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ABSTRAK

Streptococcus agalactiae dan Staphylococcus awreus merupakan dua bakteri utama penyebab mastitis
subklinis pada sapi perah di Indonesia. Pada mastitis subklinis kemampuan adesi mempunyai peran lebih

penting dari pada kemampuan invasi. Hemaglutinin merupakan faktor yang berperan dalam proses adesi, ‘|

sebagai langkah awal kolonisasi bakteri pada permukaan sel epitel ambing. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengisolasi dan mengkarakterisasi hemaglutimin dari S. agalactiae dan S. qureu. Penentuan hemaglutinin S,

agalactiae dan S. aureus dengan ujt hemaglutinasi menggunakan eritrosit sapi perah 1%. Isolasi hemaglutinin
dilakukan dengan afinitas kromatogarfi dan analisis dengan Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). Hasil penelitian diketahui bahwa hemaglutinin S. agalactiae dan S. aureus dapat
ditentukan dengan SDS-PAGE dengan berat molekul 28 kDa pada S. agalactiae dan 27 kDa pada §. aureus.

Kata kunci : Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, mastitis subklinis, hemaglutinin

ABSTRACT

Streptococcus agalactiae dan Staphylococcus aureus are two main bacteria that caused subclinincal .

mastitis in dairy cows in Indonesia. In the pathogenesis of subclinical mastitis, the adhesion process is more
important as the initiation step of bacterial colonization on the mamary cell surface. Haemagglutinin play a role
as adhesins in mediating the adherence of this bacteria. The aim of this research was to isolate and to
characterize of haemagglutinin of S. agalactiae and S. aureus. To determine of S. agalactiae and S. aureus that
had haemagglutinin were done by haemagglutination test with 1% of erythrocyte of dairy cattle. Isolation and
characterization of haemagglutin were done by using affinitas chromatography technique and characterized by
Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). The results of the present study
showed that haemagglutinin of S. agalactiae and S. aureus could be separated by SDS-PAGE with molecular
weight of 28 kDa for S. aureus and 27 kDa for S.agalactiae.
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PENDAHULUAN

Kejadian mastitis subklinis pada sapi
rah di Indonesia sangat tinggi (95-98%) dan
menimbulkan banyak kerugian (Sudarwanto,
1999). Streptococcus agalactiae dan
Staphylococcus aureus merupakan 2 bakteri
utama penyebab mastitis subklinis (Gravekamp
et al., 1997; Benda ef al., 1997; Abrar, 2001;
Wahyuni ef al., 2001; Wibawan et al., 1997).
Dari hasil penelitian diketahui bahwa S
agalactiae dan S . aureus yang mempunyai
hemaglutinin, mempunyai kemampuan adesi
pada sel epitel ambing jauh lebih besar dari
pada yang tidak mempunyai hemaglutinin.
Hemaglutinin diduga sebagai faktor virulen
yang penting (sebagai adesin), oleh karena itu
perlu dikaji lebih lanjut tentang hemglutinin
dari kedua bakteri ini.

Selama ini penanganan  mastitis
dilakukan dengan pemakaian antibiotika.
Seperti kita ketahui pemakaian antibiotika yang
tidak tepat akan menimbulkan masalah baru
yaitu adanya residu antibiotika dalam susu,
alergi, resistensi serta mempengaruhi proses
pengolahan hasil susu. Dari hasil penelitian
Sudarwanto et al. (1992), 32,52% susu
pasteurisasi dan 31,10% susu segar di wilayah
Jakarta, Bogor dan Bandung mengandung
residu antibiotika dalam jumlah yang cukup
tinggi. Selain itu mastitis subklinis yang
disebabkan oleh bakteri Gram positif semakin
sulit ditangani dengan antibiotika karena
bakteri ini sudah banyak yang resisten terhadap
berbagai jenis antibiotika -(Wibawan et al.,
1998, Wahyuni et al, 2001). Untuk
menghindari hal tersebut maka perlu
diupayakan strategi baru untuk mengatasi
mastitis

Untuk pencegahan suatu penyakit perlu
dipahami proses atau mekanisme infeksi dari
penyakitnya. Pada mastitis subklinis
kemampuan adesi sangat penting sebagai
langkah awal kolonisasi bakteri di permukaan
sel ambing dari pada kemampuan invasi
(Wibawan., 1998). Menurut Wizeman ef al.
(2000) penghalangan/blocking tahap awal
infeksi merupakan strategi yang efektif untuk
pencegahan terjadinya infeksi bakteri. Menurut

Ofek et al., (1996) kajian in vitro menunjukkan
perlekatan bakteri pada sel inang dapat
dihambat oleh berbagai faktor seperti
antiserum, panas, pH. Dalam penelitian ini
dikaji hemaglutinin S. agalactiae dan S. aureus
yang diduga sebagai faktor yang berperan
dalam mekanisme infeksi mastitis subklinis
pada sapi perah.

MATERI DAN METODE

Penentuan hemaglutinin S. agalactiae dan S.
aureus

Penentuan isolat S. agalactiae dan S.
aureus yang mempunyai hemaglutinin
dilakukan  dengan uji hemaglutinasi
menggunakan 1%  eritrosit sapi  perah.
Pengujian hemaglutinasi dilakukan dengan
mencampur secara rata’homogen 50 ul suspensi
bakteri yang sebelumnya telah disetarakan
dengan BaSO4 (mengandung 10® sel bakteri/ml)
dengan 50 pl 1% eritrosit sapi perah ke dalam
mikroplate. Reaksi hemaglutinasi dapat dibaca
setelah kontrol eritrosit mengendap. Reaksi
dikatakan positif apabila terjadi aglutinat
{penggumpalan) di dasar tabung dan negatif
apabila terjadi endapan di dasar tabung seperti
pada kontrol eritrosit (Beard, 1989).

Antibodi spesifik terhadap hemaglutinin S.
agalactie dan S. aureus

Hemaglutinin diperoleh dengan cara
mencampur sebanyak 2 ml suspensi bakteri S.
agalactiae dan S. aureus yan menunjukkan uji
hemaglutinasi positif dengan 2 ml sodium
dodecyl sulphate (SDS) 2%, diinkubasikan
pada suhu kamar selama 60 menit, disentrifus
2,500 g selama 5 menit. Supernatan yang
diperoleh kemudian didialisis menggunakan
tabung membran (membran rubing) dan
direndam dalam akuades dengan menggunakan
stirer, selama 48 jam pada suhu 4°C. Untuk
membersihkan sisa-sisa SDS akuades diganti 3
kali. Supernatan kemudian dicampur dengan
eritrosit ayam dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 60 menit. Campuran disentrifus 2.500
g selama 5 menit dan dicuci PBS 3 kali.
Produksi antibodi spesifik terhadap
hemaglutinin diperoleh dengan  cara
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menyuntikkan secara intra vena hemaglutinin
pada ayam yang sama (yang diambil
eritrositnya) 3 kali seminggu selama 3 minggu
berturut-turut. Serum dipanen 10 hari setelah
penyuntikan terakhir dan spesifisitas antibodi
diuji dengan imunodifusi agar gel precipitation
tets (AGPT). Antibodi yang diperoleh ini
digunakan untuk pembuatan matriks afinitas
kromatografi.

Preparasi matriks afinitas kromatografi

Untuk keperluan isolasi hemaglutinin S.
agalactiae dan S. aureus perlu dibuat matriks
afinitas kromatografi. Matriks aktif dibuat
dengan mengaktifkan nitroselulose dengan
cyanogen bromide (CN-Br) sebagai berikut:
Potongan Kkertas nitroselullose 8X8 cm
dimasukan dalam beaker glass yang berisi
larutan PBS 100 m! pada suhu 4°C kemudian
ditambah CN-Br sedikit demi sedikit sebanyak
! gram dan pH dijaga antara 11-13 selama 45-
60 menit dengan penambahan NaOH pekat
sambil digoyang-goyang. Cairan dibuang dan
kertas dicuci dengan akuades dengan ulangan
6-8 kali. Kertas kemudian ditetesi dengan 5 ml
antiserum terhadap hemaglutinin X S
agalactiae dan S. aureus yang sudah
dipreparasi (Wibawan et al., 1997) pada beaker
glass yang berbeda. Matriks yang sudah
ditetesi antibodi kemudian diinkubasi pada
suhu 4°C  selama 24 jam. Untuk
menghilangkan antiserum yang tidak terikat
oleh CN-Br kertas dicuci dengan PBS beberapa
kali.

Isolasi hemaglutinin

Ekstrak hemaglutinin diisolasi dari S.
agalactiae dan S. aureus yang ditumbuhkan
pada 1000 ml rodd hewitt broth (THB),
diinkubasikan 37°C selama 18-24 jam.
Suspensi bakteri disentrifus dengan kecepatan
10.000 g, dicuci dengan PBS 3 X. Suspensi
bakteri yang didapat diencerkan menjadi 10 m}
dengan menambahakan PBS. Suspensi
kemudian ditambah Lisosim 400 ul dan
diinkubasi pada subu ruangan selama 60 menit,
disentrifus dan  diambil  supernatanya.
Supernatan diinkubasi pada matriks pada suhu
4°C selama 24 jam. Ikatan yang spesifik antara
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matriks dengan hemaglutinin dielusi dengan
menggunakan 2 m! 0,1 M glisin-HCI pada pH
2.5 , kemudian dinetralisasi dengan larutan
NaOH 0,1 N hingga pH 7.5

Analisis hemaglutinin

Hemaglutinin dipisahkan dengan SDS- |i
PAGE 12,5%. Separating gel dibuat dengan .
komposisi dH20 3,3 ml; 30% Polyacrilamide !
4 ml, 1.M Tris pH 8,8 2,5 ml, 10% SDS 100 ul, .
TEMED 10 ul dan 10% APS 90 ul. Setelah =

ditambah TEMED, larutan dicampur rata dan
dituang ke dalam sandwich plate s/d 2-2,5 cm
dari permukaan plate.  Stacking gel 5%
dipersiapkan dengan menggunakan tris pH 6,8
Stacking gel, isobutanol dibuang Setelah
ditambahkan TEMED dalam Stacking gel,
dituang kemudian dipasang sisir/comb diatas
separating gel yg telah padat.

buffer  dididihkan 5-10 menit, kemudian
dimasukkan dalam es dan sampel siap di
running. Sampel kemudian dimasukkan dalam
sumuran dirurning dengan 100 volt selama
1,5-2 jam. Setelah elektroforesis selesai, gel
diwarnai dengan comassie biue 0,1%.
Pewarnaan dihentikan dengan destaining buffer
sampai terlihat pita protein (Maniatis et al.,
1982).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas  hemaglutinasi dari S
agalactiae dan S. aureus disajikan pada
Gambar 1.

Kemampuan bakteri untuk menempel
(adesi}) pada sel inang  diperantarai oleh
komponen adesin bakteri yang membantu
perlekatan bakteri pada reseptor spesifik dari
sel inang. Kemampuan bakteri untuk
menempel dan mengaglutinasi eritrosit dapat
dipergunakan sebagai model sederhana untuk
mempelajari reaksi antara bakteri dengan sel
inang secara in vitro (Kurl et al., 1989;
Gottschalk ef al., 1990). Adesin merupakan
struktur bakteri yang memperantarai adesi,
sedangkan adesin yang menaglutinasi ertrosit
adalah hemaglutinin (Isaacon, 1985). Dari hasil

Antigen -
hemaglutinin 20 pl datambah 5 pl sampel
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Gambar 1. Aktivitashemaglutinasi S. agalactiae dan S. aureus dengan 1% eritrosit sapi perah

S.ag: S. agalactiae

penelitian sebelumnya diketahui bahwa S.
agalactiae yang mempunyai hemaglutinin
mempunyai kemampuan menempel pada sel
epitel ambing jauh lebih tinggi dibanding yang
tidak memiliki hemaglutinin (Wahyuni, 1998).
Demikian juga S. aureus yang memiliki
hemaglutinin menempel pada sel epitel ambing
jauh lebih tinnggi dibanding yang tidak
mempunyai (Abrar, 2001). Wibawan ef al.,
(1993) membuktikan bahwa streptococcus Grup
B (SGB) yang mempunyai "hemaglutinin

S.au: S. aureus

K: kontrol

memiliki kemampuan menempel pada sel HeLa
jauh lebih tinggi dibanding yang tidak memiliki
hemaglutinin. Pada penelitian ini dilakukan
jsolasi hemaglutinin pada S. agalactiae dan S.
aureus. Hemaglutinin diduga merupakan salah
satu faktor virulen yang dimiliki- oleh bakteri
patogen dan bertanggung jawab dalam
mekanisme inféeksinya. - Hemaglutinin §.
saphrophyticus mempunyai peran yang penting
dalam proses adhesi dan kolonisasi pada sel-sel
ginjal hewan percobaan (Gunarson et al., 1984;

Gambar2. Ujiimunodifusi (AGPT) antara antibodi spesifik terhadap hemaglutinin dengan ekstrak
hemaglutinin.
A Ekstrak hemaglutinin S. agalactiae
B: Antibodi terhadap hemaglutinin S. agalactiae  D: Antibodi terhadap hemaglutinin
S. aureus

C: Ekstrak hemaglutinin S. aureus

82



J. Sain Vet. Vol. 23 No, 2 Th. 2005

Beuth er al.,, 1988, Gattermann et al., 1992).
Sampai saat ini penelitian tentang hemaglutinin
pada S. agalactiae dan S. aureus masih sangat
terbatas. Dari hasil penelitian Kurl e al., (1989)
dilaporkan hanya | isolat dari 30 isolat SGB asal
manusia yang menunjukkan kemampuan
hemaglutinasi. Hal ini sangat berbeda dengan
hasil penelitian sebelumnya dilaporkan 38% S.
agalactiae dari mastitis subklinis mampu
mengaglutinasi sel darah sapi perah (Wahyuni,
2004). Pada SGB isolat asal manusia keberadaan
hemaglutinin mungkin tidak terekspresikan
karena dilindungi oleh kapsul yang tebal
(Wibawan et al., 2005)

M: Marker
A: Hemaglutinin
S.agalactiae

B: Hemaglutinin
S. aureus

maupun gejala klinis yang muncul (Wibawan et
al., 1997). Lewat kemampuan adesi ini S
agalactiae dan S. aureus terbebas dari pengaruh
pembasuhan organ-organ sekresi, sehingga
terhindar dari efek basuh aliran susu.

Serum spesifik terhadap hemaglutinin
diperoleh dengan cara menyuntik ayam dengan
hemaglutinin yang telah ditempelkan pada
permukaan eritrosit dari ayam yang sama. Ayam
akan membentuk antibodi spesifik hanya
terhadap hemaglutinin yang menempel pada
permukaan eritrosit tetapi tidak terhadap
eritrositnya sendiri. Antibodi terhadap
hemaglutinin digunakan untuk deteksi

B

Gambar 3. Hasil elektroforesis hemaglutinin dengan SDS-PAGE
A:S. agalactiae, BM :28kDa " -
B: S aureus, BM:27kDa
M: -Marker -

Bila dikaji dari kenyataan bahwa kedua

bakteri ini diisolasi dari sapi penderita mastitis -~
subklinis, maka keberadaan hemaglutinin sangat

sesuai untuk sifat penyakit yang bersifat
subklinik. = Kemampuan menempel bakteri
tampaknya lebih penting dari pada kemampuan
invasi bakteri ke dalam jaringan dalam
mekanisme infeksi.sehingga tidak dijumpai
perubahan yang berarti pada jaringan ambing
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hemaglutinin menggunakan matriks
nitroselunlose dengan teknik afinitas
kromatografi. Hemaghitinin yang dihasilkan
ternyata bereaksi spesifik terhadap antibodi
hemaglutinin masing-masing dan tidak bereaksi
silang antara ke duanya. Serum spesifik
terhadap hemaglutinin ini selanjutnya
digunakan untuk mengaktifkan matriks
nitroselulose yang sebelumnya sudah
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diaktifkan dengan Cyanogen bromide (CN-Br),
yang selanjutnya matriks ini digunakan untuk
mengisolasi hemaglutinin dari permukaan sei S.
agalactiae dan S. aureus. Hemaglutinin yang
telah terisolasi ini ternyata bereaksi spesifik
dengan serum terhadap hemaglutinin pada uji
imunodifusi (Gambar 2).

Serum yang dipanen menunjukkan
reaksi spesifik terhadap ekstrak bakteri yang
memiliki hemaglutinin pada uji imunodifusi
(AGPT). Serum spesifik ini tidak menunjukkan
reaksi dengan ekstrak bakteri yang tidak
memiliki hemaglutinin. Demikian juga serum
spesifik terhadap hemaglutin §. agalactiae
tidak bereaksi dengan ekstrak hemaglutinin S.
aureus dan sebaliknya, Dari sini tampak bahwa
reseptor hemaglutinin S. agalactiae dan 8.
aureus adalah berbeda. Jadi antibodi terhadap
hemaglutinin S. agalactiae hanya spesifik
untuk hemaglutinin S. agalactiae dan demikian
sebaliknya.

Dengan teknik afinitas kromatografi
dapat diisolasi S. agalactiae dan S. aureus.
Pemisahan hemaglutinin dengan SDS-PAGE
menunjukkan bahwa hemaglutinin hanya
memiliki satu pita protein dengan berat
molekul 28 kDa untuk S. agalactiae dan 27
kDa pada S. agureus (Gambar 3). Hal ini
berbeda dengan berat molekul hemaglutinin
sebelumnya pada S. agalactiae yaitu 43 kDa
(Wibawan et al., 1997) dan 46 kDa pada S.
aureus  (Abrar, 2001). Berat molekul
hemaglutinin pada §. saprophyticus ternyata
mempunyai berat molekul 160 kDa (Gunarson
e! al.,1984; Gatterman ef al., 1992).

Dari  hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa hemaglutinin S. agalactiae
dan S. aureus dapat ditentukan dengan uji
hemaglutinasi. Dengan teknik  afinitas
kromatografi dapat diisolasi hemaglutinin dari
S. agalactiae dan S. aureus dengan SDS-PAGE
diketahui 1 pita protein dengan berat molekul
28 kDa untuk 8. agalactiae dan 27 kDa untuk
S. aureus.
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