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ABSTRAK

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus yang diisolasi dari babi dan kera di Bali memiliki
kapsul yang tersusun atas asam hialuronat. Asam hialuronat pada kapsul ini mampu melekatkan
bakteri pada sel epitel buccalis babi dan aktivitas perlekatan ini tidak dapat dihambat oleh larutan
glukosa, N-asetil glukosamin, asam glukuronat dan campuran N-asetil glukosamin dan asam
glukuronat yang masing-masing berkonsentrasi 2% dalam larutan bufer setimbang fosfat (PBS). Sel
epitel yang diinkubasi dengan larutan asam hialuronat 5 mg (0,5%) dan 10 mg (1%) per ml PBS
dapat menghambat aktivitas perlekatan bakteri. Demikian juga perlakuan inkubasi sel bakteri
berkapsul yang dicampur dengan hialuronidase 1000 dan 2000 unit internasional dapat menurunkan
kemampuan perlekatannya. Dapat disimpulkan bahwa asam hialuronat yang terdapat pada kapsul
bakteri Streptococcus equi subsp. zooepidemicus mampu melekatkan bakteri tersebut pada sel epitel
mukosa buccalis babi.

Kata-kata kunci : asam hialuronat, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, adhesi sel
ABSTRACT

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isolated from swine and monkeys is known to
possess hyaluronic acid capsules. The present study indicated the ability of the capsular hyaluronic
acids to mediate bacterial adhesion to host ephithelial cells; and that adhesion was not inhibited by
glucose solution, N-acetylglucosamine, nor by mixed solution of N-acetylglucoasmine and glucoronic
acid in phosphate buffered saline solution. Whereas when epithelial cells were soaked in 5 mg and 10
mg hyaluronic acid bacterial adhesion was inhibited. Furthermore, treatment of encapsulated
bacterial cells with hyaluronidase at 1000 and 2000 IU, significantly reduced the bacterial adhesion
onto the buccal epithelial cells. It is clear that the bacterial capsule of S. equi subsp. zooepidemicus
were able to initiate the attachment of the organism onto the surface of host epithelial cells.

Key words: hyaluronic acid, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, cell adhesion

PENDAHULUAN grup B menurut Lancefield (Rainard, et al.,

1991; Wibawan et al., 1992), protein M pada

Proses perlekatan bakteri pada sel Sireptococcus pyogenes grup A menurut
inang merupakan tahap awal proses infeksi Lancefield (Fischetti, 1989), vitronectin
(Mims, 1982). Berbagai komponen permu- (Valentin Wiegand et al., 1988a), mampu
kaan bakteri seperti asam teikoat (Nealon memperantarai perlekatannya pada sel
and Mattingly, 1985; Teti ef al., 1987), inang. Namun, komponen permukaan sel
protein X pada Streptococcus agalactiae bakteri bukan satu-satunya yang
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bertanggung jawab atas proses perlekatan
tersebut. Komponen cairan ekstraseluler
inang, seperti fibronektin (Valentin Wie-
gand ef al., 1988b) juga berperan dalam
perlekatan tersebut.

Streptococcus equi subsp. zooepide-
micus (Farrow and Collins, 1984: dahulu
Streptococcus zooepidemicus) adalah penye-
bab wabah streptococcosis yang menyerang
babi dan kera di Bali pada tahun 1994
(Dartini et al., 1994; Dharma, 1994).
Karakterisasi lebih lanjut oleh Utama et al.
(1998) menunjukkan ada isolat bakteri
yang memiliki kapsul pada permukaan
selnya dan ada juga yang tidak. Kapsul
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
tersusun atas asam hialuronat dan
memiliki sifat mampu melekatkan bakteri
(adhesif) pada sel Hela (Wibawan et al.,
1999) serta bersifat antifagositik terhadap
leukosit dan monosit babi (Utama et al.,
2000).

Penelitian ini bertujuan mengamati
kemampuan asam hialuronat sebagai
faktor adhesif dari Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus pada epitel buccalis
babi. Selain itu, juga bertujuan mencari
beberapa monosakarida yang berpeluang
memiliki sifat antiadhesif terhadap asam
hialuronat kapsul.

METODE PENELITIAN

Penyiapan Suspensi Bakteri

Penelitian 1ini menggunakan isolat

Streptococcus equi subsp zooepidemicus
yang didapat atas kebaikan dari Balai
Penyidikan Penyakit Hewan (BPPH)

Wilayah VI Bali serta isolat yang didapat
dari kasus klinis di lapangan (Utama,
1998). Semua isolat telah diuji secara
biockimia dan dikarakterisasi lanjut untuk
mengamati keberadaan kapsulnya
menggunakan mikroskop elektron (Utama,
1998). Untuk tujuan penelitian digunakan
tiga isolat berkapsul yang terdiri atas dua
isolat asal babi dan satu isolat asal kera.
Selain itu juga digunakan tiga isolat
bakteri tidak berkapsul yang semuanya
berasal dari babi. Bakteri dikultur pada
medium Todd Hewitt (Difco, USA) pada
suhu 37°C selama 18 sampai 20 jam.
Kemudian kultur bakteri dicuci menggu-
nakan larutan garam fosfat setimbang
(phosphate buffered saline / PBS) 0,14 M
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dingin sebanyak dua kali. Endapan
kemudian disuspensikan dalam larutan
PBS sedemikian hingga mengandung 107
sel per ml (Wibawan dan Laemmler, 1990)
dan disimpan pada suhu dingin untuk
percobaan berikutnya.

Pembuatan Suspensi Epitel Mukosa
Buccalis Babi

Epitel mukosa buccalis babi diambil
dari babi yang dipotong di Rumah Potong
Hewan Kotamadya Bogor dengan cara
mengerok rongga mulut babi menggunakan
spatel plastik. Epitel disuspensikan dalam
larutan PBS 0,14 M (Oxoid, England)
dingin dan dicuci sebanyak tiga kali
(Utama, 1998). Setelah pencucian, endap-
an epitel disimpan pada suhu 4°C untuk
diberi perlakuan dengan berbagai mono-
sakarida dan asam hialuronat.

Glukosa, N-asetil glukosamin, asam
glukuronat (semua bahan buatan Sigma,
USA) dan campuran N-asetil glukosamin
dan asam glukuronat dilarutkan dalam
PBS sehingga masing-masing berkonsen-
trasi 2%. Disiapkan juga larutan asam
hialuronat (Sigma, USA) dengan konsen-
trasi 0,5% dan 1% dalam larutan PBS.
Sampel epitel kemudian disuspensikan
dalam berbagai larutan PBS yang telah
mengandung monosakarida dan asam
hialuronat tersebut, kemudian diinku-
basikan selama 30 menit pada suhu 37°C.
Suspensi  sel epitel tersebut dicuci
menggunakan larutan PBS dan dihitung
menggunakan hemositometer (Sigma Co.,
1995).

Perlakuan terhadap Sel Bakteri dan
Sel Epitel

Disiapkan larutan medium esensial
minimal (MEM/Sigma, USA) yang mengan-
dung hialuronidase (Sigma, USA) dengan
aktivitas 1000 dan 2000 unit internasional.
Suspensi sel bakteri yang mengandung 10
sel per ml disentrifus dengan kecepatan
10.000 RPM selama 15 menit, endapannya
kemudian  diberi  perlakuan  dengan
hialuronidase tersebut dan diinkubasikan
pada suhu 37°C selama satu jam. Setelah
itu dilakukan pencucian menggunakan
larutan PBS sebanyak dua kali dan
kemudian dijadikan konsentrasi seperti
semula, yaitu 109 sel per ml.
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Perlakuan yang diberikan ialah
sebanyak satu sel epitel diuji tantang
dengan 1000 sel Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus (Utama, 1998). Uji tantang
ini dilakukan baik pada suspensi epitel
tanpa preinkubasi dengan monosakarida
dan asam hialuronat, maupun suspensi
epitel yang telah dipreinkubasi.  Uji tan-
tang ini juga dilakukan terhadap suspensi
epitel yang tidak di preinkubasi ditantang
dengan suspensi sel bakteri yang telah
diberikan hialuronidase 1000 dan 2000 unit
internasional. Dibuat juga suspensi kon-
trol yang hanya terdiri dari epitel buccalis
babi untuk perhitungan indeks perlekatan.

Suspensi  kontrol dan perlakuan
kemudian diinkubasikan selama satu jam
pada suhu 37¢C.  Setelah inkubasi, disi-
apkan tabung yang telah diisi dengan satu
ml. larutan Ficoll-Paque (Pharmacia
Biotech, Sweden) yang konsentrasinya
dibuat menjadi 50% menggunakan larutan
PBS. Perlahan-lahan campuran epitel dan
bakteri dialirkan melalui dinding tabung
sehingga membentuk dua lapisan. Tabung
ini kemudian disentrifus dengan kecepatan
1500 RPM selama 10 menit untuk
mengendapkan sel epitel dan bakteri yang
melekat padanya. Bakteri yang tidak
melekat pada sel epitel terdapat di bagian
supernatan. Bagian dasar tabung terdiri
dari sel epitel dan bakteri yang melekat
padanya, ini yang diambil dan dibuat
sediaan wulas (Utama, 1998). Dibuat
sediaan sama dari semua epitel (baik
kontrol maupun perlakuan) dan diwarnai
dengan Giemsa. Perhitungan dilakukan
dengan rumus :

Jumlah bakteri yang melekat (perlakuan)

Jumlah bakteri yang melekat (kontrol)

Hasilnya dinyatakan sebagai indeks
perlekatan (Srivastava dan Barnum, 1983),
sedangkan analisis data dilakukan dengan
prosedur menurut Steel dan Torrie (1991).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Asam Hialuronat Kapsul sebagai
Faktor Adhesif

Kemampuan asam hialuronat kapsul
sebagai faktor adhesif Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus tertera pada Gambar
1. Dari Gambar 1 dapat dilihat bahwa
bakteri berkapsul mampu melekat pada sel
epitel mukosa buccalis babi lebih banyak
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jika dibandingkan dengan bakteri tidak
berkapsul (P<0,01). Jadi, tampaknya kap-
sul berperan dalam melekatkan Sirepto-
coccus equl subsp. zooepidemicus pada sel
epitel mukosa buccalis babi. Tabel 1
memperlihatkan bahwa senyawa N-asetil
glukosamin, asam glukuronat dan glukosa
tidak mampu menghambat peran kapsul
dalam melekatkan Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus pada sel epitel yang
telah diinkubasikan dengan berbagai
larutan monosakarida. Tampaknya proses
perlekatan ini diperani oleh komponen yang
berada di kapsul.

Beberapa percobaan sebelumnya
menunjukkan bahwa asam hialuronat
diduga kuat berperan sebagai komponen
perekat tersebut (Soedarmanto et al., 1996;
Wibawan et al., 1999). Gambar 2 memper-
lihatkan kemampuan perlekatan Strepto-
coccus equi subsp. zooepidemicus pada
epitel yang sebelumnya telah dipreinkubasi
menggunakan larutan asam hialuronat 5
dan 10 mg per ml. Dari Gambar 2 jelas
bahwa pengaruh inkubasi asam babi
menyebabkan  penurunan kemampuan
melekatnya Streptococcus equi  subsp.
zooepidemicus. Hal ini berarti sel epitel
tersebut memiliki reseptor asam hialuronat
dan reseptor ini telah terisi akibat inkubasi
dengan asam hialuronat.

Gambar 3 memperlihatkan pengaruh
perlakuan sel bakteri berkapsul dengan
hialuronidase terhadap kemampuan mele-
katnya. Dari Gambar 3 jelas bahwa
perlakuan bakteri berkapsul dengan enzim
hialuronidase menyebabkan penurunan
kemampuan melekatnya pada sel epitel
buccalis babi. Gambar 3 juga membuktikan
bahwa asam hialuronat memang bertang-

gung jawab memperantarai proses
perlekatan  Streptococcus equi  subsp.
zooepidemicus. Peran asam hialuronat

kapsul bakteri sebagai faktor adhesif pada
sel inang telah dikaji pada Pasteurella
multocida (Esslinger et «l., 1992), tampa-
knya asam hialuronat Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus juga memiliki sifat
adhesif sama dengan kapsul P. multocida.
Sifat ini sangat istimewa dan merupakan
faktor virulensi bakteri untuk menghindari
sistim imunitas inang dimana asam
hialuronat juga dikenal sebagai komponen
jaringan hewan dan manusia (Stryer, 1988).
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Oleh sebab itu asam hialuronat tidak
bersifat imunogenik (Durack, 1989).

Dari hasil penelitian ini peran asam
hialuronat kapsul Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus telah dibuktikan sebagai
faktor adhesif yang tidak dapat dihambat
oleh monomernya yaitu asam glukuronat
dan N-asetil glukosamin pada konsentrasi
2%. Sifat adhesif asam hialuronat kapsul
hanya dapat dihambat melalui cara
preinkubasi sel epitel mukosa buccalis babi

Tabel 1.

Jurnal Veteriner

dengan asam hialuronat, selain itu
perlakuan sel bakteri dengan hialuronidase
juga  menyebabkan hambatan  sifat
adhesifnya. Karena asam hialuronat juga
merupakan komponen jaringan hewan dan
manusia, tampaknya  fenomena  ini
merupakan faktor virulensi Streptococcus

equi subsp. zooepidemicus untuk meng-
hindari sistem pertahanan inang yang
diinfeksinya.

Indeks perlekatan Streptococcus equi subsp. zooepidemicus berkapsul pada sel

epitel yang telah di preinkubasi dengan larutan berbagai monosakarida

Isolat berkapsul Sel epitel Preinkubasi sel epitel mukosa babi dengan
tanpa
preinkubasi  N-asetil Asam NAG + Glukosa
glukosamin  glukuronat  asam 2%
(NAG) 2% 2% glukuronat
5,60 ( babi) 23,7+1,82 23,7+3,32 25,8+4,0 2 19,7+2,54 26,2+4,02
6,34 ( kera) 22,2+42,12 21,4+2,52 24,3+3,12 20,4+1,5a 25,142,741
22,0 (babi) 20,9+2,62 23,5+3,22 26,8+2,22 19,5+2,4 2 27.4+3,4%

Nilai rata-rata + galat baku dari 4 ulangan. Tiap ulangan merupakan nilai rata-rata indeks
perlekatan bakteri pada 40 sel epitel. Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata ke arah

kolom atau baris (P>0,05).

berbeda sangat nyata (P<0,01)

25 1
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20 - 22
é 15 - £.6.34
< 18
Q
o 10 O mas-B
a1 .
3 910
=
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0 1 . Jenis bakteri

berkapsul

tidak berkapsul

Gambar 1. Indeks perlekatan Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
pada sel epitel mukosa buccalis babi
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Gambar 2. Inkubasi sel epitel mukosa buccalis babi dengan asam hialuronat dan
pengaruhnya terhadap kemampuan melekat Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus pada epitel tersebut
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