
369

Jurnal Veteriner Jurnal Veteriner September 2019 Vol. 20 No. 3 : 369-377
pISSN: 1411-8327; eISSN: 2477-5665 DOI: 10.19087/jveteriner.2019.20.3.369
Terakreditasi Nasional, Dirjen Penguatan Riset dan Pengembangan, online pada  http://ojs.unud.ac.id/index.php/jvet
Kemenristek Dikti RI S.K. No. 36a/E/KPT/2016

Uji Pigmen dan Deteksi Kapsul Polisakarida
pada Staphylococcus aureus Isolat Asal Broiler

PIGMENT TEST AND DETECTION OF POLISAKARIDA CAPSULES
ON STAPHYLOCOCCUS AUREUS   ISOLAT BROILER

Khusnan, Dwi Kusmanto

Akademi Peternakan Brahmaputra Yogyakarta,
Jl. Ki Ageng  Pemanahan,  Nitikan Sorosutan,

Umbulharjo, Yogyakarta, Indonesia, 55162
Email: khusnanzaini@gmail.com

ABSTRAK

Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogen menyebabkan penyakit pada manusia
dan hewan. Pada ayam broiler menyebabkan septisemia, tendosinovitis, dermatitis, endokarditis,
infeksi luka kulit dan artritis serta bumblefoot.  Kemampuan bakteri S. aureus  menyebabkan
penyakit tergantung pada faktor-faktor virulensi yang dimiliki. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui distribusi jenis produksi pigmen dan keberadaan gen kapsul polisakarida secara fenotip
dan genotip sebagai faktor penentu virulensi bakteri pada 15 isolat S. aureus asal broiler. Uji
produksi pigmen menunjukkan 86,7% isolat  memproduksi pigmen kuning  dan 13,3% isolat
memproduksi pigmen oranye. Deteksi kapsul polisakarida secara fenotip dilakukan dengan uji
hidrofobisitas dengan media serum soft agar (SSA) menunjukkan 53,3% isolat tumbuh kompak
dan 46,7% isolat tumbuh difuse serta uji hidrofobisitas dengan metode salt aggregation test (SAT)
menunjukkan 66,7% bersifat hidrofil dan 33,3% bersifat hidrofob.  Deteksi gen kapsul polisakarida
secara genotip dilakukan dengan teknik polymerase chain reaction (PCR) menunjukkan 66,7%
terdeteksi cap5 (amplikon 361 bp) dan 33,3% terdeteksi cap8 (amplikon 173 bp). Jenis produksi
pigmen dan keberadaan kapsul polisakarida merupakan sebagian faktor virulen pada S. aureus.

Kata-kata kunci:  Staphylococcus aureus; pigmen; hidrofobisitas; kapsul; broiler

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium causing disease in humans and animals. In
broilers it cause septicemia, tendosinovitis, dermatitis, endocarditis, wound infections and arthritis
and bumble foot. The ability of S. aureus to cause disease depends on the virulence factors they
bear. The purpose of this research is to investigate  the distribution of pigment production type and
the existence of genes of polysaccharide capsule phenotype and genotype as determinant factor of
virulence of bacteria on 15 isolates of S. aureus from broiler. Pigment production test showed that
86.7% of isolates producing yellow pigment and 13.3% isolates produce orange pigment. The detection
of polysaccharide capsules was phenotypically performed with hydrophobicity test with serum soft
agar medium (SSA) showed 53.3% isolate grow compact and 46,7% isolate grown difuse and
hydrophobicity test by salt aggregation test method (SAT) showed 66,7% hydrophil and 33.3% are
hydrophobic. Genotype detection of polysaccharide capsule genes by polymerase chain reaction
(PCR) showed 66.7% detected cap5 (amplicon 361 bp) and 33.3% detected cap8 (173 bp ampliole).
The type of pigment production and the presence of polysaccharide capsules are some of the virulent
factors in S. aureus.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus merupakan bakteri
patogen yang dapat menyerang manusia dan
hewan (Khan et al., 2013; Gu et al., 2013), serta
pada unggas (Marquez et al., 2009). Infeksi S.
aureus  telah menjadi masalah dalam industri
peternakan unggas (McNamee dan Smyth,
2000), karena menyebabkan kerugian ekonomi
(Aziza et al., 2013). Pada broiler menyebabkan
angka kematian tinggi, menghambat
pertumbuhan dan adanya peningkatan biaya
pengobatan  (Rasheed, 2011). Pada ayam petelur
menyebabkan angka  kematian tinggi,
menghambat  pertumbuhan bobot badan dan
penurunan produksi telur (McNamee dan
Smyth, 2000).

Pada unggas bakteri S. aureus
menyebabkan artritis, osteomielitis, sinovitis,
selulit, dermatitis, endokarditis, septikemia,
infeksi kulit, optalmitis dan ompalitis (Shah et
al., 2003; Smyth et al., 2005). Pada broiler S.
aureus menyebabkan bumblefoot, artritis,
septisemia dan tendosinovitis  (Vanderhaeghen
et al., 2010). Penyebaran S. aureus  dapat
melalui ayam sakit, bangkai, dari proses
penyembelihan sampai menjadi karkas
(Jyhshiun et al., 2009), dan produk olahan
berbahan daging ayam (Karmi,  2013).

Bakteri S. aureus memiliki faktor-faktor
virulensi di antaranya jenis produksi pigmen
(Liu et al., 2005), sifat hidrofobisitas (Wibawan
dan Laemmler, 1991), keberadaan kapsul
polisakarida  (Vasconcelos dan Cunha, 2010).
Keberadaan gen kapsul polidakarida dikodekan
sebagai gen cap5 dan gen cap8 (Peacock et al.,
2002)

Tujuan penelitian ini  adalah untuk
mendeteksi jenis pigmen yang diproduksi dan
deteksi kapsul polisakarida permukaan secara
fenotip dan genotip.  Uji hidrofobisitas
menggunakan media serum soft agar (SSA) dan
metode salt aggregation test (SAT). Secara
genotip dengan menggunakan teknik
polymerase chain reaction  (PCR) untuk
mendeteksi gen kapsular pada bakteri S. aureus
isolat asal broiler.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan 15 isolat
bakteri S. aureus yang berasal dari ayam broiler
yang dipelihara di peternakan ayam sekitar
Yogyakarta. Isolat bakteri sebanyak 15 tersebut

telah diidentifikasi sebagai S. aureus (Khusnan
dan Kusmanto, 2013).

Deteksi Produksi Pigmen
Uji produksi pigmen S. aureus dilakukan

menurut Brückler et al. (1994). Jenis pigmen
terpapar pada membrane nitrosellulose pada
tempat penanaman isolat S. aureus dengan ose.
Membrane nitrosellulose ditempelkan di
permukaan media padat agar darah domba pada
cawan petri, dan dengan ose isolat S. aureus
ditanamkan dengan mengoleskan pada
membrane nitrosellulose. Pigmen teramati
setelah inkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37ºC. Jenis pigmen yang diproduksi adalah
oranye, kuning atau putih.

Deteksi Kapsul Polisakarida
Deteksi kapsul polisakarida secara fenotip

digunakan uji hidrofobisitas melalui uji dengan
metode serum soft agar  (SSA) dan salt
aggregation test (SAT) (Wibawan et al., 1993).

Uji hidrofobisitas dengan metode SSA,
dilakukan penanaman bakteri pada media SSA.
Pembuatan media SSA dilakukan dengan
mencampur THB (Oxoid, Jerman) hangat
dengan agar base (Oxoid, Jerman) cair dan
serum kelinci.  Pada penelitian ini digunakan
konsentrasi 10%. Konsentrasi 10% dibuat dari
9 mL THB dicampur dengan 1 mL agar, lalu
ditambahkan 50 µL serum kelinci, kemudian
dicampur sampai homogen.

Bakteri dari media THB diambil satu ujung
ose dengan menggunakan ose runcing, lalu
dimasukkan dalam media SSA, kemudian
dicampur sampai homogen dengan vortex.
Media SSA yang telah ditanami bakteri
diinkubasi pada suhu 37ºC  dan diamati setelah
18 jam. Uji SSA dilakukan berdasar
terbentuknya ekspresi pertumbuhan bakteri
yang bersifat kompak dan difusa pada media
SSA. Bakteri yang bersifat hidrofob biasanya
tumbuh kompak, yang bersifat hidrofil tumbuh
difusa, sifat hidrofobisitas ini menunjukkan
peran/keberadaan kapsular bakteri (Lestari et
al., 2015).

Uji Hidrofobisitas dengan Metode SAT
Uji dilakukan dengan menanam bakteri

dalam kaldu brain heart infusion (BHI) 5 mL,
diinkubasi pada 37ºC selama 24 jam.  Kultur
bakteri kemudian di-vortex, dipindahkan
kedalam tabung dan disentrifus selama lima
menit pada kecepatan 5.000 rpm.  Supernatan
dibuang, pellet yang diperoleh dicuci dengan

Khusnan, et al  Jurnal Veteriner



371

phosphat buffer saline (PBS) sebanyak tiga kali.
Larutan bakteri dilakukan penyetaraan
terhadap larutan BaSO4, sehingga diperoleh
larutan bakteri dengan konsentrasi  sekitar 108
sel/mL. Sebanyak 50 ìL larutan bakteri
dicampur dengan 50 ìL amonium sulfat dengan
konsentrasi 1,2M, 1,6, 2M, 2,4M dan 3,2M pada
gelas objek, dan diratakan dengan tusuk gigi
steril.

Reaksi bakteri terhadap larutan amonium
sulfat dapat diamati berdasar agregasi bakteri
pada berbagai tingkat konsentrasi amonium
sulfat. Sifat hidrofobisitas didasarkan pada
terbentuknya agregasi  seperti pasir putih
karena reaksi bakteri terhadap larutan amonium
sulfat dengan berbagai tingkatan konsentrasi
(Wibawan et al., 1993)

Deteksi  kapsul polisakarida secara genotip
menggunakan teknik polymerase chain reaction
(PCR) (Salasia et al., 2011).

Preparasi DNA.  Preparasi DNA S.
aureus dilakukan dengan menggunakan Qiamp
tissue kit  (Qiagen, Hilden, Jerman).
Karakterisasi S. aureus terhadap gen 23S rRNA
dengan menggunakan primer spesies spesifik.
Bakteri ditanam pada plat agar darah selama
24 jam pada suhu 37Ë%C, 5-10 koloni bakteri
disuspensikan dalam buffer TE (10 mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA pH 8, yang mengandung 5
µL lysostaphin (1.8 U/µL; Sigma). Setelah
inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C,
ditambahkan 25 µL proteinase K (14,8 mg/mL;
Sigma) dan 200 µL  buffer AL (yang berisi reagen
AL1 and AL2).

Suspensi bakteri diinkubasi (3 menit pada
suhu 70°C dan selama 10 menit pada suhu 95°C),
kemudian setelah dipusing beberapa detik,
sebanyak  420 µL etanol ditambahkan kedalam
masing-masing sampel dan ditempatkan
kedalam kolom QIAamp. Setelah sentrifugasi
selama satu menit kolom QIAamp ditempatkan
di atas tabung koleksi dan sampel dicuci dua
kali dengan 500 µL   buffer AW (Qiagen). Kolom
QIAamp kemudian dipusing selama tiga menit,
kolom kemudian ditempatkan di atas 2 mL
microtube  dan  DNA yang ada pada kolom dicuci

dua kali dengan cara elusi dengan 200 µL  buffer
AE. Hasil elusi sampel DNA dapat disimpan
pada suhu -20°C (Salasia et al., 2003)

Amplifikasi gen cap5 dan cap8 S.
aureus.   Peneguhan keberadaan gen cap5 dan
gen cap8 dilakukan melalui amplifikasi dengan
menggunakan teknik PCR. Identifikasi gen-gen
tersebut pada isolat S. aureus ditentukan dengan
menggunakan primer spesifik (Tabel 1)

Agarose Gel Electrophoresis.  Sebanyak
10 µL  produk PCR dicampur dengan 3 µL
loading buffer, kemudian dielektroforesis
menggunakan agarose 1% pada tegangan 100
volt   selama 30 menit, pita DNA pada agar
diwarnai dengan larutan ethidium bromide 0,2
µg/mL dan divisualisasikan menggunakan UV
transilluminator.  Besarnya amplikon
ditentukan dengan menggunakan penanda
DNA dan besar amplikon untuk gen-gen tersebut
sesuai dengan  Salasia et al. (2003).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian disajikan pada Tabel 2. Uji
produksi pigmen menggunakan membrane
nitrosellulose  diperoleh 86,7% isolat yang
memproduksi pigmen kuning  dan 13,3% isolat
memproduksi pigmen oranye. Uji hidrofobisitas
dengan media SSA menunjukkan 53,3% isolat
tumbuh kompak dan 46,7% isolat tumbuh
difusa. Uji hidrofobisitas dengan metode SAT
menunjukkan 60% bersifat hidrofob, dan 40%
bersifat hidrofil.  Dengan teknik PCR terdeteksi
66,7% isolat memiliki gen cap5 dan 33,3% isolat
memiliki cap8 pada amplikon 361bp dan
amplikon 173bp.

Bakteri S. aureus dapat memproduksi tiga
jenis pigmen, yaitu pigmen oranye, kuning dan
putih (Salasia et al., 2009). Pada penelitian ini
86,7% isolat memproduksi pigmen kuning dan
13,3% memproduksi pigmen oranye (Gambar 1).
Distribusi kedua pigmen ini, pigmen orange lebih
sedikit dibandingkan dengan pigmen kuning.
Pigmen oranye lebih banyak ditemukan pada
S. aureus isolat asal manusia (Liu et al., 2005),
dan isolat asal sapi (El-Jakee et al., 2008).

Tabel 1.  Primer spesifik untuk gen cap5 dan cap8
Frag-men Primer sequence (5’-3’) Produk
cap5 ATG ACG ATG AGG ATA GCG 361bp (Moore and Lindsay, 2001)

CTC GGA TAA CAC CTG TTG C
cap8 ATG ACG ATG AGG ATA GCG 173bp (Moore and Lindsay, 2001)

CAC CTA ACA TAA GGC AAG
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Salasia et al. (2009) melaporkan S. aureus isolat
asal susu sapi dan  produk pangan yang
mengandung susu memproduksi pigmen oranye
lebih banyak dibandingkan pigmen kuning
maupun putih.

Pigmen pada S. aureus telah dikaitkan
dengan tingkat virulensi (Liu et al., 2005), dan
menentukan sifat patogenisitas dari S. aureus
(Han et al., 2000). Bakteri S. aureus yang
memproduksi pigmen kuning ataupun oranye
biasanya lebih patogen dibanding yang
memproduksi pigmen putih. Bakteri S. aureus
yang memproduksi pigmen kuning lebih patogen
dibanding yang memproduksi pigmen putih
(Khusnan et al., 2014). Bakteri S. aureus yang
memproduksi pigmen kuning  tahan terhadap
fagositosis neutrofil dan dapat menyebabkan
abses pada kulit (Liu et al., 2005).

Secara in vitro S. aureus  yang tidak
memproduksi pigmen lebih banyak difagosit oleh
neutrofil dibandingkan dengan yang
memproduksi pigmen kuning (Khusnan et al.,
2014). Pigmen yang diproduksi S. aureus
berfungsi melindungi bakteri untuk bertahan
hidup dari sel-sel fagosit  (Liu et al., 2004; Liu
et al., 2005; Chen et al., 2016), dengan jalan
melindungi bakteri dari stres oksidasi  pada
proses fagositosis dari sel-sel fagosit  (Lan et al.,
2010; Liu et al., 2008).  Saviola (2018)
membuktikan  dengan menghambat produksi
pigmen  pada S. aureus menyebabkan bakteri

menjadi lebih sensitif terhadap stres oksidatif
dan mudah terfagosit.

Pada uji hidrofobisitas dengan media SSA
diperoleh hasil 53,3% isolat tumbuh kompak dan
46,7% isolat tumbuh difusa (Gambar 2). Uji
hidrofobisitas dengan metode SAT 33,3% bersifat
hidrofob, dan 66,7% bersifat hidrofil.

Pertumbuhan bakteri bersifat hidrofil
biasanya pada media SSA membentuk koloni
dengan pertumbuhan difusa, menandakan sel
bakteri mengandung kapsul. Sebaliknya bakteri
yang yang bersifat hidrofob biasanya pada media
SSA  tumbuh koloni yang bersifat kompak,
menandakan sel bakteri tidak mengandung
kapsul (Prince dan Richard, 2003).  Koloni
tumbuh kompak pada media SSA bersifat hidrofil
pada SAT diartikan bakteri memiliki kapsul
permukaan (Han et al., 2000).

Sifat hidrofobisitas mempunyai hubungan
dengan sifat virulensi bakteri, bakteri yang
bersifat hidrofil biasanya berifat lebih patogen
dibanding bakteri yang bersifat hidrofob. Dalam
penelitian ini kebanyakan S. aureus bersifat
hidrofil, mengindikasikan bahwa isolat ini
bersifat patogen. Penampilan mikrokapsul dari
kultur mempunyai kaitan dengan sifat
pertumbuhan pada media cair, media padat, dan
sifat hidrofobisitas (Salasia, 1994).

Virulensi bakteri ditentukan oleh struktur
antigen utama yang terdapat di permukaan sel,

Tabel 2. Uji Serum soft agar, Uji produksi pigmen, uji hidrofobisitas, dan deteksi gen kapsul
polisakarida pada Staphylococcus aureus isolat ayam broiler

No Kode Uji produksi Serum Soft Hidrofobisitas Deteksi gen
Isolat pigmen Agar

Kuning orange kompak diffus Hidrofil hidrofob cap5 cap8
1 BFT23 + + + +
2 BFT24 + + + +
3 BFT120 + + + +
4 KB31 + + + +
5 KB 32 + + + +
9 KB62 + + + +
6 KB63 + + + +
7 KB80 + + + +
8 KB81 + + + +
11 M3 + + + +
10 M5 + + + +
12 T103 + + + +
13 T104 + + + +
14 T106 + + + +
15 T107 + + + +
  Persentase 86,7 13,3 53,3 46,7 66,7 33,3 66,7 33,3
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yaitu dinding sel, kapsul dan flagela. Kapsul
bakteri  tersusun oleh polisakarida atau protein.
Bakteri yang mempunyai kapsul biasanya
bersifat hidrofil dan resisten terhadap fogositosis
(Tizard, 1992).

Hasil uji PCR menunjukkan 100% isolat
terdeteksi memiliki gen-gen kapsul polisakarida
tersaji pada Gambar 3.  Dengan distribusi 66,7%
terdeteksi cap5 (amplikon 361 bp) dan 33,3%
terdeteksi cap8 (amplikon 173 bp). Hasil deteksi

genotip lebih tinggi dibandingakan deteksi
secara fenotip. Secara fenotip hanya 66,7% yang
memiliki kapsul polisakarida.  Menurut
Camussone et al. (2012)  deteksi  kapsul
polisakarida secara genotip hasilnya lebih tinggi
dibandingkan dengan secara fenotip dan
distribusinya tidak selalu ada hubungan.
Perbedaan distribusi  kapsular pada S. aureus
secara fenotip dan genotip menurut Tuchscherr
et al. (2007) disebabkan karena adanya mutasi
gen yang berhubungan dengan kapsul
polisakarida.  Adanya mutasi gen kapsular ini
dibuktikan telah terjadi pada S. aureus isolat
asal sapi (Tuchscherr et al., 2007).

Gen-gen kapsul polisakarida  pada  S.
aureus dikodekan sebagai gen cap5 dan gen cap8
(Weidenmaier et al., 2005).  Gen cap5 dan gen
cap8 merupakan gen penyandi kapsul
polisakarida yang paling sering ditemukan pada
S. aureus (Fischer et al., 2014; Proietti et al.,
2010).   Disribusi gen cap5 dan gen cap8 pada S.
aureus hasilnya sangat bervariasi, tergantung
pada geografis asal isolat (Khichar  dan Kataria,
2014; Upadhyay et al., 2010).

Distribusi gen cap5 lebih tinggi dari pada
gen cap8  telah dilaporkan oleh Daum et al.
(1994), bahwa distribusi gen kapsuler S. aureus
isolat yang berasal dari ayam dan kalkun,
distribusi yaitu sebesar 91% dan 9%.  Distribusi
gen cap5 umumnya lebih tinggi dari pada gen
cap8  pada S. aureus isolat asal sapi dilaporkan
oleh Khichar dan Kataria (2014) yaitu sebesar
92,86% dan 7,14%,  Cocchiaro et al. (2006)
sebesar 82,4% dan 17,6%,  Camussone et al.
(2012), sebesar 64% dan 36%,  Upadhyay et al.
(2010) sebesar 60% dan 20%, El-Sayed et al.
(2006) sebesar 83,3% dan 6,7%  dan Singh et
al., (2011) sebesar 81,3% dan 18,7%.  Pada bayi
cap 8 lebih besar daripada gen cap5 yaitu sebesar
52% dan  47% (Vubil et al., 2017).

Kapsul polisakarida  adalah komponen
bakteri pada dinding sel untuk melindungi
bakteri (Verdier et al., 2007).  Kapsul
polisakarida merupakan penentu virulensi
penting pada S. aureus (Moxon dan Kroll,  1990).
Bakteri yang berkapsul lebih virulen
dibandingkan dengan bakteri yang tidak
mempunyai kapsul (Buzzola et al., 2007).
Kapsul polisakarida memainkan peran penting
dalam patogenisitas S. aureus (Glasner et  al.,
2017).

Bakteri yang berkapsul umumnya lebih
patogen dibandingkan dengan bakteri yang
tidak berkapsul (Salasia dan Lämmler, 1995).

Gambar 1. Produksi pigmen Staphylococcus
aureus isolat broiler  pada
membrane nitrosellulose

Gambar 2. Pertumbuhan Staphylococcus
aureus isolat ayam broiler pada
Serum soft agar (SSA)

Gambar 3. Hasil PCR cap5 (361bp) dan  cap8
(172bp) Staphylococcus aureus
isolat asal broiler
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Kapsul  permukaan sel bakteri juga
bertanggung jawab terhadap pelekatan pada sel
epitel inang (Wibawan dan Lämmler, 1990). Gen
kapsuler  berperan melindungi bakteri dari
fagositosis (Hyams et al., 2010; Kuipers et al.,
2016), dan imunogenisitas (Nanra et al., 2013;
Glasner et  al., 2017), karena menghambat
interaksi antara S. aureus dan sel-sel fagosit
inang (Tuchscherr  et al., 2007), sehingga
meningkatkan kelangsungan hidup bakteri di
dalam inang (O’Riordan dan Lee, 2004).

Banyaknya faktor virulen yang dimiliki oleh
S. aureus dapat meningkatkan tingkat virulensi
sehingga menimbulkan kejadian penyakit yang
lebih parah sampai menimbulkan kematian
inang (Kolar et al., 2013). Menurut  Franco et
al. (2008) bakteri yang memiliki banyak faktor
virulen bersifat lebih virulen dan dapat
meningkatkan sifat patogenenisitas bakteri
karena virulensi S. aureus bersifat multi
faktorial. Patogenisitas  S. aureus  merupakan
proses yang kompleks dan melibatkan beragam
faktor virulensi (Cotar et al., 2010).

SIMPULAN

Secara fenotip semua isolat memproduksi
pigmen, pigmen kuning  86,7% dan pigmen
oranye 13,3%. Bakteri S. aureus isolat ayam
broiler 66,7% bersifat hidrofil dan 33,3%
hidrofob, 66,7%  memiliki kapsul polisakarida.
Secara genotip 66,7% isolat memiliki  cap5 dan
33,3% memiliki  cap8. Berdasarkan jenis
produksi pigmen dan keberadaan kapsul
polisakarida  S. aureus isolat asal broiler
bersifat virulen.

SARAN

Pigmen dan kapsul polisakarida
merupakan sebagian kecil dari faktor virulensi
pada S. aureus, sehingga perlu riset lanjutan
yang berkaitan dengan faktor virulensi lainnya.
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