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ISOLAT Streptococcus agalactiae ASAL SAPI PENDERITA MASTITIS
SUBKLINIS : II. Hidrofobisitas Permukaan Sel Isolat

Streptococcus agalactiae ISOLATES FROM SUBCLINICAL MASTITIS
CATTLE : II. Isolate’s Cell Surface Hydrophobicity
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ABSTRAK

Sebanyak 38 isolat lapang Strepfococcus agalactiae asal sapi penderita mastitis subklinis di
daerah Bogor diamati hidrofobisitas permukaan selnya menggunakan uji agregasi dengan larutan
garam amonium sulfat (SAT) 0,2, 04, 0,8, 1,6, 2,5, 3,2, dan 4,0 M. Sebanyak 19 (50 %),
11 (28,9 %), 4 (10,5 %), 3 (7,89 %), dan 1 (2,63 %) isolat dapat diagregasi berturut-turut oleh
larutan garam amonium sulfat 0,2, 0,8, 1,6, 2,5, dan 3,2 M. Diperoleh hasil bahwa larutan
amonium sulfat 1,6 sampai 2,5 M memiliki kemampuan mengagregasi terbanyak (78,9 %) dari
ketiga puluh delapan isolat tersebut.

Kata-kata kunci: S. agalactiae, mastitis subklinis, hidrofobisitas permukaan sel

ABSTRACT

Thirty eight Streptococcus agalactiae isolates from subclinical mastitis cattle in Bogor were
examined for their cellular surface hydrophobicity using salt aggregation test (SAT) ammonium
sulphate 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 2.5, 3.2, and 4.0 M. Nineteen (50 %), 11 (28.9 %), 4 (10.5 %), 3-
(7.89 %), and 1 (2.63 %) of isolates could be aggregated by 2.5, 1.6, 0.2, 0.8, and 3.2 M
ammonium sulphate solution, respectively. The range concentrations of 1.6 to 2.5 M of
ammonium sulphate solution were favourable to characterize the bacteria surface.
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PENDAHULUAN

Streptococcus agalactiae (grup B menurut Lancefield) telah diketahui sebagai penyebab
mastitis subklinis dan sebanyak 30,4 % isolat lapang positif ditemukan bakteri ini (Sukada,
1996). Kemampuan bakteri untuk melekat dan berkolonisasi pada epitel ambing merupakan
salah satu sifat virulensi dan patogenitasnya dalam menyebabkan mastitis (Bramley dan Hogben,
1982; Kirk, Degraves dan Tyler, 1994). Virulensi dan patogenitas S. agalactiae berhubungan
erat dengan komponen permukaan sel yang dapat diamati dari penampilan fenotip yang
dihasilkannya secara in vitro (Wibawan dan Laemmler, 1990). Diketahui bahwa sebagian besar
isolat (88,9 %) berada dalam dua fase penampilan fenotip yaitu menyebar dan kompak dalam satu
media (Utama et al., 1997) dan keadaan ini dikenal dengan fase variasi (Salasia et al., 1994).
Wibawan dan Laemmler (1991) menyatakan bahwa bakteri dengan koloni menyebar memiliki
kemampuan melekat pada sel ambing relatif kurang baik dibandingkan dengan yang kompak.
Koloni menyebar menunjukkan peranan kapsel selama proses infeksi dan mampu menahan
serangan makrofag.

Cara lain untuk mengamati karakter permukaan sel bakteri ialah secara kimia dengan
menggunakan larutan amonium sulfat dengan konsentrasi tertentu (Salt Aggregatioh Test - SAT)
(Kane et al., 1975). Teknik ini sering digunakan dengan hasil yang cukup memadai (Lindahl et
al., 1981; Wadstrom et al., 1984; Rozgonyi et al., 1985). Oleh karena itu untuk mengamati
derajat hidrofobisitas permukaan sel S. agalactiae isolat lapang asal sapi penderita mastitis

subklinis digunakan juga teknik yang sama.
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BAHAN DAN METODE

Isolat S. agalactiae

Sebanyak 38 isolat yang telah diperiksa ulang secara biokimia dan serologi sebagai isolat S.
agalactiae digunakan untuk penelitian dalam bentuk biakan murni (Yanuarsi, 1994; Sukada,
1996).

Pengamatan Derajat Hidrofobisitas

Satu koloni isolat S. agalactiae ditumbuhkan pada tabung berisi 50 ml media kaldu Todd
Hewitt (Difco, USA), kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18 jam (Wibawan dan
Laemmler, 1990). Penampilan fenotip pada media kaldu diamati dan dinyatakan sebagai keruh,
sedikit keruh dan jernih (dengan sesedikit mungkin adanya goncangan).  Suspensi bakteri dicuci
dengan menggunakan larutan penyangga fosfat (PBS) 0,1 M dingin dan dipusing dengan
kecepatan 5000 rpm (Sorvall SS-3 automatic, USA) selama 10 menit. Pencucian dilakukan
sebanyak dua kali. Selama pencucian disiapkan larutan amonium sulfat dengan konsentrasi 0,2,
04,08, 1,6, 2,5, 3,2, dan 4,0 M. Setelah pencucian selesai, pelet tersisa dibuat larutan dengan
0,2 ml larutan PBS 0,05 M untuk diuji.

Pengujian dilakukan dengan mencampurkan masing-masing 25 pl suspensi pelet dan 25 ui
Jarutan amonium sulfat dalam berbagai konsentrasi di atas gelas obyek dan menggoyang-
goyangnya selama satu menit. Hasil positif dinyatakan dengan adanya pembentukan gumpalan

seperti pasir dalam waktu satu menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebaran derajat hidrofobisitas isolat S. agalactiae tertera pada Tabel 1 di bawah ini. Tabel 1
memperlihatkan bahwa 78,9 % dari isolat yang ada dapat diagregasi oleh larutan amonium sulfat
berkonsentrasi 1,6 - 2,5 M, yang berarti sebagian besar derajat hidrofobisitas isolat terdapat di
sekitar nilai tersebut. Beberapa peneliti telah melakukan uji ini tanpa disertai keterangan apakah
permukaan sel bakteri hidrofobik atau hidrofilik (Lindahl et al., 1981; Wadstrom et al., 1985; dan
Rozgonyi et al., 1991). Ljungh er al/ (1985) menyatakan bahwa bakteri dikatakan hidrofobik
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ekstrim, jika dapat diagregasi dengan larutan penyangga fosfat berkonsentrasi 0,002 M pada pH
6,8. Wibawan dan Laemmler (1990) menggunakan larutan amonium sulfat 2 M untuk
menentukan ‘derajat hidrofobisitas S. agalactiae, dan hasil yang diperoleh mendekati hasil
penelitian ini sebab sebagian besar isolat lapang (78,9 %) dapat diagregasi oleh larutan amonium
sulfat berkonsentrasi 1,6 - 2,5 M.

Tabel 1. Sebaran Derajat Hidrofobisitas S.-agalactiae Isolat Lapang

Jumlah isolat Konsentrasi larutan amonium sulfat (M)
0,2 04 0,8 1,6 2,5 32 4,0
1 - - - - - + +
19 - - - - + + +
11 - - - + + + +
3 - - + + + + +
4 + + + + + + +

Penentuan derajat hidrofobisitas ditentukan oleh kemampuan amonium sulfat pekat menarik
molekul air dan mengendapkan protein (Lehninger, 1990). Permukaan sel bakteri yang terdiri
dari banyak protein dan karbohidrat (penyusun kapsel) dengan variasi perbandingan diantara
keduanya di permukaan sel, dapat menentukan apakah permukaan sel tersebut mudah atau sulit
diagregasi dengan larutan amonium sulfat konsentrasi tertentu. Larutan amonium sulfat encer (<1
M) umumnya dapat mengaggregasi permukaan sel bakteri yang kandungan proteinnya lebih
banyak, sedangkan permukaan sel yang kandungan karbohidratnya lebih banyak membutuhkan
konsentrasi lebih tinggi untuk mengagregasikannya, bahkan sampai di atas 3 M (Rozgonyi ef al.,

1991; Wibawan dan Laemmler, 1992). Hal ini didasarkan atas sifat karbohidrat polimer yang
hidrofilik dan rangkanya lebih tegar jika dibandingkan dengan protein (Lehninger, 1990).

Tabel 2. Hubungan antara Derajat Hidrofobisitas dan Ekspersi Fenotip Isolat pada

Media Kaldu
Supernatan Konsentrasi amonium sulfat (M) Jumlah isolat
1,6 2o
Keruh -4 10 14
Sedikit keruh 12 8 20
Jernih - 2 2 4
Jumlah 18 20 38

Keterangan : P> 0,05
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Dari Tabel 2 diperoleh adanya hubungan yang tidak nyata antara derajat hidrofobisitas dan
penampilan fenotip di media kaldu. Penyebab hubungan tidak nyata ini adalah susunan sel
bakteri yang tumbuh di media cair. Bakteri dengan permukaan sel hidrofobik cenderung
membentuk susunan sel berantai panjang (10 sampai 30 sel). Hal ini berakibat kelompok sel
berantai panjang cenderung mengendap di dasar tabung sehingga supernatan media cair yang
ditumbuhinya jernih. Sebaliknya bakteri berkapsul umumnya memiliki susunan sel berantai
pendek (5 sampai 10 sel). Susunan sel seperti ini relatif ringan sehingga tidak semuanya
mengendap di dasar tabung (Wibawan, 1997). Selain itu kapsul bakteri yang umumnya
elektronegatif akan menghasilkan aksi tolak menolak antar sesama sel (Stryer, 1988). Hal ini
menyebabkan  media supernatan yang ditumbuhinya menjadi keruh. Penyebab lain tidak
nyatanya hubungan tersebut ialah fase variasi yang selalu tampak pada isolat lapang .
agalactiae (Salasia et al., 1994). Utama et al., (1997) juga mengamati adanya fase variasi pada
bentuk koloni yang muncul jika isolat ditumbuhkan pada agar lunak (soft agar). Oleh sebab itu,
bakteri yang menampakkan cairan keruh pada media kaldu belum tentu semuanya berkapsul, tapi
bakteri yang menampakkan pertumbuhan dengan cairan jernih di media kaldu umumnya tidak
‘menampakkan koloni menyebar pada agar lunak. Fase variasi menyebabkan tidak stabilnya
penampilan fenotip isolat, meskipun isolat yang baru diisolasi dari susu sebagian besar
memperlihatkan koloni padat (Sukada, 1996). Perubahan penampilan fenotip selama percobaan

in vitro perlu dipelajari lebih lanjut.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa sebagian besar isolat S. agalactiae (78,9
%) yang berasal dari sapi penderita mastitis subklinis dapat diagregasi olah larutan amonium
sulfat 1,6 - 2,5 M dan terdapat hubungan tidak nyata antara derajat hidrofobisitas dan penampilan
fenotip bakteri pada media kaldu.
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