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Abstract

The genus of Staphylococcus is one of the bacterial pathogens that cause mastitis causing economic losses 
in Etawa crossbreed goat. Among Staphylococcus sp. which can grow well in raw milk, Staphylococcus aureus 
is known causing foodborn disease in human because of its ability to produce enterotoxins that are resistance to 
digestive enzymes or heating treatment. The purpose of this study was to detect Staphylococcus sp. and S. aureus 
directly from raw milk of Etawa crossbreed goat using PCR. The study was carried out by extracted DNA from 
fresh milk using spin column method and then amplified specific 23S rRNA for Staphylococcus sp. and S. aureus. 
PCR examination revealed that 37 (61%) and 1 (1,6%) raw milk samples were positive for  Staphylococcus sp. and 
S. aureus respectively. The PCR Method is usefull to reduce defection time of Staphylococcus sp. contaminants.
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Abstrak

Genus Staphylococcus merupakan salah satu patogen bakteri penyebab mastitis yang menyebabkan 
kerugian ekonomi pada kambing Peranakan Etawa. Staphylococcus sp. yang dapat mencemari susu segar 
adalah Staphylococcus aureus sehingga membahayakan kesehatan manusia yang mengkonsumsi (food borne 
disease) karena kemampuannya dalam memproduksi enterotoksin yang tahan terhadap enzim pencernaan 
maupun pemanasan. Tujuan penelitian ini adalah mendeteksi Staphylococcus sp. dan S. aureus secara langsung 
dari susu kambing peranakan etawa dengan teknik PCR. Metode yang dilakukan adalah mengekstraksi DNA 
dari 60 sample susu segar dengan prinsip spin column-based nucleic acid purification dan kemudian dilakukan 
amplifikasi gen spesifik 23S rRNA Staphylococcus sp. dan S. aureus. Hasil PCR diketahui 37 (61%) sampel susu 
positif identifikasi Staphylococcus sp. dan hanya 1 (1,6%) sampel S. aureus. Metode deteksi dengan PCR dapat 
digunakan untuk mendeteksi kontaminan Staphylococcus sp. dan S. aureus dengan waktu yang singkat.

Kata kunci: Kambing; PCR; Staphylococcus aureus,  Staphylococus sp.  
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Pendahuluan

Kambing Peranakan Etawa (PE) merupakan 
salah satu ternak indigenous di Indonesia yang 
mem punyai potensi genetik tinggi sebagai 
peng hasil daging maupun susu, serta mampu 
menghasilkan anak lebih dari satu ekor setiap 
kelahiran (Budisatria et al. 2019). Produksi sus u 
yang dihasilkan mampu meningkatkan kesejah tera-
an masyarakat melalui penjualan susu segar dengan 
kisaran harga Rp.20.000-Rp.30.000 per liter.

Susu merupakan media pertumbuhan yang 
baik bagi bakteri, sehingga bakteri patogen seperti 
genus Staphylococcus dapat tumbuh baik dimedia 
ini dan menyebabkan mastitis bagi kambing yang 
terinfeksi. Penelitian yang dilakukan oleh Haenlein 
(2002) mengungkapkan bahwa keberadaan 
Staphylococcus sp. dalam susu kambing normal 
yang terindikasi mastitis subklinis berkisar 59%  
diantaranya Staphylococcus aureus 17%, S. 
epidermidis 14%, S. capitis 13%, S. hyicus 11%. 
Hal tersebut sependapat dengan Contreras 
et al. (2007) dan Windria et al. (2016) yang 
mengemukakan bahwa Staphylococcus sp. 
merupakan prevalent-pathogen yang bertanggung 
jawab pada kasus mastitis pada ruminansia kecil. 

Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan 
salah satu bakteri penyebab mastitis yang 
menyebabkan kerugian ekonomi pada peternakan 
kambing PE dan sapi perah (Salasia et al., 2004; 
Purnomo et al., 2006; Salasia et al., 2011). Bakteri 
tersebut merupakan penyebab utama contagious 
mastitis (Petterson-Wolfe et al., 2010; Achek et 
al., 2020). Kerugian ekonomi oleh mastitis berupa 
penurunan produksi susu, masa laktasi yang lebih 
pendek dan bertambahnya biaya pengobatan 
(Nielsen, 2009; Hayati et al. 2019). Purnomo et al. 
(2006) melaporkan bahwa 23,08% dari 52 sampel 
susu kambing PE asal Yogyakarta dan Purworejo 
Jawa Tengah yang diteliti positif ditemukan S. 
aureus. Penelitian yang dilakukan oleh Windria et 
al. (2016) diketahui 38,5% dari 52 sampel susu 
kambing PE yang diuji positif Staphylococcus sp.

Raw milk atau susu segar merupakan sumber 
utama munculnya S. aureus dalam produk 
susu. Proses higienisasi terutama pada proses 
pasteurisasi yang tidak sempurna merupakan 
salah satu penyebab food borne disease (penyakit 
yang disebabkan oleh mengkonsumsi makanan 
atau minuman yang terkontaminasi bakteri) pada 

manusia (Tan dan Hogg, 2008; Fagundes et al., 
2010). Penelitian yang dilakukan oleh Salasia 
et al. (2011) diketahui adanya keberadaan gen-
gen penyandi enterotoksin penyebab keracunan 
makanan pada S. aureus yang diisolasi dari 
susu segar yang berasal dari daerah Jawa Barat, 
Jawa Tengah dan Yogyakarta. Hal tersebut 
mengindikasikan adanya potensi S. aureus dalam 
susu yang dapat membahayakan konsumen. 

Metode yang mudah diaplikasikan dalam 
mengidentifikasi keberadaan S. aureus dan 
Staphylococcus lainnya dari susu segar kambing 
PE yang mengalami mastitis diperlukan untuk 
mengontrol penyebaran penyakit yang disebabkan 
oleh Genus ini. Identifikasi bakteri patogen dari 
susu segar juga dapat dijadikan diagnosa definitif 
sumber keracunan pada makanan dan juga 
memberikan informasi penting sebagai tindakan 
preventif  dan kontrol sumber keracunan pangan 
yang disebabkan oleh S. aureus (He et al., 2010; 
Aziz et al., 2013). 

Identifikasi S. aureus dan Staphylococcus sp. 
pada susu selama ini sebagian besar dilakukan 
dalam skala laboratorium dengan cara isolasi 
dan identifikasi mikroba secara konvensional 
menggunakan media selektif dan uji biokemis. 
Beberapa keterbatasan dari metode ini adalah 
kondisi pertumbuhan bakteri pada saat sampel 
susu diperiksa, sampel susu kemungkinan hanya 
mengandung jumlah bakteri yang sedikit atau 
bahkan kultur negatif, hal ini dimungkinkan karena 
adanya residu antibiotik yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri (Phuektes et al., 2001; Riffon 
et al., 2001). Berdasarkan keterbatasan metode 
konvensional tersebut, maka teknologi molekular 
dengan menggunakan polymerase chain reaction 
(PCR) merupakan metode yang lebih akurat dalam 
mengidentifikasi berbagai macam bakteri pada 
sampel susu. Penelitian ini bertujuan mendeteksi 
Staphylococcus sp. dan S. aureus secara langsung 
dari susu kambing PE menggunakan metode PCR.

Metode Penelitian

Sampel
 Sampel yang akan digunakan pada 

penelitian ini adalah susu segar yang diambil 
secara aseptis dari berbagai sentra penghasil susu 
kambing PE di koperasi susu asal Yogyakarta 
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dengan jumlah 60 sampel. Isolat S. aureus positif 
23S rRNA dengan kode American Type Culture 
Cell (ATCC) 25923 milik Balai Besar Veteriner 
Wates, Kementrian Pertanian RI dan Methicillin 
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 1629 
milik Bagian Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 
UGM digunakan sebagai kontrol positif amplifikasi 
PCR untuk Staphylococcus sp. dan S. aureus.

Ekstraksi DNA dari Susu Segar
Ekstraksi DNA langsung dari susu segar 

dilakukan dengan metode yang dilakukan oleh 
Aziz (2013) menggunakan Qiamp tissue kit 
(Qiagen, Jerman). Modifikasi minor dilakukan 
untuk mendapatkan pelet dengan sentrifus dengan 
kecepatan 14.000 rpm. Sebanyak 1 ml sampel susu 
segar dalam tabung eppendorf disentrifus dengan 
kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit pada suhu 
40C, kemudian lemak yang berada dipermukaan 
susu dibuang menggunakan spatula, sentrifus 
ulang dilakukan dengan kecepatan 14.000 rpm 
selama 10 menit pada suhu 40C. Supernatan 
dibuang, pelet dicuci sebanyak 2 kali dengan 1 ml 
enzymatic lysis buffer (20 mM Tris·Cl, pH 8.02 mM 
sodium EDTA, 1.2% Triton® X-100), kemudian 
disentrifus dengan kecepatan 14.000 rpm selama 
5 menit pada suhu 40C. Pelet ditambahkan 180 μl 
enzymatic lysis buffer yang telah ditambahkan 5 
μl lysostaphin (1,8 U/μl) dan Lysozyme dengan 
konsentrasi 20 mg/ml, kemudian diinkubasi 
pada waterbath dengan suhu 370C selama 120 
menit. Campuran tersebut ditambahkan buffer 
AL dan Proteinase K (14,8 mg/ml) 25μl, inkubasi 
waterbath 560C 120 menit. Sebanyak 420 μl etanol 
absolut ditambahkan ke dalam masing-masing 
sampel dan ditempatkan ke dalam kolom Qiamp. 
Kolom selanjutnya disentrifus 6000 g selama 
satu menit, kemudian ditempatkan di atas tabung 
koleksi dan sampel dicuci dua kali dengan 500 μl 
bufer AW. Kolom Qiamp kemudian disentrifus 
6000 g selama tiga menit, kemudian kolom 
ditempatkan di atas tabung Eppendorf dan DNA 
yang ada pada kolom dielusi dengan 200 μl buffer. 
Hasil ekstraksi DNA disimpan pada suhu -20oC.

Identifikasi Molekuler Staphylococcus sp. dan 
S.aureus 

Identifikasi molekuler Staphylococcus sp. dan 
S. aureus dianalisis berdasarkan amplifikasi gen 

23S rRNA yang ditentukan dengan menggunakan 
primer spesies spesifik dengan program PCR yang 
telah ditentukan berdasarkan referensi (tabel 1). 
Campuran untuk PCR sebanyak 25 μl terdiri atas 
2 μl primer forward (10 pmol/μl), 2 μl primer 
reverse  (10 pmol/μl), 12,5 μl PCR mix (GoTaq® 
Green Master Mix, Promega), 6,5 μl ddH2O dan 2 
μl 20-40 ng template DNA. Campuran kemudian 
disentrifus beberapa detik, dan dimasukkan dalam 
thermal cycler dengan program siklus sesuai tabel 1. 
Hasil amplifikasi dianalisis dengan menggunakan 
elektroforesis dengan 2% agarose dan 0,5 μg/ml 
ethidium bromide kemudian divisualisasi dengan 
UV transluminator, dibandingkan dengan kontrol 
dan marker 1 Kb DNA Ladder.

Hasil dan Pembahasan

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa 
keberadaan Staphylococcus sp. dan S. aureus 
didalam susu segar dapat dideteksi langsung 
menggunakan PCR dengan primer spesifik spesies. 
Ekstraksi DNA dari susu segar dilakukan dengan 
modifikasi pada tahapan awal preparasi ekstraksi 
dari metode ekstraksi Aziz (2013). Optimasi yang 
dilakukan sebelumnya diketahui dapat mendeteksi 
keberadaan S. aureus dalam susu segar yang  
kompatibel dengan Standar Nasional Indonesia 
(SNI) No 01-3141-1998 yaitu batas limit S. 
aureus yang diijinkan dalam susu adalah 102 sel/
ml (Aziz et al. 2013). Penggunaan PCR sebagai 
alat deteksi diketahui mempunyai spesifisitas dan 
sensifisitas yang tinggi sehingga deteksi langsung 
keberadaan gen target dari genom bakteri tertentu 
dapat dilakukan. Deteksi dini kontaminasi bakteri 
patogen pada susu dapat langsung dilakukan 
dengan cara lebih cepat. 

Pemilihan metode ekstraksi berbasis spin 
coloumn dilakukan selain telah teruji kualitas 
DNA yang terekstraksi namun juga praktis 
penggunaannya. Penggunaan spin column dalam 
tahapan ekstraksi DNA langsung dari susu segar 
memberikan hasil ekstraksi yang baik. Purifikasi 
DNA berbasis column yang menggunakan metode 
ekstraksi solid phase telah dikenal luas digunakan 
untuk mendapatkan DNA murni (Dash et al., 
2020).

Hasil penelitian diketahui 37 (61%) sampel 
susu yang diuji positif Staphylococcus sp. dengan 
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primer Cremonesi et al. (2005) dan hanya 1 
(1,6%) sampel positif mengandung S. aureus 
dengan primer Straub et al. (1999). Identifikasi 
molekuler Staphylococcus sp. dan S. aureus 
dengan menggunakan target gen 23S rRNA dapat 
digunakan untuk identifikasi bakteri secara sensitif 
dan spesifik termasuk pada Isolat S. aureus ATCC 
milik Balai Besar Veteriner Wates dan MRSA milik 
Bagian Mikrobiologi FK UGM digunakan sebagai 
kontrol positif memberikan hasil yang konsisten 
(gambar 1 dan 2). Gen 23S rRNA merupakan 
bagian penting pada proses sistesis protein. 
Urutan basa nukleotida pada 23S rRNA sangat 
identik pada hampir semua bakteri, sehingga dapat 
diekploitasi guna identifikasi genus dan spesies. 
Gambar 1 menunjukkan bahwa sampel yang diuji 
PCR menggunakan primer referensi Cremonesi 
et al. (2005) terdeteksi bakteri Staphylococcus 
sp. dengan ukuran produk PCR 499 bp dan hanya 
1 sampel susu positif S. aureus dengan ukuran 
sesuai referensi 1250 bp menggunakan primer 
Straub et al. (1999) (gambar 2, sumuran ke-4). 
Diketahui konsistensi ditunjukkan dari 1 sampel 
positif S. aureus  primer Straub et al. (1999) juga 
positif terhadap primer Cremonesi et al. (2005) 
yang digunakan (Gambar 1 dan 2, sumuran ke-4). 

Penelitian yang dilakukan oleh Harvey dan 
Gilmour (1988), Coimbra-e-Souza et al. (2019) 
diketahui spesies Staphylococcus yang umum 
ditemukan di susu kambing diantaranya S. aureus, 
S. arlettae, S. capitis, S. caprae, S. chromogenes, 
S. epidermidis, S. hominis, S. hycus, S. lentus, 
S. lugdunensis, S. saprophyticus , S. sciuri, S. 
simulans, S. warneri,dan  S. xylosus  sehingga 
dipastikan 37 sampel susu yang positif PCR 
terhadap primer spesifik Staphylococcus sp. 
terdeteksi satu atau lebih dari berbagai spesies 

Staphylococcus tersebut diatas. Studi molekuler 
yang dilakukan Windria et al. (2016) pada susu 
kambing PE yang diteliti dengan mengurutkan 
basa nukleotida 23S rRNA, teridentifikasi  S. 
aureus, S. haemolyticus, S. pasteuri, dan S. 
xylosus. Hal tersebut mengindikasikan ambing 
kambing PE dapat terinfeksi oleh berbagai spesies 
dari genus Staphylococcus.

Pada penelitian ini, meskipun hanya 1 sampel 
positif S. aureus, namun kontaminasi sampel susu 
oleh bakteri ini mempunyai potensi menimbulkan 
keracunan makanan karena S. aureus mampu 
memproduksi eksotoksin berupa sekresi protein 
toksin yang stabil terhadap pemanasan. Susu 
diketahui merupakan media yang baik untuk 
pertumbuhan S. aureus sehingga dapat menjadi 
sumber keracunan makanan. Kontaminasi bakteri 
ini terjadi akibat adanya S. aureus dalam susu segar 
atau selama pengolahan. Tindakan pasteurisasi 
dapat mengurangi jumlah S. aureus akan tetapi 
enterotoksin bersifat termostabil sehingga tidak 
mengurangi aktivitas biologisnya meskipun telah 
mengalami pemanasan (Boerema et al., 2006; 
Todar, 2008). Coimbra-e-Souza et al. (2019) dan 
Contreras et al. (2007) mengemukakan bahwa 
bakteri yang paling patogen penyebab mastitis 
pada kambing adalah S. aureus, bakteri ini tidak 
hanya berbahaya bagi manusia karena potensinya 
namun juga menyebabkan infeksi pada ambing 
kambing penderita dan dapat menyebabkan 
gangren sehingga menyebabkan angka culling 
yang tinggi.

Identifikasi Staphylococcus sp. maupun 
S. aureus pada susu selama ini sebagian besar 
dilakukan dilaboratorium dengan cara isolasi 
dan identifikasi bakteri secara konvensional 
menggunakan media selektif dan uji biokemis, 

Tabel 1. Primer oligonukleotida dengan program PCR untuk amplifikasi gen target 23S rRNA Staphylococcus sp. dan S. aureus.

Spesies Sekuen primer Program* Amplikon Referensi

Staphylococcus sp. 5’ AGC TGT GGA TTG TCC TTT GG 3’
3’ TCG CTC GCT CAC CTT AGA AT 5’

1 499 bp Cremonesi et al., 2005

S. aureus 5’ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 3’
3’AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC 5’

2 1250 bp
Straub et al., 1999

Keterangan : *
1 : 30 kali 940C-60 detik, 560C-60 detik, 720C-60 detik
2 : 30 kali 940C-120 detik, 640C-40 detik, 720C-75 detik
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sehingga penentuan bakteri pengkontaminasi 
membutuhkan waktu lebih lebih dari 1 hari. 
Beberapa keterbatasan dari metode konvensional 
selain lamanya waktu yang dibutuhkan menurut 
Phuektes et al. (2001) dan  Riffon et al. (2001) juga 
dipengaruhi oleh beberapa hal seperti terbatasnya 
dinamika alami dari infeksi pada sampel susu, 
sampel susu mungkin hanya mengandung jumlah 
bakteri yang sedikit dan kultur negatif  mungkin 
karena adanya residu antibiotik yang dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri.

Metode PCR memberikan alternatif 
identifikasi bakteri secara lebih cepat. Dengan 

metode PCR, identifikasi bakteri patogen dapat 
dilakukan dalam hitungan kurang dari 24 jam 
bila dibandingkan dengan metode konvensional. 
Metode PCR dapat digunakan untuk deteksi 
bakteri patogen dengan sensitifitas dan spesifisitas 
yang tinggi (Taponen et al., 2009).   

Kesimpulan

Tiga puluh tujuh sampel positif mengandung 
Staphylococcus sp. dan hanya 1 sampel positif 
untuk S. aureus dari 60 sampel susu segar yang 
diuji dengan teknik PCR. 

Gambar 1.  Gel elektroforesis hasil PCR 23S rRNA dari susu segar dengan primer Cremonesi et al. 
(2005) (Ket: M= marker, sumuran 1-2 kontrol positif ATCC dan MRSA,  sumuran 3-11 
sampel dan sumuran 12  kontrol negatif).

Gambar 2. Gel elektroforesis hasil PCR 23S rRNA dari susu segar dengan primer Straub et al. (1999) 
(Ket: M= marker, sumuran 1-2 kontrol positif ATCC dan MRSA,  sumuran 3-11 sampel 
dan sumuran 12  kontrol negatif).
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