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Visualisasi Komponen Protein Permukaan Staphylococcus aureus
dari Susu Sapi Perah Penderita Mastitis

Visualization of Components of Bacterial Surface Protein of Staphylococcus aureus
from Milk of Bovine Mastitis Cases

Mustofa Helmi Effendi

Departemen Kesehatan Masyarakat Veteriner,
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga
Kampus C Unair, J1. Mulyorejo Surabaya 60115.
Telp. 031-5992785, Fax.031-5993015, Email: mheffendi@yahoo.com

Abstract

The experiment was done to show the visualization of components of bacterial surface protein
of Staphylococcus aureus from milk of bovine mastitis cases on several herds in East Java.
Understanding of the epidemiology of Staphylococcus aureus has resulted in excellent control to this
major mastitis pathogen in many herds. The major breakthrough in controlling Staphylococcus aureus
came with the realization that it was primarily transmitted from cow to cow during the milking
process. Therefore, investigation in molecular biology level by visualization of components of
bacterial surface protein of Staphylococcus aureus should be done to solve mastitis problems. Detection
mastitis cases used CMT test. milk samples were collected from mastitic cases at the afternoon milking
time. Preparation of pure culture of Staphylococcus aureus were confirmed by MS agar, hemolytic
activity, catalase and coagulase tests. The result showed that components of surface protein of.isolates
Staphylococcus aureus from several dairy herds were similar band pattern. The molecular weight of

bacterial surface protein were 40, 55 and 86 kDa.

Key words: bacterial surface protein, Staphylococcus aureus, bovine mastitis

Pendahuluan

Mastitis merupakan penyakit yang berpengaruh
besar dalam peternakan sapi perah. Mastitis tersebut
terkait dengan masalah ekonomi, produktivitas, per-
dagangan internasional dan masalah kesejahteraan
hewan yang membuat penyakit ini penting dalam
industri persusuan di bidang pertanian (Owen et al.,
2001).

Mastitis dibagi dua yaitu mastitis kontagiosa
dan mastitis lingkungan. Mastitis kontagiosa merujuk
pada sistem penularan dari sapi ke sapi. Habitat
utama bakteri yang menyebabkan mastitis terletak
pada kulit ambing dan luka puting. Mastitis kontagi-
osa sering berbentuk mastitis subklinis. Infeksi
ditularkan melalui peralatan pemerahan, termasuk
dari tangan pemerah. Sebagian besar bakteri penye-
bab mastitis kontagiosa adalah Staphylococcus aureus
dan Streptococcus agalactiae (Morin and Hurley, 2003).

Mastitis lingkungan merujuk pada sistem penu-
laran dari lingkungan ke sapi. Bakteri dari lingku-
ngan menyebabkan terjadinya mastitis pada sapi
perah. Angka kejadian mastitis lingkungan cende-
rung meningkat yang disebabkan sanitasi lingkungan

yang jelek. Habitat utama bakteri penyebab mastitis
lingkungan adalah ditemukan di lingkungan ter-
masuk di feses, tanah, air dan jerami untuk tidurnya
sapi. Sebagian besar bakteri penyebab mastitis
lingkungan adalah bakteri coliform, Streptococcal sp.
dan Psedomonas sp. (Morin and Hurley, 2003).

Mastitis sering terjadi secara subklinis sehingga
tidak tampak perubahan pada susu maupun pada
ambing, tetapi terjadi peningkatan somatic cell count
(SCC) (Roberson et al., 1994). SCC merujuk pada
polymorphonuclear neutrophilic leukosit (PMN) dan sel-
sel lainnya yang bergerak ke kelenjar susu dalam
jumlah besar selama proses infeksi. Keberadgan SCC
dalam ambing yang disekresikan ke dalam susu
menyebabkan perubahan kandungan susu. Penuru-
nan SCC menampakkan perbaikan kualitas susu yang
dihasilkan, lama penyimpanan dan menghasilkan
keju yang berkualitas bagus (Green, 2003). Kebera-
daan SCC dalam jumlah besar di dalam susu meng-
indikasikan adanya infeksi mastitis baik yang klinis
maupun subklinis, dan terdeteksi dengan mengguna-
kan alat California Mastitis Test (CMT).
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Staphylococcus aureus adalah penyebab mastitis
yang penting dalam peternakan sapi perah. Ambing
sapi perah terinfeksi merupakan sumber utama pe-
nyakit yang dapat menularkan Staphylococcus aureus
ke sapi perah lainnya dalam peternakan (Roberson,
1999). Pencegahan terhadap penularan patogen dari
sapi perah ke sapi perah lainnya dapat penurunkan
angka kejadian mastitis. Mastitis yang disebabkan
oleh Staphylococcus aureus adalah sangat sulit untuk
dikontrol oleh pengobatan/(Jones, 1998) dan angka
kejadian mastitis yang disebabkan Staphylococcus
aureus merupakan angka kejadian tertinggi (Morin
and Hurley, 2003). Keberhasilan pengendaliannya
hanya melalui pencegahan infeksi baru, pengafkiran
sapi terinfeksi Staphylococcus aureus. Mikroorganisme
ini mungkin melakukan penetrasi ke lubang puting
selama pemerahan dan berkembang menjadi infeksi
baru.

Untuk lebih memahami tentang agen penyakit
Staphylococcus aureus, maka diperlukan pendalaman
pada tingkat subspesies untuk melihat sumber
penyakit dan pola penyebarannya dalam populasi.
Untuk itulah pemahaman tentang epidemiologi
molekuler Staphylococcus aureus yang berkaitan
dengan ekspresi protein permukaan bakteri harus
tersedia. Hal ini berkaitan erat dengan kejadian
mastitis pada sapi perah dan cara pengendaliannya.

Metode Penelitian

Deteksi dan diagnosis mastitis

Penentuan kasus mastitis berdasarkan visuali-
sasi dan palpasi pada ambing. Dalam kasus mastitis
klinis, ambing menjadi keras, kemerahan dan hangat.
Palpasi pada ambing mnenyebabkan sapi kesakitan.
Simptom ini merupakan perubahan dari sistem aliran
darah di glandula mamae ketika terjadi keradangan.

Deteksi Somatic cells digunakan California Masti-
tis Test (CMT). Alat ini mendeteksi bentukan gel
ketika DNA dalam somatic cells bereaksi dengan
reagen. Reaksi terjadi pada paddle CMT dan dinilai
secara subyektif (negatif, ringan, 1, 2, 3).

Identifikasi bakteri

Sampel dikultur pada media mannitol salt (MS)
agar dan dilanjutkan sub kultur pada agar darah
untuk diidentifikasi, bentuk mikroskopis kokus ber-
gerombol, sifat hemolisis B, katalase (+), koagulase (+)
dan Gram (+) untuk identifikasi Staphylococcus aureus.

Preparasi protein dinding sel bakteri
Isolat Staphylococcus aureus’ dibiakan dalam
Lauryl broth 300 ml dan diinkubaSikan pada suhu
37°C dan 42°C selama 24 jam. Sampel disentrifuge 2
iy by
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kali untuk mendapatkan pellet bakteri. Pellet dicuci
dengan Phosphat Buffer Saline (PBS) sebanyak 2 kali
dan disentrifuge untuk mendapatkan pellet yang
bersih. Pellet bakteri kemudian diberi PBS divortex
dan dilanjutkan dengan pemecahan dinding sel bak-
teri dengan bantuan alat sonikator. Hasil pemecahan
dinding sel bakteri disentrifuge dengan kecepatan
tinggi. Supernatan ditampung sebagai ekstrak protein.

Analisis protein dengan SDS-PAGE

Analisis protein dilakukan dengan tehnik
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) dengan komposisi separating gel 12% (2,5
ml acrylamide; 1,2 ml Tris H Cl pH 8,8; 1,2 ml SDS
0,5%; 1,1 ml aquadest, 50 pl Temed dan 30 pl APS
10%). Plate berisi gel kemudian dipasang pada
Minigel twin G 42 slab dan dituangkan electrophorsis
buffer (30,29 g Tris aminomethan; 144,13 g glisin; 10 g
SDS dalam 1000 ml aquadest).

Sebanyak 15 pul sampel ekstrak protein
Staphylococcus aureus yang telah didenaturasi dengan
Lammli buffer pada pemanasan 100°C selama 5 menit,
dimasukkan ke dalam sumuran separating gel. Sebagai
marker digunakan protein dengan berat molekul
pada kisaran 14,5-200 kDa produksi Bio Rad. Elektro-
foresis dinyalakan dengan tegangan 40 V dengan
kuat arus 10 mA dan ditingkatkan menjadi 120 V 25
mA ketika sampel melewati separating gel, dan proses
elektroforesis diperlukan waktu sekitar 3-4 jam.

Pencucian:terhadap gel hasil running dilakukan
3 tahap, masing-masing menggunakan metanol 50%
dan asam asetat 7,5% selama 30 menit, metanol 5%
dan asam asetat 7,5% selama 20 menit dan glutaral-
dehide 10% selama 25 menit. Gel kemudian diwarnai
denigan pewarna ‘perak nitrat selama 15 menit,
dilanjutkan pencucian 2 kali 2 menit dengan aquadest
dan kemudian ditambahkan larutan pengembang
warna (200ul asam sitrat 5%; 100 pl formaldehid 37%
dalam aquadest 200 ml) dan dilakukan pencucian
kembali selama 2 kali 2 menit. Setelah gel terwarnai
perak nitrat kemudian dimasukkan dalam larutan
asam asetat 10% untuk menghentikan proses
pewarnaan. Selanjutnya gel dapat disimpan pada
larutan gliserin 10%.

. Hasil dan Pembahasan

Data mastitis sapi perah

Berdasarkan pada visualisasi dan palpasi
ambing sapi perah untuk kasus mastitis klinis serta
dengan alat deteksi CMT pada kasus mastitis
subklinis, didapatkan data seperti pada Tabel 1.
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Tabel 1. Data Mastitis pada Sapi Perah di Empat Lokasi Peternakan Sapi Perah

Peternakan sapi Sampel Ma.st1.t1s Mastitis subklinis  Normal Total mastitis
i klinis o,
perah sapi (%) (%) (%) (%)
Surabaya 22 0 19 (86,4%) 3(13,6%) 19 (86,4%)
Grati 117 0 93 (79,5%) 24 (20,5%) 93 (79,5%)
Batu 71 3 (4,2%) 56 (78,9%) 12 (16,9%) 59 (83,1%)
Nongkojajar 98 5 (5,1%) 76 (77,6%) 17 (17,3%) 81(82,7%)

Identifikasi isolat Staphylococcus aureus

Berdasarkan pada uji mikroskopis dan pewarna-
an Gram, uji katalase, kemampuan fermentasi MSA,
bentuk hemolisis B dan uji koagulase, maka dapat
teridentifikasi isolat Staphylococcus aureus. Hasil iso-
lasi Staphylococcus aureus ini didasarkan atas rujukan
yang didiskripsikan oleh Mylotte (2003) seperti Tabel
2, serta hasilnya dalam Gambar 1 dan Tabel 3.

Tabel 2. Differensiasi Staphylococci (Mylotte, 2003)

S St

et e saproph'yticus epidermidis
Katalase + +
Fermentasi + + -
MSA
Gram + + +
Hemolisis 8 + - -
Koagulase + - -

Tabel 3. Hasil Id .tifikasi Isolat Staphylococcus aureus

Lokasi peternakan Isolat W
sapi perah bakteri
Surabaya 19 5 (26,3%)
Grati 93 12 (12,9%)
Batu 59 6 (10,17%)
Nongkojajar 81 8(9,9%)
Identifikasi  Staphylococcus aureus bertujuan

untuk memperoleh isolat murni dari kasus mastitis
sapi. Dalam identifikasi ini digunakan metode
standar yaitu berupa uji mikroskopis, pengecatan
Gram, uji fermentasi pada Manitol Salt Agar, uji
katalase, uji hemolisis dan uji koagulase yang
berguna untuk membedakan dengan berbagai spesies
Staphylococcus yang menginfeksi kelenjar susu sapi
perah.

Infeksi Staphylococcus aureus yang terjadi sering
dengan manifesitasi subklinis, maka upaya dari
penelitian ini adalah untuk mengamati dan menilai

keberadaan Staphylococcus aureus melalui pendekatan
metode standar laboratorium. Organisme yang diiso-
lasi dari sampel susu yang ditumbuhkan ke MS agar
yang mengandung 7,5% sodium chloride akan mem-
batasi pertumbuhan organisme lainnya, tetapi genus
Staphylococcus dapat tumbuh. Spesies Staphylococcus
yang lain yang tumbuh dan dapat diidentifikasikan
adalah antara lain Staphylococcus epidermidis dan
Staphylococcus saprophyticus. Setelah dilakukan identi-
fikasi Staphylococcus aureus dengan metode standar
laboratorium diperoleh isolat Staphylococcus aureus
berjumlah 31 isolat. Sisanya positif spesies Staphyloco-
ccus yang lain dalam jumlah yang menyebar antara
lain Staphylococcus epidermidis dan Staphylococcus
saprophyticus dan sebagian merupakan genus dari
Streptococcus spp yang ditandai dengan uji katalase
negatif dan berbentuk mikroskopis rantai kokus
(Effendi, 2006).

Visualisasi protein permukaan bakteri S. aureus

Pada penelitian ini, penulis memvisualisasikan
beberapa protein permukaan bakteri Staphylococcus
aureus. Protein tersebut adalah protein dengan berat
molekul 40 kDa, 55 kDa dan 86 kDa (Gambar 2.).
Protein dengan berat molekul (BM) 40 kDa berupa
clumping factor, protein dengan BM 55 kDa berupa
protein A, dan protein dengan BM 86 kDa berupa
protein koagulase.

Protein clumping factor dengan BM 40 kDa
merupakan protein yang diekspresikan pada phase
pertumbuhan stasioner yang berasosiasi dengan
permukaan sel bakteri. Protein ini mengikat protein
hospes yang berupa fibronectin, fibrinogen, collagen dan
vitronectin. Protein clumping factor bertanggung jawab
untuk interaksi antara Fg dengan Staphylococcus
aureus (Shannon, 2005). Ketika protein clumping factor
mengikat plasma maka terbentuk sebuah komplek Fg
yang merupakan fenomena yang terkait dengan sifat
patogenik dari Staphylococcus aureus (Wann et al.,
1994). Fg merupakan protein yang dikonversi oleh
thrombin ke bentuk fibrin yang esensial dari pembe-
kuan darah. Protein clumping factor diekspresikan in
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vitro pada semua tahap pertumbuhan bakteri (Wann
et al., 2000) dan protein ini dapat digunakan sebagai
proteksi dalam hewan coba yang sepsis. Menurut
Woltz et al., (2002) menyatakan bahwa untuk mening-
katkan perlekatan antara bakteri dan sel hospes,
maka Staphylococcus aureus mengeluarkan beberapa
adhesin yang spesifik yang terletak pada permukaan
bakteri yang disebut microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMs).
Perlekatan spesifik Staphylococcus aureus ke fibrinogen
utamanya dimediasi oleh clumping factor. Protein
clumping factor mempunyai tanggung jawab untuk
mediasi perlekatan Staphylococcus aureus ke matrix
proteins yang merupakan sebuah langkah penting
dalam proses infeksi (Patti et al., 1994).

97 kDa

66D

30 kDa

Marker

Fibrinogen diidentifikasikan sebagai bahan uta-
ma yang terkait dengan protein plasma (Wann et al.,
2000), fibrinogen diubah oleh thrombin ke bentuk
fibrin yang merupakan bahan untuk pembekuan
darah. Masing-masing fibrinogen monomer terdiri
dari tiga rantai polipeptida (?, ? dan ? ). Tempat
pengikatan clumping factor dari Staphylococcus aureus
adalah di C terminus dari rantai ? (Wann et al., 2000;
Deivanayagam et al., 2002).

Dalam penelitian Woltz et al., (2002) memper-
lihatkan bahwa tidak ada perbedaan dalam trans-
kripsi clumping factor antara Staphylococcus aureus
yang berasal dari berbagai sumber infeksi maupun
yang berasal dari awal atau akhir suatu infeksi. '

86 kDa

55 kDa

40 kDa

Protein

Gambar 2. Visualisasi protein permukaan: bakterl dengan inkubasi 37 C. La]ur M adalah penanda protein 14- 200
kDa, lajur 1 isolat Surabaya, lajur 2 isolat Grati, lajur 3 isolat Batu, lajur 4 isolat Nongkojajar
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Ekspresi protein A dengan BM 55 kDa jumlah-
nya menurun pada phase pertumbuhan stasioner.
Protein A diekspresikan oleh kebanyakan adhesin
Staphylococci yang termasuk famili MSCRAMMSs.
Protein A diekspresikan selama fase pertumbuhan
eksponensial dan ditranskripsikan menurun dalam
regulasi selama fase pertumbuhan post eksponensial
(Pei, 2001). Proses ini melibatkan sistem accessory gene
regulator (Agr) dan sistem quorum sensing global
regulatory dari Staphylococcus aureus.

Protein A mengikat Fc region dari imunoglobu-
lin dari kebanyakan mamalia (Hartleib et al., 2000).
Fungsi protein spa yang mengikat Fc region merupa-
kan kontributor dalam faktor virulensi dari bakteri
tersebut karena berkompetisi dengan sel fagosit
dalam penyediaan tempat IgG-Fc yang mengakibat-
kan hilangnya kemampuan opsonisasi (Patti et al.,
1994). Dalam fungsi mengikat imunoglobulin, protein
A tampak mengaktifkan komplemen juga merupakan
faktor virulensi dari Staphylococcus aureus (Haris et al.,
2003).

Protein koagulase dengan BM 86 kDa
merupakan extraseluler dari Staphylococcus aureus
yang meningkatkan perlekatan Staphylococcus aureus
dengan komponen dari hospes (Wisell, 2000).
Kemampuan dari protein ini untuk mengagregasi
memungkinkan bentuk gerombolan pada koloni
bakteri. Kemampuan perlekatan ini ditunjang oleh
protein yang diekspresikan permukaan bakteri
seperti CIf, Fn binding protein, collagen binding protein,
vitronectin binding protein. Hal ini meningkatkan
patogenitas dari Staphylococcus aureus Protein koagu-
lase diproduksi in vitro dalam fase pertumbuhan
eksponensial dan terdiri dari Fg binding (C terminus)
dan prothrombin binding domain (N terminus) (Wann et
al., 2000).

Untuk meningkatkan kemampuan menyebab-
kan mastitis, Staphylococcus aureus di samping meng-
ekspresikan sejumlah protein permukaan bakteri
yang berfungsi dalam perlekatan dengan sel hospes
(Lowy, 1998) maka Staphylococcus aureus mengem-
bangkan sistem sistem quorum sensing yang berfungsi
untuk komunikasi antar sel bakteri dan juga regulasi
untuk kolonisasi hospes dan faktor virulensi
(Yarwood and Schlievert, 2003).

Sistem agr dan quorum sensing menurunkan
ekspresi beberapa protein permukaan bakteri dan
meningkatkan sekresi beberapa faktor virulensi
dalam transisi dari akhir fase pertumbuhan
eksponensial ke fase stasioner secara in vitro (Vuong
et al., 2003). Sistem agr dan quorum sensing didesain
untuk model patogenitas Staphhylococcus aureus

Staphylococcus aureus dalam menginfeksi kelen-
jar susu dalam jumlah sedikit, bakteri mengekspresi-
kan faktor virulensi berupa protein permukaan
bakteri untuk menetralisir faktor kekebalan dari
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hospes. Protein A mengikat bagian Fc dari IgG dan

clumping factor membantu membentuk gumpalan pus.

di tempat infeksi (Yarwood and Schlievert, 2003),
maka tempat infeksi akan kekurangan nutrisi yang
disebabkan peningkatan jumlah bakteri yang meng-
akibatkan bakteri menyebar ke tempat jaringan
hospes lainnya.

Pada mastitis yang disebabkan Staphylococcus
aureus, patogenesis adalah multifaktorial dan sampai
saat ini kurang dimengerti. Sifat patogenesis dari
Staphylococcus aureus tergantung dari dua hal penting
yaitu faktor virulensi dan sifat host (Cunningham et
al, 1996). Pathogenesitas dari Staphylococcus aureus
adalah kemampuan untuk menyebabkan penyakit
dalam host, sedangkan faktor virulensi adalah pro-
duksi dari kuman yang dapat menyebabkan infeksi
dan meningkatkan kemampuannya untuk menyebab-
kan penyakit (Wisell, 2000; Cunningham et al., 1996).

Faktor virulensi termasuk di dalamnya adalah
faktor permukaan kuman (protein, dinding sel
peptidoglycan, kapsul polysakharida, protein A);
enzim hydrolytic (nucleases, hyaluronidase, protases dan
collagenase), fungsi utama adalah merubah jaringan
lokal menjadi nutrisi untuk kebutuhan kuman; faktor
biokimia yang dapat meningkatkan kemampuan
intraseluler (carotenoids, produksi catalase); resistensi
terhadap antibiotika (3 lactamases dan penicillin
binding proteins) (Akineden et 4l., 2001).

Faktor permukaan merupakan hal utama dari
Staphylococcus aureus sebagai bahan mempromosi
kolonisasi ke jaringan host, hal ini didasarkan bahwa
bahan ini diekspresikan pertama kali pada saat phase
pertumbuhan eksponensial (Lowy, 1998). Beberapa
protein permukaan menampakkan sifat adhesive yang
disebabkan ligand-binding domains seperti protein A,
yang mempunyai sifat anti-phagocytic yang didasar-
kan atas kemampuan untuk mengikat Ig G dan leuko-
sit polymorphonuclear pada regio Fc. Secara struktural
dan fungsional protein ini termasuk MSCRAMM
yang termasuk di dalamnya adalah fibronectin dan
collagen-binding protein (Wann et al., 2000), dan juga
clumping factor yang merupakan protein berfungsi
mengikat fibrin dan mempromosi terbentuknya gum-
palan darah pada jaringan traumatik (Todar, 2002).

Kesimpulan

Hasil penelitian secara keseluruhan dari
penelitian ini dapat disimpulkan sebagai hal berikut :
Pola protein permukaan bakteri Staphylococcus aureus
yang berasal kasus mastitis sapi perah dari beberapa
peternakan sapi perah dengan BM berkisar antara 40
kDa, 55 kDa dan 86 kDa menunjukan pola yang sama
diantara Staphylococcus aureus yang diisolasi dari sapi
perah yang menderita mastitis dari berbagai daerah
di Jawa Timur.
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