan izolat Surabaya (16,21 +  5,23), isolat Grati
(17,31 = 2,87}, isclat Batu {18 21 + 4 33}, dan isolat Nongkojajar {14, 44 £ 3,77},
tetapt berdasarkan perbandingan persentase maka isotat Surabaya 40% . isolat
Grati 15%, isolat Batu 33% dan isolat Nongkojajar 2% yang resisten terhadap
cephalexin.

Antibiotika B-lakiam adalah merupakan antibiotika yang sering digunakan
dalam pangobatan mastitis pada sapi perah. Antibiotika ini mempunyar aktifitas
dalam Staphviccoccus aureus melalui interaksi tiga molekul yang berat dan
satu molekul yang ringan pada pemiciflin binding proteins. Fungst yang spesifik
dart pericifiin binding proteins belom begitu jelas, tetapi mempunyai efek pada
sintesis dinding sel pepfidoglycan dan pertumbuhan sel {Hakenbeck and

Coyette, 1958).
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Resistensi  Sfaphviococcus  aureus terhadap anfibiotika B-laktam
merupakan masalah yang cukup banyak ditemukan di beberapa negara {(Vavra
el af., 2003), strain seperdi ini 2zkan menjadi Ilebih {inggi prevalensinya jika
pengohatan dengan antibiotika B-laktam tidak didasarkan pada dosis dan
penggunaan yang tepat, hal ini didukung oleh penelitian Siswanto dan Effendi
(2004} vang memaparkan bahwa kebanyakan bakteri Staphylococeus aureis
isolat Surabaya resisten terhadap cephafexin yang merupakan kelompok
antibiotika B-laktam tetapi untuk bakteri Coagulase Negafive Staphylococci
({CNS) izolat Surabaya sensitif terhadap cephalexin,

Pengetahuan tentang salah satu mekanisme resistensi antibiotika -
laktam dengan menghambat biosintesis dinding sel {(Vavra ef al, 2003).
Anfibiotika P-lakiam mengikat dan menghambat peniciliin binding proteins
(FBPs) yang merupakan enzim untuk sintesis pepgfidoglycan, pertumbuhan sel
dan morfogenesis {Pinhe ef af 1998) Pemzahaman tentang faktor yang
mempengaruhi ekspresi PBPs dapat digunakan uniuk pencaran alternatif
pengobatan yang fepat.

Penisilin dan ampisilin mempunyal sifat antara lain sebagai antibiotika -
laktam yang mampu menangggulangt enzim {i-laktamase dan mengikat PBP 2a
pada konsentrast yang sangat rendah (Katayama et al, 2003). Resistens:
terhadap penisilin, ampisiin dan cephialexin untuk isolat Staphylococcus aureus
dari peternakan Nongkojajar mungkin disebabkan adanya gen PBP 4. Gen PBP
4 merupakan gugusan PBF yang mempunya: BM rendah dan terkait dengan

resistensi anfibiotika B-laktam (Katayama ef al, 2003}, dan mungkin PBF 4
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menyebabkan kemampuan untuk mentoleransi antibictika p-laktam. Sifat PBP 4
menyebabkan deacyiates penicifin sekitar 10 — 20 lebih cepat dibandingkan
dengan PBPs yang mempunyai 8M tinggt (Goffin and Ghuysen, 1998}, hal ini
dimungkinkan karena PBF 4 mengikat penisilin dan ampisifin pada kongentrai
yang lebih tinggt (Goffin and Ghuysen, 1998). Beberapa molekul PBP 4 yang
tidak ferikat pada tingkat konsentrasi yang sudah mengikat molekul PBP 2a
akan mentcleransi antibiotika p-laktam yang diberikan.

Pada penelitizn Vavra et al, {2003) memperiihatkan bahwa transkripsi
pbp B8 dan pif A pada Staphyiococcus aursus dimodulasi dalam respon fase
pertumbuhan  dan  menginduksi dinding sel. Penelitian tersebut juga
mendemontrasikan  bahwa peningkatan  produksi PBP 2 disebabkan
peningkatan transkripsi dar gen pbp £ Hat ini berarti bahwa unfuk menjaga
kehidupan Staphylococcus aureus maka bakien tersebut meningkatkan
transkripsi prf A -pbp B yang berfungsi mengakselerasi sintesis dinding sel
dalam rangka menanggulangi efek kerusakan yang ditimbulkan oieh antibiotika
ampisilin dan penisilin.

Pada fase pertumbuhan Sfaphylococcus aureus mensekrest beberapa
faktor virulensi termasuk di dalamnya yang terkait dengan pembentukan dinding
sel dikendalikan oleh sistem agr gquorum sensing dan regulast global sar A
(Novick ef al, 1993). Pinz Duran et al, (1996} menyatakan bahwa inaktivasi
gen agr dan sar tidak dipengaruhi oleh aklivitas PBP 2. Konsep tersebut
didukung oleh Vavra et af, (2003) bahwa ekspresi pbp B menentukan dan

menginduksi 3ar A untuk terkait dengan resistensi antibictika.
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Aktivitas PBP 2 adalah mempengaruhi metabolisme dindmg sel dan
resistensi terhadap antibiotika #-laktam. Peningkatan ekspresi pbp B dalam
regpon adanya anbhtiotka B-laktam sejalan dengan penemuaﬁ bahwa PBP 2
berkoordinasi dengan PBP 2a dalam sintesis peptidoglycan ketika adanya
antitiotika B-laktam (Pinho et af, 2001}

Meskipun hasil analisis statistik ferhadap uji sensitivitas entromisin pada
Staphyiococcus aureus dengan uji Kruskal-Wallis tidak menunjukkan babwa
ada perbedaan signifikan antara ke empat patermakan sap perah, tetapi isotat
Staphylococcus aureus dari Surabaya mempetihatkan resistensi terhadap
ertromisin dengan zong hambat O mm dengan presentase 60% isolat
Surabaya. Merujuk data yang tersedia berdasarkan pada rata-rata diameter
zona hambat {mm} zona yang terbentuk adalah dan isoiat Surabaya (6,79 +
10.31) | isolat Grati (2095 + 1,47), isclat Balu {2036 + 293) dan isolat
NMongkojajar (18,88 + 5 52}

Hasil penelittan ini menggambarkan adanya hubungan dengan penelitian
yang ditakukan oleh Rahardjc et af, {1999) yang menyatakan bahwa bakteri
yang disolast dari daging sapi maupun daging ayam yang beredar i Surabaya
52% resisten terhadap entromsin, dan juga didukung cleh pengiitian Siswanto
dan Effendi (2004) yang menerangkan bahwa isolat Surabaya yang berupa
bakteri Staphylococcus aureus dan Coagufase Negative Sfaphvlococci (CN3)
resisten terhadap eritromizin. Hal ini juga berarti ada kesesuaian dengan yang

diteliti oleh Khan et al, (2000) yang menyatakan dapat tenadinya perpindahan
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resistensi terhadap entromisin dari bakteri Staphylococcus aureus yang berasal
ayam ke bakteri Sfaphyiococcus aureus yang berada pada manusia.

Ertromisin  adalah sebuah antibiotika makrolida yang juga sering
digunakan pada pengobatan inframamary dan tersedia dalam pengobatan pada
masa laktasi ataupun masa kering. Ertromisin mengikat 508 ribosemal pada
bakteri Gram positif (Nicola et af., 1998). Slaphylococcus aureus membentuk
formasi sub unit rbosom dan salah satunya adalah 50 5 sub unit ribosom.
Eritromisin mencegah formasi terbentuknya 50 S5 ribosom. Penghambatan
transiasi terkait dengan aktivitas peptidyltransferase dar 50 5 sub unit (Nicola et
al, 1998} penghambatan ertromisin tengadi dalam tahap translasi antara proses
inisiasi dan elongasi.

Beberapa strain S{aphylococcus aureus mempunyal entromisin-resistant
methylase genes (ermA, ermB dan ermC) {Pechere, 2001) yvang menyand
pemindahan dalam ribosomal RNA  dengan fungsi mencegah pengikatan
makrolida dan menghasilkan resistensi tingkat tinggi. Perpindahan secara
kromosomal gen ermA terkait dengan transposon Tn 554 (Philipps and Novick,
1978) yang mengindikasikan perpindahan resistensi obat yang dimediasi oleh
transposon,

Pada penelitian Khan ef af. {2000) menggambarkan bahwa penggunaan
antibiotika pada manusia bisa merupakan ancaman bagi hewan dengan
meningkatkan resistensi beberapa bakteria dan resistensi bise dipindzhkan

pada tingkatan interspesies dan antar genus. Penyebaran resistensi agen
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antimikrotwal pada Staphylococcus  acvreus disebabkan oleh  penyebaran
masmid dan tfransposan {Lyon and Skurray, 1987).

Meskipun perpjndah.an resistensi antara stram Staphyiocoocus aureus
dalam percobaan laboratorium lerjadi via fransformation, fransduction dan
conjugation (Lacey, 1975), hanya conjugalion tampak secara signifikan secara
in vivo (McGowan, 1991, Studi dengan sfrain sfaphylococcal yvang diisolasi
dart manusia mengindikasikan bahwa Sipfiviococcus  epidermidis  adalah
sumber penyakit gen resisters! antibictika yang dapat dipindahkan ke
Staphylococcus auretts dalam kondisi in vive maupun in vitro (Forbes and
Schaberg, 1983).

Sementara hasit analisis statistik uji sensitifitas ciprexin dan tetrasiklin
pada Staphylococcus aureds menunjukan bahwa tidak ada perbedaan yang
signiikan antara ke empat petermakan sapi perah, hai im berarti ke empal
peternakan sapi perah tersebut izolat Staphviococcus aureus yang diisplasinya

sensitif terhadap ke dua antibiotika tersebut.

6.6 Hasil Temuan
Fada pereltan im diperoleb hasil termuoan yang merujuk pada hasil penshban
dan pembahasan sebagai berikut -
1. Prevalensi mastitis di peternakan sapi perah Jawa Timur berkisar antara
80 sampai 86%.
2. Mayoritas bakteri yang disolasi dan mastitis klinis adatah Coagulase

Negative Staphylococc!,
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3. Staphylococcus aureus bukan merupakan mayoritas agen penyebab
mastitis pacla sapi perah di Jawa Timur.

4, Untuk penentuan sfrain Staphylocoecus aureus dapat digunakan gen
penyand: permukaan bakteri.

5. Karakterisasi protein permukaan takien  menunukkan  adanya
persamaan pola band antara keempat peternakan sapi perah di Jawa
Timur.

6. Secara fenotipik penggunaan u) sensitivitas antibiotika dapat dijadikan

sebagai alat uniuk mencan vanabilitas strain Staphylococcus aureus.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Hasil peneltian secara keseluruhan pada penelitian ini memperlihatkan
tiga pokok hal sebagai berikut -

1. Gen Penyandi Koagulase (coa) dan gen penyandi protein A {spa} dapat
menenfukan adanya vadabilitas genetik Staphyfococcus aureus yang
diisolasi dan mastitis sapi perah di Jawa Timur,

2. Ekspresi protein gen penyandi protein permukaan bakien Staghylococcus
aureus tidak dipengaruhi cleh faktor lingkungan.

3. Variabilitas fenotipik berdasarkan uji resistensi aniibiotika memperfihatkan
isolat Staphviococcus sureus dari Nongkojajar resisten terhadap penisilin
dan ampisiiin, sedanokan kebanyakan isclat Staphviococcus aureus dari

Surabaya resisten terhadap eritremisin,

7.2 Saran
Berdasarkan hasil penelittan dapat disampaikan beberapa saran sebagai
bertkut
1. Penemuan adanya perbedaan genetik antara beberapa peternakan sapi
perah dapat digunakan untuk pengembangan penelitian lanjutan bagi

peneiiti ke arah pembuatan vaksin pencegah Staphviococcal mastitis.

132
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2. Coa. spa dan clfa adaiah gen penyandi protein permukaan bakter yang
berhubungan dengan kemampuan perdekatan Staphylococous aureus
dengan sel hospes, akan tetapi alangkah baiknya kalau biza dilakukan
penelitian untuk menguji faktor wvirulensi yang berhubungan dengan
exoprotein  Staphylococcus  aureus  sepertt hemolysin atau  {oksin
Staphylococcus  aureus vyang berperan dalam  proses degradasi

komponen imunologik sel hospes.
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Lampiran 1 : Faktor Virulensi Staphylococcus aureus berupa adhesin

{ Pei, 2001)
Fable 2. Jefined and potential s irulenice Tactors of 5 awrcws
A adhesins
Liene Jefingd o prtenitl Lagamnd. . Tuncuvas Relvreny
v ifuleiwe
ofA clumping factor A (UWAY Pl Lerminal of v [ P B P T Al
chainsl, calewum, platelets  Hanfard oouf 2uo
Sibwo of ol HEIE|
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ufrf} 5> Lalyium [ o Trinn et af $9F9R)
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Lamnpiran 2 : Faktor Virulensi Staphylococcus avreus yang berupa Enzim

(Pei,2001)
B T [Propen & Sovich 19T Danges ef of 2000, Kunoda e al 2007

mﬁ?}&mm Relaad dicac ancions
1alamds
Tatg shasch Fut TRAT-1 1oae shawch svruld e
yTudromie superaniigen thind o Vi-chain of
TCR)
Sunin wil-f staphy lecoecal evstovuns EATEN o ST Ty
At ¥ lthe prodeins ithluce peointlamnatony cvlakine
Indt-4 prabable Inanrotens ol inn
(i P e AT FURETRT] chtcrotavins A-E suPCTANgens, fouosd paiison
MY M Lo sk, awmdi e airelaboad e
Ay oy T
ek oy
w4 F SCCTETAMY we T PHOLe e
D) kA E loukatonins deatran while blowod ool

. ——r— r—

—— e . —— e B

CoTmvavms [Projan & Novgk 1997, [hinpes o ol 2000; Kunola ce of 2001 ]
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Lampiran 3 . Analisis Statistik Uji Resistensi Staphyiococcus aureus terhadap

antibiotika Ampisilin

ANMP10
31
2753189
77826
208
Ae0

- 256
1.428
034

Minimum Maximum

NFar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
[
Mormal Parametars Mean
Sid. Deviation
Most Extreme Differences Absolute
Fositive
Megalive
Kalmogorov-Smirnay £
Asymp. 51, {2-tziled)
& Test distribution is Mormal.
b Calculated from data.
Oneway
Descriptives
AMP10
N Mean Std. Std, Frror a5%:
Daviation Corfidence
interval for
Mean
Lower Bound Upper
Bound
Surabgya 5 257180 #2620 28005 179407 33,4913
Grati 12 310692 3 1182 Bobs 290893 33041
Batu & 337300 1.B492 F549 317894 356706
Mongkojr B 187125 85155 3.0107 11,5834 258316
Tolal 31 275319 77626 13942 246046 303793
ANOVA
AMP10
Sum of Squaras of  Mean Square F
Between (Groups 1019388 3 339795 11.837
Within Groups TE8.357 27 24,198
Total 1807 744 a0
Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus ....

20.78
2414
30258
11.12
1112

3306
86
35.24
3168
3524

Sig.
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Multiple Comparisons
Cependent Vaniable: AMP10
LSD
Mean Difference {I-J) Std. Error

) ()
DAERAH DAERAH

Surabaya Grati -5 3532 2B763
Baty H.0140 32720

Nonghkojjr 7.0035 30805

Grati Surabaya 23932 28783
Batu 28608 27018

mongkojir 12,3567 24664

Batu Surabaya 80140 32720
Grati 26608 27018

Norngkaiir 15175 29183

Nonghojr Surabaya 70035 3.0805
GGrati -12. 3567 24664

Balu -15.0%¥5 29183

* The mean difference is signficant 2l the 05 level

Sig. 95% Confidence

Irerval

Lower Bound

074 -11.2548
021 147276
031 6828
074 - 5484
333 82044
ooo V2561
021 +.3004
333 -2ga2a
000 0287
031 =12.3242
D00 174172
.00 -21.0053
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Upper Bound

S84
-1.2004
133242
11.2948
28828
174172
14.7276
8.2044
210053
- 6828
-F. 2961
80297
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Lampiran 4 - Analisis Statistik W) Resistensi Sfaphyfococcus aureus terhadap
antibiotika Ciproxin

NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

CIPS
M 3|
Mormal Paramelers Mean 26 7094
5. Ceviation 2.5122
Most Extreme Cifferencas Absoluts 06
Positive 085
Megative -.061
Kelmagorov-Smirtoy Z 342
Asymp. Sig. {2-lailed) T.00H)
a Test cistribution is Marmal.
b Calgaslad from data
Oneway
Descriptives
CIPE
M Meaan Std. Std. Error 95% Minimum  Maximem
Dr=viation Confidence
Interval for
kE=an
Lot Boun Lipper
Bound
Surabaya S 250260 33178 1 4B28 20 9064 28 1455 2068 28.48
Grati 12 27.B4As3  1.089&0 L3164 27 1494 28 5422 26 54 29672
Baly & 266233 33004 12572 231073 3001304 24 52 3332
Monghojr 8 264700 25645 06T 24 3260 ZB G140 X344 24
Tolal 31 26.7994 2851322 4512 ZEBTTS 27 7208 20.68 333z
ANOVA
CIPE
Sum ¢f of Mean F Sig.
Squares Square
Batween 20919 3 9073 1.685 183
Groups
Withm 158 410 7 S2M
{Groups
Total 189329 20

Disertasi Variabilitas strain staphylococcus aureus .... Mustofa Helmi Effendi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Multiple Comparisons
Dependent Variahle: CIPS

LSD

Mean Difference
(-5

(" {J)

CAERAH DAERAH
Surabaya Grati -2.5198
Batu -1.5973
Mongkojir -1.4440
Grati Surabaya 258198
Batu 1.2225
Mongkoijr 13758
Baly Surabays 15673
Graty -1.2225
Wonglkoyr 1533
Nongkojjf  Surabaya 1 4440
Grati =1 3758
Bastu - 1533

Sld. Emor

1.29H
1.4713
1.3852
1.2934
1.2148
1,101
14713
12149
13123
1.3852
1,10
1.3123

* The mean difference is significant at the 05 level

Sig. 95% Conhdence

Interval

Lower Bound

Jixt:) -5 4736
2BT 48163
RG] -4 2852
038 880
323 42703
225 -.B558
287 -1.4216
323 -3.7153
R 0] -2.5392
A0s -1.3982
225 -36514
B0a -2.8459
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Upper Bound

- 18680
14218
1.3982
54736
37183
36414
4 8163
12703
28459
4 2882

8958
25392

Mustofa Helmi Effendi



154

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Lampiran 5 . Analisis Statistik Uji Resistensi Staphylococcus aureus terhadap
antibictika Cephalexin

MPar Tests

QOne-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

CLg
] 21
Mormal Parameters Mean 16.5648
Std. Deviation 3 BALG
Most Extreme Differences Absoute 118
Fositive .2
Negative - 118
Kolmogorov-Smirnay 2 558
Asymp. Sig. [2-taited) 779
8 Test distnbution & Normat,
b Calculated from data.
Oneway
Cescriptives
CL30
| Mean Std. Sid. Error S5% Mitrj et MExImum
Deviation Corfiderce
Imterval for
Mean
Lower Bound Upper
Bound
Surgbaya 5 18521003 S 2283 23382 97182 22 78 10068 23492
Grabh 12 417.3082 2 8707 JB2ET 154852 91321 1389 2232
Batu 6 1821197 43268 1.¥B6GS 136703 227525 13.02 23.86
Nongkajr 8 144350 27876 13320 11.2852 17 5848 1005 1910
Tatal 31 165548 33850 BHTE 151398 ¥ 2805 1005 23192
ANCVA
CL3D
Sum of of Tlean F Sig.
Squares Square
Betweaen 5% 8B40 3 19547 1.370 273
Groups
Vithin 392 865 27 1d 6554
Groups
Tatal 452805 30
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Multipla Comparisons
Dependent Variable: CL30
LSD
Mean Differaence

{I-)
i) {J)
DAERAH DAERAH

Surabays Grati -1.09g2
Bals -Z2,0017

Monghejir 1.7750

Grati Surabaya 1.0992
Batu - 9025

Nonghaijir 28742

Balu Surabaya 2.0007
Grat 8025

Mengikogr KT

HNengkejie  Surabaya -1 7780
Grati -2 B7d2

Batu -3 FTET

Std. Emor

2.0307
2.3101
214748
2.0307
1 8075
1.7413
231N
1.8075
2.0603
21749
1.7413
2.0803

* The rmean diference is significant al the 05 leyel

Sig.

583
-394
422
593
B840
10
354
.B40
Rir):
422
1140
b7a

95% Confidence
Interval
Lower Bound

-5.2658
£.7418
-2 6875
-3.0675
-1 8164

- 5987
-2 7383
-3.0114

-4508
52375
54470
-8.0041
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Upper Bound

30675
27383
62375
52658
3.0114
64470
67416
4. 8164
B Q04
26875

E087

4508
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Lampiran 8: Analisis Statistik Uji Resistensi Staphylococcus aureus terhadap
antibiotika Erifromisin

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
EtE
[ ] 31
Mormat Farameters Mean 18.8625
5td. Deviation 65.8203
hast Extreme Differences Absnlute 86
Positive 188
Negative =365
Kalmogoroy-Smimoy 2 20348
Asymp. Sig. (2-tailad) 00
a Test distributicn s Mormal.
b Calculated frem data.
Descriptives
Ei5
M Mean Std. Std. Errar 454, Rinimurm Maximum
Crewvtation Corfulence
[nterval for
PAcan
Lenwer Bowund Uppear
Bound
Surabaya 5 67920 10,3061 4 BOS £.0047 19.5857 AN 2325
Grati 12 209458 1.4718 A245 2001068 F1_8B11 19.08 2415
Batw & 223850 2.9305 1 1954 192836 25 4404 20 42 2824
Nongkojr 8 207338 1.7600 B222 192624 22 2051 18.80 2354
Total 31 188829 & 5702 12250 16832812 21.3846 20 28 24
Kruskal-Wallis Test
Eanks
DRERAM M Mean Rank
E15 Surabaya o .40
Girat 12 17.42
Balu 3 #1.590
MNongkopr g 1513
Tatal Y]
‘Test Neatistics
EtS
Chi-Square ¥ 040
df 3
Asymp 3ig 07

a Kruskal Wallis Tes
b Grouping Vanaple DAERAH
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Lampiran 7: Analisis Statistik Uji Resistensi Staphylococcus aureus terhadgap
antibictika Penisilkin

NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

E10
N b |
Nomal Parameters Mean 270700
Std. Deviation 7.2317
Most Extreme Differences Absohune 85
Positive A37
Negative =165
Kolmogoroy-Smirnoy £ 418
Asymp. Sig. (Z1ailed) 369
a Test distribution is Mormat.
b Calculated rom data,
Oneway
Descriptives
P
M Wean Std. Std Errar 5% Minimum Maximum
Ceviation Corfidence
Interval far
Meaan
Lower Bound  Upper
Bound
Surabaya 5 255580 66224 28616 17.3353 337847 20.60 a5.05
Gratt 12 31.0025 2. 7694 995 292429 32761 2705 3502
Batw & 324500 1 5006 B163 30,8758 240442 20.59 azaz
Mongkopgr 8 180738 G 6020 2 332 12,5543 23.5932 12.55 26.28
Total 31 27 0700 7.2a17 1. 3096 24 3954 297446 12.55 35.05
ANOVA
P10
Sum of of Mean F Sig.
Squares Square
Between 1018778 3 339583 15910 00
Groups
Within  576.290 a7 Z21.344
Groups
Tolal 1595068 30
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: P10

LSD

Maan Chfference
{I-J}

() {4

DAERAH DAERAH
Surabaya Grati -5 4445
Batu 59020
MNangke]jr 7.4843
Grati Surabaya 5.4445
Batu -1.4575
Maongkajr 12 9288
Batu Surabaya 6.8020
Grati 1.4575
Haorghkojr 143863
MNonigkalis Surabaya -7 4843
Grati -12.9288
Batu -14 3863

St Error

24592
27975
26238
2.4592
23100
2.4087
2.75¢5
2310
244951
263358
21087
2 4934

* The mean diffarencea is significant at the 05 kevel,

Sig.

D35
020
JLs)
035
533
000
D20
533
000
Q08
000
02

850
Confidence
Irtervai
Lower Bound

-H.4903
-12.6421
2 a2
2987
51472
8 6020
1.161%9
-3.2822
926688
-12.8883
-17. 2555
-18.5057
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Upper Bound

- 3987
-14819
12.8883
10,4803

3.2822
17.35585
12,6421

51872
185057
-2 0EO2
R.E020
-0.26G8
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Lampiran 8: Analisis Statistik Uji Resistensi Sfaphylococcus aureus terhadap
antibiotika Tetrasiklin

NPar Tesis

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

TE3D
] 33
Normal Parameters hiean 25,3845
Std Deviation 3 788D
Maost Extreme Differences Absalule 183
Positive 133
Negalive - 183
Kolmogorav-Smimoy £ 1020
Asymp. Sig. {Z-lailed) 245
a Tast distribution is Hormal.
b Calculated from dats.
Oneway
Descriptives
TE3D
M Mean Std.  Std. Error 5% Miniroum Maximuon
Drervigticn Confidence
Imiervat for
heaan

Lower  Upper

Bound  Bound
Surabaya 5 282440 2 BOa3 12564 227558 287322 2178 28.42
Grati 12 23.4583 50963 14712 2026803 267364 1134 2079

Batu & 271800 12313 BO27 25.8B7TR 284722 25101 2555
Mongkojr 8 2632888 2.1428 FeT6 245973 ZB.18602 2358 2862
Total 31 253045 3.7880 BRI 240051 28 7540 11.34 2979
ANOVA
TE3D
Sum of of Mean F Sig.
Squares Square
Bebwean 73475 3 24.492 $.852 162
Croups
Withwn  356.988 27 13222
Groups
Tolal 430 463 30
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: TE30
LSD
Mean Differenca {I-
4
{1 i}
CAERAH DAERAH
Surabaya Grati 27457
Batu - 8380
Norgkaoijr - 1247
Grati Surabaya -2.7457
Balu -3.6817
Monghkajjr -2 8704
Batu Surabaya B360
Gratj 3.8817
Mongkogr B3
MNongkojr  Surabaya A2AT
Grati 2.8704
Batu - 8113

Etd. Error

18355
22018
20729
1.9365
1.8181%
1.6597
228
1.8181
1.9534
20729
1.6597
1.89638

Sig.

hi-r
B4
052
67
053
095
&74
L83
683
852
085
583

o5% Confidence .
Interval =~

160

Lewar Bound Upper Bound

-1 225¥
-5.4538
4371
H5.7170
=412
52758
-3.5818
-4 87 44E-02
-3.2181
-4 1288
- 5350
=4,8408
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3 5818
4 1286
1.2257
4 BF4E-02
L9350
5.4538
74121
4 2406
4.3781
6.2758
3281
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Lampiran 9 Tehnik epidemiologi molekuler yang diapiikasikant pada agen
penyebab Staphylococcus aureus
(Zadoks, 2002)
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Staphylococcus aureus dengan suhu inkubasi 37°C.,

panjang gel=66mm
| JerakMarker | Rf | BM(ykDa) | EM(yDs} [ IlogBMyDa
5 0076] 200 | 200000 | 5301 |
1 oter 116.3 116300 5 065
18 |p2eB| 974 97400 4983
28 0424|562 66200 4.621
44 0667 <3 31000 4.491
|49 Jo742| 215 21500 4332
58 1 0.894 14.4 124400 | 4158
Regression
Variables Ertered!Remoyad
Modat Variablies Wariables Meathod
Entered Remoyed
3 Rf Enter

a All reguested vanables entered.
b Dapendert Varisble: log BM

Model Summary

162

Modal R R SquarsAdustad R Std. Error of the
Square Estimates
1 985 B9 885 4 370E-02
& Predictors: {Constant), Rf
ANOYWA,
Mode Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
1  Regrassion 1.047 1 1.047 540,493 G0
Residual  9.548E-03 s 1. 910E-03
Total 1.057 5
a Predictors: (Conslant), RF
b Dependent Variable: [og BM
Coefficients
Unstandardized Standardized Sig.
Coefficients Coefficienis
Meodal Std. Error Beta
1 {Constanl} 5.265 o3z 170.283 000
Rf -1.350 058 -995 23416 D00
a Dependen! Varigble: log BM
Perhitungan BM pada sampel
a= 5365, b=-1350 =089
Jarak sampel [ Rf sampel [ Logy Da [ Antilog Y BM Da | BM kD2 sampe! | BM kDa teor
22 0.333 4915 | B2224.265 B2.24
|3 6470 | 4.720 53703180 5370
|38 | o5 ' 4.587 38636700 38 .64 _

Disertasi
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Lampiran 11: Analisis Regresi Karakterisasi Protein Permukaan Bakteri
Staphylococecus aureys dengan suhu inkubast 42° C.

panjang gel = 71 mm ]
Jarak Marker Rf BM { v kDay BM {y Daj} Log BM v Da
i 3] 0.0B5 200 200000 5301
' 11 0.155 116.3 116300 5.066
22 0.31 74 | 97400 4,989
34 0478 862 | 68200 4.821
54 D.7E1 3 31000 4.491
58 10817y 215 | 21500 4.332
63 p8e7] 144 ! 14400 4158
Regression
Variables Entered/Removad
Model Variables Variables — Method
Entered Remowved
1 Rf Entar
a All requastad variables entered.
b Dependant Variable: log BM
Model Summary
Maodal R R Squara Adjusted R Std. Error of the
Square Estimate
] (985 B0 064 T 846E02
a Predictors: (Constant), Rf
ANOVA,
Model Sum of df Mean F Big.
Squares Squara
1 Regression 1.025 1 1.025 162 368 000
Residual 3 157E-02 5 63M4E-03
Total 1057 5]
a Predictors: {Constant), Rf
b Dependent Variable: log BM
Coafficients
Unstandardized Standardized t Sig.
Coefiizients Coefficiens
Mol B S5td Eror Beta
4 {Constant) 5366 058 g2 803 000
311 -1.260} L85 =585 12,742 000
a Dependent Variable: log BM
Perhitungan BM pada sampel
a= 5386 b= 1.280  r=-0.685
¢ Jarak sampal |,_ Rfsampal [togyDa i Antilog¥ BM Da | BM kDa sampet | BM kDa teori |
[ 24 0.338 4. 840 7096 359 [ 8710 85
[ 34 _ | 0479 4.763 578761968 | 57.88 55
| 43 {606 4603 40086 6717 [ 40.09 40 i
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