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Abstract

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji hubungan antara pigmen yang diproduksi oleh Staphylococcus
aureus dengan kemampuan adesi S. aureus pada sel epitel dan fagositosis makrofag secara in vitro.
Penelitian in1 menggunakan 10 isolat S. aureus yang berasal dari kasus bumblefoot dan artritis pada
ayam pedaging/broiler. Untuk uji adesi S. aureus digunakan sel epitel bukalis manusia dan uji fagositosis
dengan sel makrofag dari peritoneum mencit. Hasil penelitian ini menunjukkan S. aureus isolat broiler
memproduksi pigmen kuning dan pigmen putih. Bakteri S.aureus yang memproduksi pigmen putih beradesi
pada tiap sel epitel bukalis lebih banyak dibandingkan dengan S. aureus yang menproduksi pigmen
kuning, yaitu dengan rataan 24,25 bakteri/sel dibanding 23,78 bakteri/sel, sedangkan jumLah S. aureus
yang memproduksi pigmen putih difagosit oleh makrofag lebih banyak dibandingkan dengan yang
memproduksi pigmen kuning, yaitu dengan rataan 19,86 bakteri/sel dibanding 15,96 bakteri/sel dengan
perbedaan tidak signifikan. Simpulan yang dapat ditarik bahwa S.aureus penghasil pigmen kuning lebih
patogen dibanding penghasil pigmen putih.

Kata-kata kunci: S. aureus, broiler, pigmen, adesi, fagosit

Abstract

A study to evaluate the correlation between the pigments produced by Staphylococcus aureusisolates
with their adhesion capability on epithelial cells and phagocytes activity of macrophages in vitro.Ten S.
aureus isolatesfrom bumble foot and arthritis casesin broiler were used in this study. The adhesion assay
was performed using epithelial cell derived from human buccal epithelial cells whereas phagocytic activity
was conducted using mouse peritoneal macrophage cells.The results showed that S. aureus isolates from
broiler produced both yellow and white pigments. Staphylococcus aureus producing white pigment adhered
to human buccal epithelial cells with the density of about 24,25 bacteria/cell, which were higher than those
of Staphylococcus aureus producing yellow pigmentabout 23,78 bacteria/cell. Staphylococcus aureus
producing white pigment was more phagocytosed by macrophages than S. aureusproducing yellow pigment,
with an average phagocytic activiry of19,86 bacteria/cellas compared to15,960f bacteria/cell, respectively.

Key words : S. aureus, broiler, pigment, adhesion, phagocyte.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus pada ayam
pedaging/broiler menyebabkan bumblefoot,
artritis dan septicemia tenosynovitis (Huang et
al., 2002; Butterworth, 1999; McNamee dan
Smith, 2000; Mohan et al., 2002; Johansen et
al., 2012). Bumblefoot merupakan peradangan
kronis pada bantalan metatarsal (Hassan et al.,
2012). Bumblefoot menimbulkan rasa nyeri
sehingga memengaruhi pergerakan ayam,
mengganggu aktivitas bertengger maupun
berjalan, dan membatasi akses ke tempat pakan
maupun tempat air minum (Hester, 1994).
Bumblefoot dapat menyebabkan kerugian
ekonomi karena pertumbuhan badan yang jelek
akibat kepincangan (Hester, 1994), dan biaya
pengobatan yang meningkat (Rasheed, 2011).
Bakteri S. aureus ditemukan lebih dari 90%
pada kasus bumblefoot (Hassan et al., 2012;
Satterfield dan O’'Rourke, 1981).

Artritis ditandai dengan pembengkakan
dan degradasi tulang rawan pada sendi (Bremell
et al., 1992; Alfonso dan Barnes, 2006; Bremell
et al., 1992; Johansen et a.l, 2012)). Infeksi pada
sendi oleh S. aureus mengakibatkan terjadi
pembengkakan dan terbentuknya cairan
sinovial yang keruh dan kekuning-kuningan
(Jensen, 1990). Gejala yang tampak pada ayam
penderita berupa kepincangan, bengkak pada
sendi dan tidak mampu berdiri (Rasheed, 2011),
maupun kelumpuhan (Adayel, 2005) Kasus
artritis pada ayam pedaging sering ditemukan
pada umur panen (Huang et al., 2002; Wladyka
etal.,2011).

Adesi bakteri pada sel epitel merupakan
langkah awal yang penting dalam proses infeksi
(Gilaspy et al., 1998; Patti et al., 1994),
kemudian diikuti dengan invasi dan kolonisasi
dalam sel inang (Gilapsy et al., 1998). Proses
selanjutnya terjadi aktivitas sel-sel fagositik dan
antibodi sebagai pertahanan tubuh (Costerton
et al., 1999). Fagositosis yang dilakukan oleh
sel-sel fagosit merupakan proses yang penting
dalam pertahanan tubuh inang terhadap infeksi
S. aureus (Hoffmann et al., 1999). Makrofag
perupakan sel pertahanan tubuh yang berperan
dalam fagositosis terhadap infeksi S. aureus
(Deloid et al., 2009).

Pigmen yang diproduksi oleh S. aureus
merupakan karakter fenotip yang menunjukkan
virulensi (Liu et al., 2005). Bakteri S.aureus
dapat memproduksi tiga jenis pigmen, yaitu
pigmen oranye, kuning dan putih (Salasia el al.,
2010). Pigmen kuning oranye yang diproduksi

Jurnal Veteriner

S. aureus dikaitkan dengan tingkat virulensi
(Liu et al., 2008). Tujuan penelitian melakukan
kajian terhadap hubungan jenis pigmen yang
diproduksi oleh S. aureus dengan kemampuan
perlekatan bakteri pada sel epitel serta
pertahanan terhadap sel makrofag.

METODE PENELITIAN

Isolat S. aureus

Digunakan 101isolat S. aureus yang berasal
dari kasus artritis dan bumblefoot asal ayam
pedaging masing-masing lima isolat, yang telah
diidentifikasi berdasarkan fermentasi pada
mannitol salt agar, uji koagulase, uji clumping
factor, uji katalase, dan pengecatan Gram
(Khusnan et al., 2012).

Uji Produksi Pigmen

Jenis pigmen yang diproduksi S. aureus
dapat diamati dengan cara mengulaskan isolat
S. aureus di atas membran nitroselulose yang
diletakkan di atas plat agar darah domba, warna
pigmen akan terlihat setelah inkubasi selama
18-24 jam pada suhu 37°C (Briickler et al., 1994).

Uji Perlekatan Pada Sel Epitel Bukalis

Uji kemampuan perlekatan S. aureus
dilakukan pada sel epitel mukosa bukalis
manusia. Sel-sel epitel mukosa bukalis manusia
diperoleh dengan mengerok pipi bagian dalam
dengan menggunakan spatel kayu, segera
dilarutkan dalam 5 mL hanks balance salt
solution (HBSS). Sel epitel dicuci dua kali
dengan larutan phosphat buffer saline (PBS), sel-
sel epitel bukalis dihitung dengan menggunakan
haemocytometer (AO, USA) sehingga pada
akhirnya diperoleh larutan bakteri yang
mengandung 10° sel/mL HBSS.

Isolat S. aureus ditanam dalam tod hewitt
broth (THB) diinkubasi pada suhu 37°C selama
18-24 jam, kemudian disentrifus 10.000 rpm
selama 10 menit. Pelet disuspensi dengan HBSS
dan ditentukan optical density (OD)-nya dengan
spektrofotometer padal 620 nm (mengandung
10° bakteri/mL) (Salasia, 1994). Larutan bakteri
kemudian diencerkan menjadi 1:10 dalam HBSS
(108 bakteri/mL).

Sebanyak 1 mL suspensi bakteri ditambah
masing-masing dengan 1 mL larutan sel-sel
epitel bukalis (10° sel/mL) kemudian
diinkubasikan selama satu jam pada temperatur
37°C dalam penangas air (water bath). Sel-sel
epitel bukalis dipisahkan dari bakteri yang tidak
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melekat dengan cara sentrifugasi dengan
menggunakan 50% larutan percoll. Larutan
bakteri dan sel epitel bukalis diambil dengan
menggunakan pipet pasteur dan dicuci dua kali
dengan larutan HBSS. Larutan bakteri dan sel
epitel bukalis diteteskan pada gelas objek dan
dikeringkan. kemudian dilakukan pewarnaan
dengan Giemsa. JumLah bakteri yang melekat
pada sel epitel bukalis dihitung dengan bantuan
mikroskop cahaya. Perhitungan dilakukan
dengan cara menghitung jumLah bakteri yang
melekat pada tiap 20 sel epitel bukalis,
pengulangan dilakukan sebanyak empat kali
preparasi (Salasia, 1994)

Uji Fagositosis Makrofag Secara in vitro

Sel-sel makrofag diambil dari cairan
peritonium dua ekor mencit. Mencit dianestesi
dengan cara dimasukkan ke dalam kotak yang
berisi chloroform. Setelah terbius, bagian
abdomen mencit dibuka kemudian dimasukkan
3-5 mLlarutan minimal essesial medium (MEM)
secara intraperitoneal, selanjutnya dimasase.
Cairan intraperitoneal yang mengandung
makrofag diambil dengan menggunakan spuit
steril kemudian dimasukkan ke dalam tabung
steril. Setelah itu larutan makrofag disentrifus
2.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4'C
dilakukan dua kali berturut-turut. Supernatan
dibuang dan pellet ditambah MEM sebanyak 3-
5 mL. Makrofag dihitung dengan menggunakan
haemocytometer sehingga diperoleh makrofag
10°sel/mL.

Uji viabilitas makrofag, digunakan untuk
menghitung jumlah makrofag yang hidup. Cara
yang dilakukan untuk uji viabilitas yaitu
sebanyak 100 pLL makrofag dimasukkan ke
dalam eppendorf kemudian ditambah dengan 10
uL tryphan blue, didiamkan selama satu menit,
kemudian diteteskan pada hemocytometer
dilihat di bawah mikroskop. Sel makrofag yang
hidup akan terlihat bening dan makrofag yang
mati berwarna biru. Makrofag peritoneal yang
digunakan harus menunjukkan angka viabilitas
diatas 70% (Salasia, 1994).

Uji fagositosis makrofag, dilakukukan
dengan cara memasukkan 100 uL suspensi
bakteri (10° bakteri/mL) ke dalam eppendorf
kemudian ditambahkan 100 pLL makrofag
(10°sel/mL). Larutan diinkubasi dalam penangas
air pada suhu 37'C selama satu jam. Setelah
satu jam, diteteskan pada gelas objek, ditutup
dengan gelas penutup dan diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya.
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Aktivitas fagositosis makrofag ditentukan
dengan cara menghitung jumlah bakteri yang
difagosit oleh setiap sel makrofag dari 10 sel
makrofag pada setiap preparat (Salasia dan
LammLer, 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pigmen yang diproduksi oleh 10 isolat S.
aureus yang diteliti diperoleh hasil lima isolat
memproduksi pigmen putih dan lima isolat
memproduksi pigmen kuning. Pada uji adesi
pada sel epitel diperoleh hasil bahwa S. aureus
yang memproduksi pigmen putih secara rataan
sebanyak 242,5 bakteri menempel pada setiap
sel epitel dan difagosit makrofag sebanyak 198,6
bakteri setiap makrofag, sedangkan S. aureus
yang memproduksi pigmen kuning menempel
pada sel epitel sebanyak 237,8 bakteri dan
difagosit oleh makrofag sebanyak 159,6 bakteri
setiap makrofag. Hal tersebut disajikan pada
Tabel 1.

Bakteri S.aureus menunjukkan karakter
yang bervariasi dalam memproduksi pigmen.
Menurut Han et al., (2000) S. aureus mampu
memproduksi pigmen putih, kuning, dan oranye.
Pigmen-pigmen tersebut menentukan tingkat
sifat patogenisitas. Kuman yang memproduksi
pigmen kuning ataupun oranye biasanya lebih
patogen dibanding kuman yang memproduksi
pigmen putih (Han et al., 2000), dan ada
hubungannya dengan tingkat virulensi bakteri
(Liu et al.,2005)

Hasil penelitian ini memperihatkan bahwa
S. aureus isolat ayam potong hanya
memproduksi dua jenis pigmen yaitu kuning dan
putih. Hasil penelitian ini sama dengan pigmen
yang diproduksi S. aureus isolat dari karkas dan
limbah cair penyembelihan ayam potong
(Khusnan et al., 2008). Hasil penelitian El-Jakee
et al., (2008) menunjukkan bahwa S.aureus
isolat asal ayam lebih banyak memproduksi
pigmen kuning. Hasil ini berbeda dengan jenis
pigmen yang diproduksi S. aureus isolat pangan
olahan asal ternak yang memproduksi tiga jenis
pigmen yaitu oranye, kuning dan putih dengan
persentase berturut-turut oranye 50,0%, kuning
22,3% dan putih 27,7% (Salasia et al., 2007).
Bakteri S. aureus yang berasal dari susu sapi
juga memproduksi tiga jenis pigmen, dengan
persentase pigmen oranye 40%, pigmen kuning
30%, dan pigmen putih 30% (Salasia et al., 2006).
Hasil penelitian El-Jakee et al., (2008)
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Tabel 1. Jumlah Staphylococcus aureus isolat asal broiler yang melekat pada sel epitel bukalis
dan jumlah Staphylococcus aureus yang terfagosit makrofag

No Kodelsolat Produksi Pigmen Adesi pada Fagositosis oleh
Sel Epitel Bukalis Sel Makrofag
(bakteri/sel) (bakteri/sel)

1 B9 Putih 231 224

2 B16 Putih 208 250

3 K10 Putih 187 193

4 A4 Putih 247 161

5 A6 Putih 250 165
Rataan 242.5 198,6

1 B6 Kuning 270 197

2 K13 Kuning 216 181

3 A7 Kuning 144 144

4 A9 Kuning 277 101

5 All Kuning 282 174
Rataan 2317,8 159,6

menunjukkan S. aureus isolat asal sapi mem-
produksi pigmen oranye 66%, pigmen kuning
30,2%, dan pigmen putih 3,8%.

Hasil perhitungan jumlah bakteri yang
menempel pada sel epitel menunjukkan S.
aureus yang memproduksi pigmen putih lebih
banyak menempel pada sel epitel dibandingkan
dengan S. aureus yang memproduksi pigmen
kuning, tetapi sebaliknya S. aureus yang
banyak memproduksi pigmen putih lebih
banyak difagosit oleh makrofag dibandingkan
dengan S. aureus yang memproduksi pigmen
kuning. Dalam perhitungan statistik menun-
jukkan bahwa tidak ada perbedaan yang nyata
(P<0,05) antara S. aureus yang memproduksi
pigmen putih dengan yang memproduksi
pigmen kuning yang berhubungan dengan
kemampuan adesi maupun pertahanan
terhadap fagosit oleh makrofag.

Koloni dan adesi bakteri di permukaan sel
epitel merupakan proses awal dari infeksi.
Bakteri yang mampu melakukan invasi pada
sel epitel akan berhadapan dengan sel-sel
pertahanan tubuh, antara lain netrofil dan
makrofag (Verdrengh dan Tarkowski, 2000).
Perkembangbiakan bakteri pada sel inang dapat
terjadi apabila bakteri mampu memperta-
hankan diri terhadap fagositosis sel darah putih
maupun antibodi (Azghani dan Clark, 2009).

Proses infeksi diawali dari proses adesi
bakteri pada permukaan sel inang dan diikuti
dengan adsorpsi sehingga terjadi ikatan antara
bakteri dan sel inang (Rijnaarts et al., 1995),
kemudian diikuti proses invasi ke dalam sel

inang (Agerer et al., 2003, Agerer et al., 2005,
Ozeri et al., 1998) dan bakteri akan mem-
perbanyak diri serta merusak jaringan inang
(Azghani dan Clark, 2009).

Komponen pada permukaan sel bakteri
berperan dalam proses adesi pada sel epitel dan
resistensi terhadap fagositosis (Sutra dan
Poutrel, 1994). Adesi pada sel epitel inang
ditentukan oleh komponen-komponen yang
berada dipermukaan bakteri meliputi kapsul,
fimbria, pili, dan lendir (Mack, 1999; O’Gara dan
Humphreys, 2001; Gotz, 2002). Komponen
polisakarida yang terdapat dalam membran sel
bakteri, dinding sel, dan pada kapsul merupakan
faktor adesin (Wilson et al., 2002). Fibronektin
(Fn), merupakan faktor adesin yang penting
pada S. aureus (Vaudaux et al., 1984; Herrmann
et al., 1988). Proses adesi diperantarai oleh
protein yang menyelubungi dinding sel melalui
mekanisme sortase A (srtA) yang mensekre-
sikan protein seperti extracellular fibronectin-
binding protein (Efb) terhadap extracellular
adhesion protein (Eap) (Hussain et al., 2001).
Faktor virulensi pada S. aureus dapat
ditentukan oleh efek gabungan dari faktor
ekstraseluler dan racun, karena adanya faktor
adesin dan ketahanan terhadap fagositosis
(Projan dan Novick , 1997).

Bakteri yang berhasil masuk menembus sel
epitel inang akan berhadapan dengan sel-sel
pertahanan tubuh, yaitu netrofil atau makrofag
(Bayles et al., 1998; Menzies et al., 1998;
Smagur et al., 2009). Makrofag berfungsi di
garis depan pertahanan terhadap infeksi dengan
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menelan dan menghancurkan bakteri
(Rosenberger dan Finlay, 2003).

Proses fagositosis dimulai dari pengenalan
antigen, proses invasi, dan proses
penghancuran (Koziel et al., 2009). Netrofil
dan makrofag merupakan sel yang berfungsi
sebagai perusak antigen yang penting pada
proses infeksi (Aderem dan Underhill, 1999).
Kapsul yang berada di permukaan bakteri
merupakan bagian terpenting dalam
mempertahankan terhadap fagositosis yang
dilakukan oleh netrofil atau makrofag (Wilson
et al., 2002)

Bakteri patogen maupun non patogen
semuanya akan difagosit Namun, bakteri
patogen yang difagosit jumlahnya lebih sedikit
dibandingkan dengan bakteri nonpatogen
(Salasia, 1998). Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa S. aureus yang
memproduksi pigmen kuning lebih sedikit
difagosit oleh makrofag dibandingkan dengan S.
aureus yang memproduksi pigmen putih. Hal
ini menunjukkan S. aureus yang memproduksi
pigmen kuning lebih patogen, sesuai dengan
laporan Han et al., (2000) bahwa S. aureus yang
memproduksi pigmen kuning lebih patogen
dibandingkan dengan yang memproduksi
pigmen putih. Pigmen yang diproduksi oleh S.
aureus telah dikaitkan dengan sifat virulensi
(Liu et al., 2005), yang berdampak pada
patogenesis S. aureus (Lefu et al., 2010). Golden
Pigment Production and Virulence Gene
Expression Are Affected by Metabolisms
in STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SIMPULAN

Bakteri S. aureus yang berasal dari kasus
bumblefoot dan artritis broiler hanya
memproduksi dua jenis pigmen yaitu kuning dan
putih. Bakteri S.aureus yang memproduksi
pigmen putih lebih banyak menempel pada sel
epitel bukalis dan lebih banyak difagosit oleh
makrofag dibandingkan dengan S. aureus yang
memproduksi pigmen kuning. Bakteri yang
mengasilkan pigmen kuning lebih patogen
dibandingkan dengan yang menghasilkan
pigmen putih.

Vol. 15No. 4 : 467-473

SARAN

Untuk memperoleh informasi faktor
virulensi yang lain pada Staphylococcus aureus
isolat asal ayam potong perlu dilakukan
karakterisasi faktor virulensi yang lain.
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