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Abstract

The experiment was carried out to show the antibiotics resistance of Staphylococcus aureus
from mastitis cases on four dairy herds. The first step of test was to prepare pure culture of
Staphylococcus aureus. Milk samples were collected from mastitis cases at the afternoon milking time.
Freparations of pure cultures were confirmed by MS agar, hemolytic activity, catalase and coagulase
test. Antibiotic susceptibility test showed that there were two isolates of Staphylococcus aureus which
resistance for antibiotic. The majority of isolates of Staphylococcus aureus from Surabaya dairy herd
were resistance against erythromycin and isolates of Staphylococcus aureus from Nongkojajar dairy
herd were resistance against penicillin and ampicillin.
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Pendahuluan

Penyakit radang ambing yang dikenal sebagai
mastitis merupakan masalah utama dalam kesehatan
& peternakan sapi perah karena sangat merugikan
peternak sapi perah. Sebanyak 80-90% disebabkan
wieh bakteri, sehingga kuantitas produksi susu turun,
sega berpengaruh terhadap penurunan kualitas susu
vang dihasilkan, yang secara langsung ataupun tidak
‘engsung akan merugikan konsumen dan industri
pengolah susu (Jones, 1998). Berdasarkan hal tersebut,
Sarus dilakukan pengkajian yang mendalam tentang
faktor vang terkait dengan terjadinya mastitis agar
supaya dapat dilakukan pengendalian untuk mengu-
rangi kerugian peternak, industri pengolahan susu
Zan khususnya masyarakat konsumen.

Kerugian ekonomi tersebut dapat dikurangi
dengan  melakukan endalian mastitis secara
tepat dan efisien. Pengendalian mastitis yang sering
dilakukan oleh para peternak di Jawa Timur adalah
sebagai berikut: mencuci tangan sebelum memerah
dengan larutan desinfektan; melakukan pemerahan
dengan baik dan benar tanpa bahan pelicin sampai
funtas; melakukan pencelupan puting ke dalam
larutan desinfektan setelah selesai pemerahan; sapi
vang menderita mastitis diperah terakhir dan harus
ikeluarkan dari kandang bila tidak sembuh dengan
pengobatan; melakukan pencegahan dengan pembe-

rian antibiotika dalam masa kering kandang; melaku-
kan pemeriksaan secara rutin terhadap kejadian
mastitis; dan mengukur produksi susu sapi per ekor
per hari secara teratur (Sudarwanto, 1999).

Penyebab mastitis yang paling sering adalah
Staphylococcus aureus pada peternakan sapi perah.
Ambing sapi perah yang terinfeksi merupakan sum-
ber utama penyakit yang dapat menularkan
Staphylococcus aureus ke sapi perah lainnya dalam
peternakan (Roberson, 1999). Pencegahan terhadap
penularan patogen dari sapi perah ke sapi perah
lainnya dapat menurunkan angka kejadian mastitis.
Mastitis yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus
adalah sangat sulit untuk dikontrol oleh pengobatan
(Jones, 1998), dan angka kejadian mastitis yang di-
sebabkan Staphylococcus aureus merupakan angka
kejadian tertinggi (Morin and Hurley, 2003).
Keberhasilan pengobatannya hanya melalui penggali-
an data tentang peta resistensi Staphylococcus aureus
terhadap beberapa antibiotika. Peta resistensi tersebut
diperlukan untuk meningkatkan effektivitas penggu-
naan antibiotika dalam pengendalian mastitis di
peternakan sapi perah. g

Metode Penelitian
Bahan penelitian berupa sampel susu yang di-
ambil dari puting sapi perah yang menderita mastitis.
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Metode untuk penentuan mastitis subklinis
digunakan California Mastitis Test yang merupakan
standar untuk deteksi mastitis subklinis (Jones, 1998).
Bahan untuk menentukan isolat Staphylococcus aureus
murni secara laboratoris adalah Pewarna Gram,
Manitol Salt Agar (MSA), Agar Darah, Hidrogen
Peroksida dan Plasma darah kelinci.

Prosedur Penelitian
Deteksi dan diagnosis mastitis

Berdasarkan visualisasi dan palpasi pada
ambing. Dalam kasus mastitis Klinis, ambing menjadi
keras, kemerahan dan hangat. Palpasi pada ambing
mnenyebabkan sapi kesakitan.

Deteksi mastitis subklinis berdasarkan pada
Somatic cells dengan menggunakan metoda California
Mastitis Test (CMT) Alat ini mendeteksi bentukan gel
ketika DNA dalam somatic cells bereaksi dengan

reagen. Reaksi terjadi pada paddle CMT dan dinilai .

secara subyektif (negatif, ringan, 1, 2, 3).

Koleksi sampel dan identifikasi

Sampel diperoleh dari susu sapi perah penderita
mastitis dari peternakan sapi perah Surabaya, Batu,
Nongkojajar dan Grati, Pasuruan seperti tertera pada
Table 1. Sampel dikultur pada media MS agar dan
dilanjutkan sub kultur pada agar darah untuk
diidentifikasi, dan menunjukkan hasil: bentuk
mikroskopis  kokus bergerombol, katalase (+),
koagulase (+) dan Gram (+).

Uji sensitivitas in vitro

Pengujian sensitivitas terhadap enam antibiotika
dilakukan dengan menggunakan metode difusi dari
Kirby Bauer. Tujuan dari uji sensitivitas antibiotika
adalah untuk mempredikasi secara in vivo sukses
atau tidaknya suatu pengobatan. Pengujian dirancang
untuk mengukur respon pertumbuhan dari sebuah
isolat mikroorganisme yang terpapar antibiotika
tertentu di bawah kondisi baku. Hasil dari uji
sensitivitas antibiotka harus dikombinasikan dengan
informasi Klinis dan pengalaman ketika memberikan
antibiotika yang cocok (Thornsberry, 1991). Metode
disk diffusion (Kirby Bauer disk assay) merupakan sistem
yang tepat untuk pengujian beberapa antibiotika dari
suatu isolat bakteri (Thornsberry, 1991). Pertumbuhan

Tabel 1. Prevalensi Mastitis pada Sapi Perah di Empat Lokasi Peternakan Sapi Perah

mikroorganisme dan difusi antibiotika secara serem-
pak menghasilkan zona inhibisi yang bundar.
Diameter zona inhibisi adalah fungsi dari suatu
antibiotika dalam disk dan kepekaan dari mikro-
organisme. Media yang digunakan untuk menguji
adalah media Mueller Hilton Broth (Oxoid), Mueller
Hilton Agar (Oxoid) dan 6 macam cakram antibiotika
dari Oxoid yaitu Ampisilin 10 ug, Cephalexin 30 pg,
Eritromisin 15ug, Ciproxin 5 pg, Tetrasiklin 30ug dan
Penisilin 10 IU.

Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini didahului oleh penelitian yang
bersifat survey observasional dengan tujuan untuk
mengetahui prevalensi mastitis di peternakan sapi
perah di Surabaya, Batu, Nongkojajar dan Grati,
Pasuruan yang hasilnya terlihat pada Tabel 1. Isolat
Staphylococcus aureus diisolasi dari sampel susu
mastitis dengan maksud untuk diteliti tentang
resistensi antibiotika yang berperan sebagai faktor
virulensinya yang hasilnya terlihat pada Tabel 2.

Pada penelitian ini diharapkan dapat mempero-
leh gambaran peta resistensi antibiotika yang diguna-
kan untuk lebih memahami cara pengobatan yang
tepat pada kasus mastitis sapi perah dengan agen
penyebab Staphylococcus aureus.

Penentuan Kasus Mastitis

Berdasarkan pada visualisasi dan palpasi untuk
kasus mastitis klinis serta dengan alat deteksi CMT
pada kasus mastitis subklinis, didapatkan data seperti
pada Tabel 1.

Diskripsi dari Tabel 1 didapatkan data
prevalensi mastitis dari masing-masing peternakan
sapi perah yaitu: peternakan sapi perah Nongkojajar
dengan angka prevalensi 82,7%, peternakan sapi
perah Batu dengan angka prevalensi 83,1%
peternakan sapi perah Surabaya dengan angka
prevalensi 86,4% dan peternakan sapi perah Grat
dengan angka prevalensi 79,5%. Hal ini sesua
dengan data yang didapat dari Sudarwanto (1999
yang melaporkan bahwa prevalensi mastitis pada
sapi perah di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Jawa
Timur berkisar 80-90%.

Peternakan sapi Sampel susu Mastitis klinis Mastitis subklinis Normal Total mastitis
perah sapi (%) (%) (%) (%)
Surabaya 2 0 19 (86,4%) 3(13,6%) 19 (86,4%)
Grati 117 0 93 (79,5%) 24(20,5%) 93 (79,5%)
Batu 71 3(42%) 56 (78,9%) 12 (169%) 59 (83,1%)
Nongkojajar 98 5(51%) 76 (77,6%) 17 (17,3%)  81(82,7%)
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Identifikasi Isolat Staphylococcus aureus

Berdasarkan pada uji mikroskopis dan pewarna-
an Gram positif, uji koagulase positif, uji katalase
positif, kemampuan fermentasi MSA (Gambar 1b),
dan bentuk hemolisis p (Gambar l.a) maka isolat
Staphylococcus aureus yang berhasil diperoleh seperti
Tabel 2.

Hasil isolasi Staphylococcus aureus ini didasarkan
atas rujukan yang didiskripsikan oleh Mylotte (2003).

Tabel 2. Isolat Staphylococcus aureus

Lokasi Sampel susu Staphylococcus
Peternakan sapi mastitis aureus
perah
Surabaya 19 5(26,3%)
Grati 93 12 (12,9%)
Batu 59 6(10,17%)
Nongkojajar 81 8(9,9%)

Identifikasi  Staphylococcus aureus bertujuan
untuk memperoleh isolat murni Staphylococcus aureus
dari kasus mastitis sapi perah di Jawa Timur. Dalam
identifikasi ini digunakan metode standar yaitu
berupa uji mikroskopis, pengecatan Gram, uji fermen-
tasi pada Marnifol Salt Agar, uji katalase, uji hemolisis
dan uji koagulase yang berguna untuk membedakan
dengan berbagai spesies Staphylococcus yang meng-
infeksi kelenjar susu sapi perah.

Pemeriksaan identifikasi sampel susu mastitis
sebanyak 252 sampel. Infeksi Staphylococcus aureus
yang terjadi sering dengan manifesitasi subklinis,
maka upaya dari penelitian ini adalah untuk menga-
mati dan menilai keberadaan Staphylococcus aureus
melalui pendekatan metode standar laboratorium.
Organisme yang diisolasi dari sampel susu yang
ditumbuhkan ke MSA yang mengandung 7,5%
sodium chloride akan membatasi pertumbuhan orga-

b

Vol. 24, No. 3, September 2009

nisme lainnya, tetapi genus Staphylococcus dapat
tumbuh. Setelah dilakukan identifikasi Staphylococcus
aureus dengan metode standar laboratorium dipero-
leh isolat Staphylococcus aureus berjumlah 31 isolat.
Sisanya positif spesies Staphylococcus yang lain dalam
jumlah yang menyebar antara lain Staphylococcus
epidermidis dan  Staphylococcus saprophyticus dan
sebagian merupakan genus dari Streptococcus spp.
yang ditandai dengan uji katalase negatif dan
berbentuk mikroskopis rantai kokus.

Uji sensitifitas antibiotika pada isolat Staphylococcus
aureus

Uji sensitivitas antibiotika mempunyai fungsi
dalam pengobatan manusia maupun pada hewan.
Utamanya, hal ini dapat digunakan untuk pilihan
pengobatan antimikrobial dan lainnya untuk me-
monitor resistensi antimikrobial. Metode Kirby-Bauer
yang menggunakan agar disk diffusion menghasilkan
kategori yang bersifat kualitatif dengan penilaian
sensitif, intermediate dan resisten. Perkembangan
dari resistensi antibiotika dalam bakteri adalah di-
sebabkan dua hal penting yaitu penggunaan anti-
biotika yang berlebihan dan adanya gen resisten. Ada
hubungan yang sangat erat antara perkembangan
resitensi antibiotika dengan jumlah penggunaan
antibiotika (Lopez-Lozano et al., 2000).

Resistensi antibiotika melalui empat mekanisme
utama: pemindahan tempat target dari antibiotika
(seperti perubahan dalam penicillin binding proteins),
pemecahan obat dan inaktivasi enzimatik dari antibi-
otika (penisilinases), perubahan permiabilitas dinding
sel yang mencegah masuknya antibiotika, dan pe-
ningkatan aktifitas tekanan dalam sel yang mencegah
akumulasi antibiotika di dalam sel (Wise, 1999).
Mekanisme kenaikan tekanan dalam sel juga diidenti-
fikasikan yang dapat mencegah akumulasi antibiotika
dalam sel bakteri (Lee et al., 1997; Pechere, 2001).

-3
—— o

Gambar 1. a. Hasil uji hemolisis p b. Hasil uji fermentasi pada MSA
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Tabel 3. Komparasi dari Rata-rata Diameter (mm) Zona Disk Diffusion antara S. awreus dari Peternakan Sapi

Perah di Surabaya, Grati, Batu dan Nongkojajar

Antibiotika Surabaya Grati Batu Nongkojajar
Ampisilin 25.72 31.07 8373 18.71
Cephalexin 16.21 1731 18.21 14.44
Eritromisin 6.79 20.95 2237 20.73
Ciproxin 25.03 27.85 26.62 26.47
Tetrasiklin 26.24 23.50 27.18 26.37
Penisilin 25.56 31.00 32.46 18.07

Resisten

Sensitif

Intermediate

Gambar 2. Zona resisten, zona intermediate dan zona sensitif pada uji Sensitivitas antibiotika metode disk diffusion.

Dari Tabel 3. didapatkan data bahwa
berdasarkan pada rata-rata diameter zona hambat
(mm) zona yang terbentuk dari isolat Surabaya
(25,72 + 6,26) , isclat Grati (31,07 + 3,12), isolat Batu
(33,73 + 1,85) dan isolat Nongkojajar (18,71 + 7,76).
Hasil analisis statistik dengan uji F terhadap uji sensi-
tivitas ampisilin pada Staphylococcus aureus menun-
jukkan bahwa ada perbedaan yang sangat signifikan
antara ke empat peternakan sapi perah, dan beberapa
isolat Staphylococcus aureus dari Nongkojajar memper-
lihatkan resistensi terhadap ampisilin.

Hasil analisis statistik dengan uji F terhadap uji
sensitivitas penisilin pada Staphylococcus  aureus
menunjukkan bahwa ada perbedaan yang sangat
signifikan antara ke empat peternakan sapi perah dan
beberapa isolat Staphylococcus aureus dari Nongkojajar
memperlihatkan resistensi terhadap penisilin. Hal ter-
sebut berdasarkan pada rata-rata diameter zona ham-
bat (mm) zona yang terbentuk dari isolat Surabaya
(25,56 * 6,62) , isolat Grati (31,00 + 2,77), isolat Batu
(32,46 * 1,50) dan isolat Nongkojajar (18,07 + 6,60).

Meskipun secara analisis statistik dengan vj F
tidak berbeda nyata pada rata-rata zona hambat yang
terbentuk dari isolat Surabaya (16,21 + 5,23), isolat
Grati (17,31 + 2,87), isolat Batu (18,21 + 4,33), dan
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isolat Nongkojajar (14, 44 + 3,77), tetapi berdasarkan
perbandingan persentase maka isolat Surabaya 40%,
isolat Grati 15%, isolat Batu 33% dan isolat
Nongkojajar 62% yang resisten terhadap cephalexin.

Penisilin, ampisilin dan cephalexin termasuk
golongan antibiotik p-laktam. Antibiotika p-laktam
adalah merupakan antibiotika yang sering digunakan
dalam pengobatan mastitis pada sapi perah. Antibio-
tika ini mempunyai aktifitas dalam Staphylococcus
aureus melalui interaksi tiga molekul yang berat dan
satu molekul yang ringan pada penicillin binding
proteins, Fungsi yang spesifik dari penicillin binding
proteins belum begitu jelas, tetapi mempunyai efek
pada sintesis dinding sel peptidoglycan dan pertumbu-
han sel (Hakenbeck and Coyette, 1998).

Resistensi Staphylococcus aureus terhadap anti-
biotika p-laktam merupakan masalah yang cukup
banyak ditemukan di beberapa negara (Vavra et al,
2003), strain seperti ini akan menjadi lebih tinggi
prevalensinya jika pengobatan dengan antibiotika p-
laktam tidak didasarkan pada dosis dan penggunaan
yang tepat, hal ini didukung oleh Siswanto dan
Effendi (2007) yang memaparkan bahwa kebanyakan
bakteri Staphylococcus aureus isolat Surabaya resisten
terhadap cephalexin  yang merupakan kelompok
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antibiotika p-laktam tetapi untuk bakteri Coagulase
Negative Staphylococci (CNS) isolat Surabaya sensitif
terhadap cephalexin.

Pengetahuan tentang salah satu mekanisme
resistensi antibiotika p-laktam dengan menghambat
biosintesis dinding sel (Vavra et al., 2003). Antibiotika
p-laktam mengikat dan menghambat penicillin binding
proteins (PBPs) yang merupakan enzim untuk sintesis
peptidoglycan, pertumbuhan sel dan morfogenesis
(Pinho et al., 2001). Pemahaman tentang faktor yang
mempengaruhi ekspresi PBPs dapat digunakan untuk
pencarian alternatif pengobatan yang tepat.

Penisilin dan ampisilin mempunyai sifat antara
lain sebagai antibiotika p-laktam yang mampu
menangggulangi enzim p-laktamase dan mengikat
PBP 2a pada konsentrasi yang sangat rendah
(Katayama et al., 2003). Resistensi terhadap penisilin,
ampisilin dan cephalexin untuk isolat Staphylococcus
aureus dari peternakan Nongkojajar mungkin
disebabkan adanya gen PBP 4. Gen PBP 4 merupakan
gugusan PBP yang mempunyai BM rendah dan
terkait dengan resistensi antibiotika p-laktam
(Katayama et al., 2003), dan mungkin PBP 4 menye-
babkan kemampuan untuk mentoleransi antibiotika
p-laktam. Sifat PBP 4 menyebabkan deacylates
penicillin sekitar 10-20 lebih cepat dibandingkan
dengan PBPs yang mempunyai BM tinggi (Goffin and
Ghuysen, 1998), hal ini dimungkinkan karena PBP 4
mengikat penisilin dan ampisilin pada konsentrai
yang lebih tinggi (Goffin and Ghuysen, 1998).
Beberapa molekul PBP 4 yang tidak terikat pada
tingkat konsentrasi yang sudah mengikat molekul
PBP 2a akan mentoleransi antibiotika p-laktam yang
diberikan.

Meskipun hasil analisis statistik terhadap uji
sensitivitas eritromisin pada Staphylococcus aureus
dengan uji Kruskal-Wallis tidak menunjukkan bahwa
ada perbedaan signifikan antara ke empat peternakan
sapi perah, tetapi isolat Staphylococcus aureus dari
Surabaya memperlihatkan resistensi terhadap eritro-
misin dengan zona hambat 0 mm dengan presentase
60% isolat Surabaya. Merujuk data yang tersedia
berdasarkan pada rata-rata diameter zona hambat
(mm) zona yang terbentuk adalah dari isolat
Surabaya (6,79 + 10,31), isolat Grati (20,95 + 1,47),
isolat Batu (20,36 + 293) dan isolat Nongkojajar
(18,88 +6,82).

Hasil penelitian ini menggambarkan adanya
hubungan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Rahardjo et al, (1999) yang menyatakan bahwa
bakteri yang diisolasi dari daging sapi maupun
daging ayam yang beredar di Surabaya 92% resisten
terhadap eritromisin, dan juga didukung oleh Effendi
(2006) yang menerangkan bahwa isolat dari Surabaya
yang berupa bakteri Staphylococcus aureus resisten
terhadap eritromisin. Hal ini juga berarti ada
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kesesuaian dengan yang diteliti oleh Khan et al,
(2000) yang menyatakan dapat terjadinya perpinda-
han resistensi terhadap eritromisin dari bakteri
Staphylococcus aureus yang berasal ayam ke bakteri
Staphylococcus aureus yang berada pada manusia. Hal
yang sama juga tampak pada laporan Siswanto dan
Effendi (2007) yang meneliti Coagulase Negative
Staphylococci dari kasus mastitis di Surabaya juga
resisten terhadap eritromisin.

Eritromisin adalah sebuah antibiotika makrolida
yang juga sering digunakan pada pengobatan
intramamary dan tersedia dalam pengobatan pada

rmasa laktasi ataupun masa kering. Eritromisin

mengikat 505 ribosomal pada bakteri Gram positif
(Nicola et al., 1998). Staphylococcus aureus membentuk
formasi sub unit ribosom dan salah satunya adalah 50
S sub unit ribosom. Eritromisin mencegah formasi
terbentuknya 50 S ribosom. Penghambatan translasi
terkait dengan aktivitas peptidyltransferase dari 50 S
sub unit (Nicola ef al, 1998), penghambatan eritro-
misin terjadi dalam tahap translasi antara proses
inisiasi dan elongasi.

Beberapa strain Staphylococcus aureus punyai
eritromisin-resistant methylase genes (ermA, ermB dan
ermC) (Pechere, 2001) yang menyandi pemindahan
dalam ribosomal RNA dengan fungsi mencegah
pengikatan makrolida dan menghasilkan resistensi
tingkat tinggi. Perpindahan secara kromosomal gen
ermA terkait dengan transposon Tn 554 (Philipps and
Novick, 1979) yang mengindikasikan perpindahan
resistensi obat yang dimediasi oleh transp

Pada penelitian Khan et al. (2000) menggam-
barkan bahwa penggunaan antibiotika pada manusia
bisa merupakan ancaman bagi hewan dengan me-
ningkatkan resistensi beberapa bakteria dan resistensi
bisa dipindahkan pada tingkatan interspesies dan
antar genus. Penyeb resistensi agen antimikrobial
pada Staphylococcus aureus disebabkan oleh penyeba-
ran plasmid dan fransposon (Lyon and Skurray, 1987).

Meskipun perpindahan resistensi antara strain
Staphylococcus aureus dalam percobaan laboratorium
terjadi via transformation, transduction dan conjugation
(Lacey, 1975), hanya conjugation tampak secara signifi-
kan secara in vivo (McGowan, 1991). Studi dengan
strain staphylococcal yang diisolasi dari manusia meng-
indikasikan bahwa Stphylococcus epidermidis adalah
sumber penyakit gen resistensi antibiotika yang dapat
dipindahkan ke Staphylococcus aureus dalam kondisi
in vivo maupun in vitro (Forbes and Schaberg, 1983).

Sementara hasil analisis statistik uji sensitifitas
ciproxin dan tetrasiklin pada Staphyl, aureus
menunjukan bahwa tidak ada perbedaan yang
signifikan antara ke empat peternakan sapi perah, hal
ini berarti ke empat peternakan sapi perah tersebut
isolat Staphylococcus aureus yang diisolasinya sensitif
terhadap ke dua antibiotika tersebut.
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Kesimpulan

Hasil penelitian secara keseluruhan dari
penelitian ini dapat disimpulkan sebagai hal berikut:
Uji sensitivitas antibiotika memperlihatkan isolat
Staphylococcus aureus dari Nongkojajar resisten
terhadap penisilin dan ampisilin, sedangkan ke-
banyakan isolat Staphylococcus aureus dari Surabaya
resisten terhadap eritromisin.
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