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Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi gen penyandi toxic shock syndrome toxin-1
(TSST-1) S. aureus isolat susu sapi perah dan susu kambing dengan menggunakan gen 23S

rRNA sebagai langkah awal dalam penanganan beberapa kasus keracunan susu.
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meningitis, pneumonia, osteomielitis, staphylococcal scalded-skin syndrome (SSSS), toxic
shock syndrome (TSS), serta keracunan pangan (Sugiyono, 2008). Salah satu faktor virulensi
yang dihasitikan—diproduksi oleh galur S. aureus yang biasanya—menyebabkan _terjadinya
adalah enterotoksin. Toksin tersebut yang—paling banyak dikaitdugakan menyebabkan
disease di berbagai belahan-duniatempat, Staphylococcal enterotoksin (SE), mempunyai berat
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menyebabkan penyakit multi organ. Salah satu penyakit yang disebabkan oleh TSST-1 yaitu

toxic shock syndrome (TSS).; pPada manusia, diawali dengan gejala klinis berupa demam,
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hipotensi, dan gangguan pada organ sedangkan dalam kasus yang serius dapat menyebabkan
shock pada penderita (BergdeH—et—al;—1981-—Bergdoll and Schlievert, 1984; Crass and
Bergdoll, 1986). Dalam beberapa kasus, TSST-1 biasanya berhubungan dengan kondisi

menstruasi pada wanita yang dapat menimbulkan berbagai macam reaksi imunologik
(Bergdoll et al., 1981; Bergdoll and Schlievert, 1984). Efek-imunologik-yang-ditimbulkan

Penelitian mengenai produksi TSST-1 oleh S. aureus telah dilakukan oleh Takeuchi et
al. (1996), penelitian tersebut bertujuan mendeteksi keberadaan TSST-1 dari isolat susu sapi
perah yang menderita mastitis klinis dan subklinis termasuk berat molekul dan poin
isoelektriknya (pl). Sebanyak 272 isolat S. aureus diteliti dan hasil dari penelitian tersebut
menunjukkan bahwa dari 43 isolat susu sapi yang positif menderita mastitis klinis terdapat 25
(58,1%) yang menghasilkan TSST-1, dari 103 isolat susu sapi yang positif mastitis subklinis
terdapat 79 (76,7%) yang menghasilkan TSST-1 dan dari 126 isolat lapangan ditemukan 95
(75,4%) yang menghasilkan TSST-1.

Sejalan dengan hal #utersebut, sampai saat ini telah banyak penelitian yang berhasil
mengamplifikasi gen tst sebagai salah satu region yang bertanggungjawab dalam menentukan
virulensi S. aureus. Penelitian tersebut dergar-menggunakan metode PCR. Amplifikasi gen
tst dilakukan dengan primer spesifik yang menempel pada region dari gen tst. Penelitian yang
dilakukan oleh Hayakawa et al. (2000); yang-melihat korelasi antara mastitis pada sapi,
antibodi TSST-1 dengan gen penyandi TSST-1 (tst gene) dari S. aureus pada susu. Pada
penelitian ini, formulasi primer yang digunakan adalah

1-:5-TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT-3' dan prirmer

2-:5-TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT-3,

dan panjang fragmen DNA yang diamplifikasi 179 bp.

Amplifikasi gen penyandi TSST-1 dari susu sapi (bovine) dan susu kambing (ovine)
berhasil diteliti oleh Lee et al. (1992), dengan menggunakan primer spesifik. Primer yang

digunakan untuk mengamplifikasi gen FSST-itst dari susu sapi dengan formulasi sebagai

berikut: primer 1-: 5-CTCTCTATCTCCTCA-3' dan primer 2-: 5-GTTAGTGAGGATTAG-
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3', selanjutnya primer yang gunakan untuk mengamplifikasi gen tst FSS+-1-dari susu
formulasi sebagai berikut: primer 1-: 5-GGACGTTTCTCAGCGT-3' dan primer 2-: 5'-
AACGGACTCCCTTTA-3".

Schlievert, (1984); Crass—and-BergdoH;—(1986)-menjelaskan bahwa toxic shock syndrome

yang ditimbulkan pada manusia akibat mengonsumsi susu segar yang terkontaminasi TSST-1

akan ditandai dengan timbulnya gejala berupa demam, hipotensi, timbulnya peradangan pada
organ pencernaan, serta dalam kasus yang parah, TSST-1 dapat menimbulkan situasi shock
pada penderita. Penelition—ong—dilalalanolehJones—oi o L0860 Moppy ol o005
Matsunaga—et-ak—{1993):—Takeuchi et al. (1998); menjelaskan bahwa TSST-1 diproduksi
secara bersamaan dengan Staphylococcal enterotoksin A (SEA) dan Staphylococcal
enterotoksin C (SEC) dari isolat sapi yang menderita mastitis. Dalam beberapa kasus,
Staphylococcal enterotoksin A (SEA) dan C (SEC) sering dikaitkan dengan penyakit bawaan
makanan (foodborne disease). Diperkirakan bahwa TSST-1 juga turut-terlibat dalam kasus
keracunan makanan, namun mekanisme yang terjadi di dalam sel belum secara—jelas
diketahui.

Penelitian tentang gen penyandi faktor virulensi merupakan tahapan penting dalam
kajian tentang arah patogenesitas S. aureus. Kemungkinan gen penyandi faktor virulensi akan
sangat bermanfaat dalam penentuan arah terapi yang diakibatkan oleh infeksi S. aureus
(Moore and Lindsay, 2001).



[ Formatted: Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

A. Tempat dan Waktu Penelitian < { Formatted: Indent: Left: 0", First line: 0"

Penelitian dilaksanakan di laboratorium terpadu Seameo Biotrop, Bogor selama 6 bulan< ( Formatted: Indent: First line: 0.38", Space After: 0 pt

dari bulan Mei sampai dengan bulan Oktober 2012.

R [ Formatted: Font: Times New Roman, 12 pt

. [ Formatted: Font: Times New Roman, 12 pt, Indonesian

Bahan: - Isolat bakteri Staphylococcus aureus

- Isolat bakteri Staphylococcus aureus dari susu sapi perah dan susu kambing dalam

glycerol —berasal dari Bogor

- Penanda DNA dan Primer

- Media THB, media PAD, media plat agar darah, dan mannitol salt agar (MSA)

- Bahan kimia untuk pewarnaan Gram,

- Bahan kimia uji katalase, uji koagulase dan bahan kimia untuk preparasi DNA
Alat: - Sentrifus

- Vortex

- Peralatan gelas

- Tabung eppendorf

- Qiamp tissue kit

- Mesin GeneAmpRPCR system 2400

B.C. Prosedur kef‘jal Commented [U12]: Belum kelihatan asal daerah darimana susu
- — - N i i yang akan diuji diambil. Sampling susu kambing dan susu sapi
Penelitian ini merupakan penelltlan |ab0r’at0r'|uml dengan tahapan sebaga| berikut: berasal dari peternak daerah mana?. Harus ditentukan daerahnya.

[ Formatted: Font: Times New Roman, 12 pt, Indonesian

Reidentifikasi bakteri, preparasi DNA, amplifikasi gen 16SrRNA, amplifikasi gen penyandi

[ Formatted: Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

TSST-1, 55kuensmg dan analisis data. A C ted [U13]: Tahapannya akan lebih jelas kalau dibuat

nomor urutnya, misal: 1. Reidentifikasi bakteri, 2. preparasi DNA,
dst.
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dalam tabung reaksi yang telah berisi media THB diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Bakteri yang tumbuh dalam media THB kemudian ditanam lagi pada media PAD. Kemudian
dilakukan tahap screening dengan cara dikultur sehingga diperoleh koloni yang seragam.
Pengamatan pertumbuhan bakteri dilakukan setelah media diinkubasi selama 18-24 jam pada
suhu 37°C (Todar, 2005). Langkah selanjutnya dengan pewarnaan Gram, uji katalase, uji
koagulase, serta kemampuan bakteri untuk memfermentasi mannitol salt agar (MSA).

2. Preparasi DNA

Molekul deoxyribonucleic acid (DNA) dari S. aureus diekstraksi dan dipurifikasi
dengan—menggunakan Qiamp tissue kit (Qiagen, Hilden, Jerman) sesuai dengan prosedur
yang telah ditentukan oleh pabrik. Bakteri ditanam dalam media plat agar darah selama 18-24
jam, suhu 37°C. Kemudian, 5-10 koloni bakteri disuspensikan dalam buffer TE 180 pl (10
mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8, setelah itu, tambahkan 5 pl lisozimstaphin (1,8 U/ul).
setelah itu, inkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C, tambahkan 25 pl proteinase K (14,8
mg/ml) dan 200 pl buffer AL (yang berisi reagen AL1 dan AL2). Suspensi bakteri diinkubasi
selama dua jam pada suhu 56°C, kemudian dilakukan vortex supaya homogen. Suspensi
dipanaskan pada suhu 95°C dalam waktu 10 menit, dan kemudian didinginkan pada suhu 4°C
dalam waktu 10 menit, kemudian suspensi disentirifus 6000 g selama 15 menit. Sebanyak
420 pl etanol ditambahkan ke dalam masing-masing sampel dan ditempatkan di atas tabung
koleksi dan sampel dicuci dua kali dengan menggunakan 500 pl buffer AW. Kolom Qiamp
kemudian disentrifus 6000 g dalam waktu tiga menit, setelah itu tempatkan kolom di atas
tabung eppendorf dan DNA yang ada pada kolom dielusi dengan 200 pl buffer AE. Hasil
eluat dari sampel DNA akan-disimpan pada suhu -20°C (Salasia et al., 2004a; Salasia et al.,
2008).

3. Desain Primer

Desain primer oligonukleotida spesifik untuk gen 2316SrRNA, dan gen penyandi
TSST-1 dilakukan berdasarkan database dari genebank dengan menggunakan program
Clustal W. pasangan primer dipilih pada daerah yang konserv. Selanjutnya primer
oligonukleotida dianalisis dengan menggunakan software Design Oligoprimer. Urutan basa
primer untuk mengamplifikasi gen 16SrRNA dan gen penyandi TSST-1 adalah sebagai
berikut:

TARGET R/F URUTAN BASA JUMLAH BASA <

23S rRNA R GAAGGCGACTTTCTGGTCTG 20 NG
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4. Amplifikasi gen 2316S rRNA dengan PCR {Ceen,-2001)

Amplifikasi gen 2323S rRNA dari S. aureus dengan PCR pada penelitian ini akan
menggunakan mesin GeneAmpRPCR system 2400 (Parkin Elmer). Proses amplifikasi
dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi awal selama 5 menit pada suhu 94°C
selanjutnya diikuti dengan 94°C selama 30 detik untuk denaturasi, 50-605°C selama 45 detik
untuk penempelan primer (annealing), 72°C selama 1 menit untuk pemanjangan (elongation);
amplifikasi dilakukan sebanyak 350, siklus kemudian diakhiri 5 menit pada 72°C. DNA total
hasil ekstraksi digunakan sebagai DNA cetakan untuk proses amplifikasi. Komposisi 50 pl
campuran pereaksi PCR terdiri atas 2,5 mM MgCl;, 10 mM dNTPs, 100-300 ng DNA
cetakan, 20-100 pmol masing-masing primer dan 2 U Taq polymerase beserta buffernya.
Produk hasi—PCR dideteksi dengan cara dimigrasikan pada gel agarose 1,5% dengan
menggunakan buffer 1XTBE dalam peranti Submarine Electrophoresis (Hoefer, USA).
Pengamatan dilakukan dengan bantuan sinar UV (A = 300 nm) setelah gel diwarnai dengan
cybersave (Invitrogen). Penanda DNA dengan ukuran 100 pb digunakan sebagai petunjuk

berat molekul.

5. Amplifikasi gen (tst) penyandi toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) “

Amplifikasi gen penyandi TSST-1 dari S. aureus dengan PCR pada penelitian ini akan
menggunakan mesin GeneAmpRPCR system 2400 (Parkin Elmer). Proses amplifikasi
dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi awal selama 5 menit pada suhu 94°C
selanjutnya diikuti dengan 94°C selama 30 detik untuk denaturasi, 50-60°C selama 45 detik
untuk penempelan primer (annealing), 72°C selama 1 menit untuk pemanjangan (elongation);
amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus kemudian diakhiri 5 menit pada 72°C. DNA total
hasil ekstraksi digunakan sebagai DNA cetakan untuk proses amplifikasi. Komposisi 50 pl
campuran pereaksi PCR terdiri atas 2,5 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, 100-300 ng DNA
cetakan, 20-100 pmol masing-masing primer dan 2 U Taq polymerase beserta buffernya.
Produk has#-PCR dideteksi dengan cara dimigrasikan pada gel agarose 1,5% dengan
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menggunakan buffer 1XTBE dalam peranti Submarine Electrophoresis (Hoefer, USA).
Pengamatan dilakukan dengan bantuan sinar UV (A = 300 nm) setelah gel diwarnai dengan
cybersave (Invitrogen). Penanda DNA dengan ukuran 100 pb digunakan sebagai petunjuk
berat molekul.

6. Sekuensing DNA (Nelson, dkk, 2001) -«

Produk PCR hasil amplifikasi dimurnikan dergan—menggunakan GFX Column
purification kit (Amersham, USA), selanjutnya dipergunakan sebagai DNA cetakan untuk
reaksi sekuensing DNA. Kondisi untuk reaksi sekuensing adalah sebagai berikut: denaturasi
awal selama 2 menit pada suhu 94°C selanjutnya diikuti dengan 94°C selama 30 detik, 50-
60°C selama 45 detik, 72°C selama 1 menit; reaksi amplifikasi sebanyak 35 siklus kemudian
diakhiri dengan penambahan (extension) selama 5 menit pada 72°C.

Produk reaksi sekuensing dipurifikasi menggunakan kolom autoseq G-50, kemudian
DNA dikonsentrasikan dengan penambahan alkohol absolut yang dilanjutkan dengan
pencucian menggunakan alkohol 70%. Setelah kering, ditambahkan ke dalamnnya 6 pl stop
solution. Larutan diinkubasikan pada 72°C selama 5 menit dan kemudian dimasukan ke
dalam es. Sekuensing DNA dilakukan menggunakan alat sekuensing otomatis ALFexpres Il

(Amersham pharmacia biotech), pada kondisi 1500 V, arus listrik 60mA, daya 25 W, suhu

55°C, selama 708 menit.

A
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dan mamalia. Gambar koloni S. aureus pada PAD (Gambar 1),

[ Formatted: Font: Times New Roman, 12 pt

{ Formatted: Line spacing: 1.5 lines

L

{Formatted: Font: (Default) Times New Roman

Gambar, 1, Isolat Staphylococcus aureus pada media PAD A Formatted

Formatted

R [Formatted: Font: (Default) Times New Roman ]
2. Pewarnaan Gram ___—{ Formatted -
Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bahwa 1, isolat dari susu sapi dan 2 isolat dari susu« —{ Formatted: Justified, Line spacing: L5 lines ]

kambing yang diduga S. aurues, secara morfologi ternyata benar termasuk Gram positif

karena sel bakterinya berwarna ungu (Gambar 2), Menurut Pelczar (1981), pada proses

pewarnaan Gram, bakteri Gram positif tetap mempertahankan pewarna kristal violet dan

lugol setelah dibilas dengan alkohol 95% sebagai decolorizer. Hal tersebut berkaitan dengan
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mekanik dan pecah akibat tekanan_osmotik, Ditegaskan pula bahwa, pada dinding sel bakteri

14



Gram positif, terdapat satu membran tebal terbuat dari peptidoglikan_yang akan membentuk

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

persenyawaan kompleks kristal violet—yodium ribonukleat yang tidak larut dalam larutan

Font: Times New Roman, 12 pt

Formatted:

(
[Formatted:
\

Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

pemucat (Lay, 1994). Hal lain yang mendukung bahwa isolat tersebut S. aureus yakni bentuk ‘

‘ { Formatted:

Font: Times New Roman, 12 pt, Indonesian

koloni bulat dan berkelompok seperti buah anggur.

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

Formatted:

Font: Times New Roman, 12 pt, Indonesian

Font: (Default) Arial, 12 pt

Formatted

: Line spacing: 1.5 lines

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

(D N o JU )

N
[Formatted:
A

Y

Formatted

: Font: (Default) Times New Roman

Formatted

: Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Italic

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

Gambar 2. Bakteri Staphylococcus aureus Gram Positif,

: Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

P

: Justified, Line spacing: 1.5 lines

Adapun hasil pengamatan makroskopis bakteri Staphylococcus aureus disajikan sebagai

: Font: (Default) Times New Roman

: Font: Italic

berikut;
1. Uji Katalase

: Font: (Default) Times New Roman, Italic,

: Font: Not Italic

Katalase merupakan salah satu enzim yang digunakan mikroorganisme untuk

Font: Times New Roman, 12 pt

: Line spacing: 1.5 lines

: Font: (Default) Times New Roman

: Right: 0"

Formatted:
menguraikan hidrogen peroksida. Pada proses penguraian tersebut dihasilkan gas atau Formatted
gelembung oksigen. Untuk mengetahui_ada tidaknya katalase maka perlu dilakukan uji ,[::::::::
dengan larutan 3% H,O, pada koloni terpisah. ‘ [ Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

: Font: (Default) Times New Roman

: Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

: Font: (Default) Times New Roman

Font: Italic

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Italic

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

(
(
(
{ Formatted:
(
(
(

Formatted:

Justified, Right: 0", Line spacing: 1.5 lines

o 0 U JC G JU A JU 0 U L L )

Formatted:
Numbering Style: A, B, C, ... + Start at: 1 + Alignment: Left +
Aligned at: 0.25" + Indent at: 0.5"

Justified, Right: 0", Numbered + Level: 1 +

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Italic

Gambar, 3., Hasil uji katalase S. aureus

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

Keterangan : <11/

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Italic

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

A. Negatif, tidak timbul biuh/gelembung (bukan,S. aureus)
B. Positif, terdapat buih/gelembung (S.aureus),

Font: (Default) Times New Roman, Italic

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman

Formatted:

Font: (Default) Times New Roman, Indonesian

Formatted:

lines

(
(
(
(
; [ Formatted:
(
(
[

Justified, Indent: Left: 0.5", Line spacing: 1.5

(D W N W/ W | W N

15
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media pertumbuhan (Carter & Wise, 2004). Produksi enzim koagulase merupakan faktor

patogenitas utama dari S. aureus sehingga menjadi pembeda dengan Staphylococcus lainnya
(;Levinson & Jawetz, 2003).
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hasil uji_menunjukkan negatif jika pada saat tabung diposisikan miring cairan tersebut

mengalir (Gambar 4B)., ( Formatted: Indonesian )
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3. Uji Fermentasi Manitol

Manitol merupakan senyawa hasil reduksi monosakarida manosa, yang mempunyai

gugus alkohol dan memiliki rasa manis. Menurut Minor & Marth (1976), Staphylococcus

aureus mampu memproduksi asam melalui fermentasi manitol, pengujian fermentasi tersebut

berfungsi sebagai penguat hasil uji koagulase. Uji fermentasi manitol dengan penanaman S.

aureus pada MSA merupakan prosedur yang biasa dilakukan setelah uji koagulasi. Apabila

bakteri stafilokokus mampu memproduksi enzim koagulase (bersifat koagulase positif) dan

mampu_memfermentasi_manitol pada MSA maka bakteri stafilokokus tersebut adalah S.

aureus (Johnson & Case, 1995). Hasil uji fermentasi manitol pada S. aureus dinyatakan ( Formatted: Font: Not Italic ]

positif apabila tampak terjadi perubahan warna pada medium MSA merah muda menjadi

kuning. Hal tersebut menunjukkan bahwa S. aureus memfermentasi manitol yang kemudian

menghasilkan asam laktat, sehingga dapat mengubah pH medium (Gambar 5).
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4. Uji Vogel Johnson Agar (VJA)
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ini, mengarah pada kebenaran karakteristik bakteri S. aureus. Hal tersebut ditandai dengan

terjadinya perubahan warna pada media VJA dari warna putih transparan menjadi hitam yang

dikelilingi zona kuning (Gambar 6). Suwandi (1999) menyatakan bahwa, media VJA

mengandung manitol, tellurite dan lithium chloride memiliki peran untuk mengisolasi bakteri

yang bersifat koagulase positif, karena semua bakteri koagulase positif akan tumbuh pada

media ini,
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