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ABSTRAK

Streptococcus agalactiae atau Streptokokus grup B (SGB) adalah salah satu bakteri utama penyebab
mastitis subklinis pada sapi perah dan merupakan parasit obligat pada ambing, Karakterisasi S.agalactiae
biasanya dilakukan secara konvensional menggunakan metode serofyping. Meski metode ini sering digunakan
namun masih mempunyai kelemahan apalagi masih adanya isolat S.agalactiae yang belum dapat dimasukkan ke
dalam serotipe yang ada (nontypeable/NT), oleh karena itu pendekatan baru dengan metode genotyping
digunakan. Tujuan dari penelitian ini adalah melihat profil DNA menggunakan PFGE dan kekerabatan isolat
dari masing-masing serotipe maupun masing-masing daerah. Penentuan serotipe 5. agalactiae dilakukan
dengan metode serotyping menggunakan antiserum spesifik terhadap 9 serotipe S. agalactise dengan uji
imunodifusi/ agar gel presipitasi (AGP). Analisa genotipe S. agalactize dilakukan menggunakan macro
restriction fragment length polymorphism (MLFP) metode schizotyping menggunakan Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Hasil dari penelitian ini adalah genotipe dari S. agalactaie dengan enzim restriksi
Smal dihasilkan potongan-potongan pita Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) yang jelas. Ada 3 isolat S. agalactiae
yang tidak dapat dipotong oleh ensim restriksi Smal. Analisa DNA genom dari 21 isolat S, agalactiae dihasilakn
15 profil DNA.

Kata kunci: mastitis subklinis, Streprococcus agalactise, PFGE
ABSTRACT

Streptacoccus agalactiae is one of the main agents responsible for subclinical mastitis in dairy cattle
and as an obligate parasite in udder. Characterization of S. agalactiae usually done by conventional serotyping
method. Although this method is often used but actually the method had lack of a sufficiently discriminatory
typing system and the existence of nontypeable (NT), therefore a new approach by genotyping used. The aims
of this research were to know the profile of DNA S. agalactiae and the genetic relationship between isolates.
Determination of serotype of group S. agalactiae was done by serotyping method using specific antiserum to
S.agalactiae in immunodifusion assay/ Agar Gel Precipitation Test (AGPT). The genotypic of the bacteria was
donhe by macro restriction fragment length polymorphism (MFLP)/ schizotyping method using Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Results of the present study showed that genotypic of S. agalactiae with Smal
restriction enzyme produced Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) discrete fragments . Threre were 3 isolates of S,
agalactiae that could not be restricted by Smal enzyme. Genomic DNA analysis of 21 isolates showed 15
different DNA profiles.

Key words: subclinical mastitis, Strepfococcus agalactise, PFGE
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PENDAHULUAN

Kejadian mastitis sekitar 97-98%
merupakan mastitis subklinis, sedangkan 2-3%
merupakan kasus mastitis klinis yang terdeteksi
(Sudarwanto, 1999). Menurut Wibawan ef
al.(1995) dan Wahyuni (2002) kejadian
mastitis subklinis di Jawa sangat tinggi (kurang
lebih 85%). Hasil penelitian ini juga sesuai
dengan penelitian-penelitian sebelumnya, 67%
di pulau Jawa (Hirst ef al., 1984); 61,66% di
Jawa Barat (Sudarwanto ef al., 1984) dan lebih
dari 80% sapi perah di DKI Jakaria
(Sudarwanto dkk., 1987) dan antara tahun 1989
sampai 1996 diperoleh 80-90% di Jawa dan di
Bogor sekitarnya 80-87% (Ananto, 1995;
Sukada, 1996; Sudarwanto, 1999).

Dari hasil penelitian Wibawan ei al,
(1995) terisolasi Streptococcus agalactiae pada
kejadian mastitis subklinis sebesar 83% di
wilayah Bogor, 82% untuk wilayah Boyolali
dan sebesar 80% untuk wilayah Malang.
Sedang Benda ef al. (1997) mengatakan bahwa
dua bakteri patogen penyebab mastitis yang
sering ditemukan yaitu S. agalactiae (92%) dan
Staphylococcus  aureus (67%). Dari  hasil
penelitian Wahyuni  (2002)  S.agalactiae
sebagai penyebab mastitis subklinis di Jawa
Barat, Jawa Tengah dan Jawa Timur sebesar
29%. Streptococcus agalactivze merupakan
parasit obligat pada ambing sapi perah
(Kennedy, 1970).

Karakterisasi ~ bakteri ~ ini  secara
konvensional  dilakukan dengan metode
serotyping. Berdasarkan spesifisitas antigen
permukaan S. agalactiae ada beberapa serotipe
yaitu yang memiliki antigen polisakarida yang
sampai saat ini ada 9 serotipe yaitu Ia, Ib, I1, 111,
IV, V, VI, VII, VIII dan yang memiliki antigen
protein yaitu ¢, R, X (Gravekam et al., 1999;
Bushman 1998; Kogan et al., 1996). Menurut
Wibawan dan Laemmler (1990) isolat S
agalactiose dapat memiliki serotipe dengan
antigen polisakarida baik berdiri sendiri
maupun dalam bentuk kombinasi dengan
antigen protein, misalnya la/c, II/X. Namun
demikian ada isolat yang belum bisa
diklasifikasikan kedalam serotipe nonfypeable
(NT). Meski metode ini sering dipakai, namun
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sebetulnya mempunyai kelemahan dalam
membedakan bakteri secara lebih
diskriminatif/rinci, apalagi masih banyak isolat
S. agalactioe dari sapi yang termasuk
kelompok NT (Blumberg ef al., 1992; Fasola et
al., 1993; Limansky et al., 1998). Akhir-akhir
ini pendekatan secara molekuler bertujuan
untuk mengetahui perbedaan genom diantara
organisme yang sangat dekat telah digunakan
untuk karakterisasi S. agalactiae yaitu dengan
resiriction enzyme  fragment length
polymorphism (RLFP), ribotyping, Multi locus
enzyme electrophoresis dan pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) (Blumberg ef al., 1996;
Blumberg ef al., 1992; Denning et al., 1989;
Fasola ef al., 1993; Bentley dan Leigh, 1995;
Gordillo et al., 1993; Quentin ef al., 1995).
Sifat ekspresi genotipe dari bakteri dapat dilihat
dari profil DNA genom dengan metode
schizotyping.  Metode ini didasarkan pada
teknologi pemisahan potongan DNA yang
berukuran  besar, dengan menggunakan
elektroforesis gel medan berpulsa (pulsed-field
gel electrophoresis)/PFGE (Suwanto, 1994).
Schizotyping merupakan analisis total DNA
genom, dengan cara melihat pola pita DNA
yang dihasilkan setelah DNA genom itu
dipotong dengan enzim restriksi dengan situs
pemotongan yang jarang dan dipisahkan
dengan PFGE.

Meski kejadian mastitis subklinis pada
sapi perah yang disebabkan oleh S. agalactiae
di Indonesia tinggi, namun penelitian mengenai
S. agalactiase sebagai penyebab penyakit
mastitis masih sedikit dilakukan apalagi profil
DNA dari bakteri tersebut belum dilaporkan.
Oleh karena itu penelitian analisis genetik
berdasar PFGE perlu dilakukan.

Tujuan dari penelitian ini adalah melihat
profil DNA  menggunakan PFGE dan
kekerabatan isolat dari masing-masing serotipe
maupun masing-masing daerah.

MATERI DAN METODE

Sebanyak 21 isolat S. agalactiae yang
terdiri dari 6 isolat dari Bogor dengan serotipe
(NT, Il/e, I/X, II, NT/R, IU/R); Boyolali 5
isolat (NT, V, V/e, V/e/X, NT/X) dan Malang 5
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isolat (I/X, NT, II/X, NT, NT/X) serta 5 isolat
rujukan  yang merupakan isolat  rujukan
internasional (Infernational Referens Strain)
yaitu : tipe Ia (A 909), Ib (H 36 B), ¢ (A 909),
I (18 RS-21), III (6313), IV (3139), V (SS
1169), VI (NT 6), VII (7271), VII ( JM9-
130013), R (24/60) dan X (25/60) digunakan
dalam penelitian ini. Seluruh isolat dibiakkan
dalam 10 ml Brain Heart Infusion (BHI) dan
diinkubasi selama 18-24 jam, pada suhu 37°C.
Biakan kemudian disentrifus 5.000 rpm selama
30-60 detik, pelet kemudian ditambah 2 m! PIV
buffer (1M NaCl, 10 mM Tris HCI pH 7.6)
disentrifus lagi, dan disimpan pada suhu 4°C
atau langsung dipergunakan untuk penyiapan
DNA genom utuh.

Suspensi  bakteri sebanyak 1 ml
dihangatkan pada suhu  37°C  kemudian
ditambah dengan 1 ml low melting point
agarose 1,6% (LMA 1,6%) dalam air hangat.
Campuran kemudian dituang dalam cetakan
agar plug (20X10X1mm) kemudian dibekukan
pada suhu 4°C selama 10 menit. Blok agarose
kemudian direndam dalam 10 ml larutan buffer
EC (6 mM Tris HCI pH 7,6, 1 M NaCl, 100
mM EDTA pH 7, 0,5% Brij 58, 02%
deoxycholate, 0,5% sodium lauroryl sarcosine,
20 pg RN ase per ml, 1 mg lisozim per ml) dan
diinkubasi selama 18 jam, 37° C dengan
pengocokan lemah dalam inkubator
bergoyang/shaker (60 rpm). Setelah itu larutan
EC diganti dengan larutan ESP (0,5 mM EDTA
[pPH9-9,51, 0,5 sodium lauroryl sarcosine, 50
Hg protemase K per ml) dan diinkubasi (48
jam, 56°C) dalam shaker (80 rpm). Blok
agarose kemudian dicuci 3 X dengan 10 ml TE
(10mM Tris HCI [pH 7,5], 0,1 mM EDTA) dan
blok agarose yang telah menganduﬂg DNA
utuh (gel insert/gel plug) ini disimpan dalam
buffer TE pada suhu 4°C untuk digunakan
selanjutnya.

DNA genom utuh dalam gel (gel insert)
dipotong-potong 1-2 mm kedalam tabung
Eppendorf dan ditambahkan 200 pl HyO dan 2
pl Smal serta 25 ul buffer reaksi untuk 12-24
jam, 37°C. Potongan gel kemudian dicuci
dengan 1 ml TE minimal 1 jam, 37°C. Gel
insert yang telah direstriksi dengan enzim

endonuklease ini siap dimasukkan ke dalam
sumur-sumur7unning gel PFGE

Sebanyak 1,2% high melting point
agarose dengan titik cair 65°C dimasukkan
dalam 0,5x TBE buffer (10 X TBE adalah 0,89
M Tris 0,025 M EDTA dan 0,89 M asam
borak) selama 10 menit; dicetak dalam cetakan
20x10x1 cm, kemudian didiamkan sampai
memadat dan dingin pada suhu ruang. Gel
insett kemudian dimasukkan kedalam sumur
running gel. Gel kemudian diproses dengan
waktu bervariasi dengan lama elektroforesis
lebih dari 20 jam dengan tegangan 175 volt,
initial time: 4, final time: 40, pada suhu 14°C
(Gordillo et al, 1993 dengan sedikit
modifikasi). Gel hasil elekiroforesis ini
direndam dalam larutan etidium bromida
(1pg/ml) selama 10 menit kemudian direndam
dalam akuades selama 20-30 menit. Gel hasil
elektroforesis selanjutnya diamati dengan UV-
transilluminator (A = 280 nm).

Dokumentasi hasil dilakukan dengan
menggunakan Gel-Doc. Ukuran fragmen DNA
ditentukan dengan membandingkan ukuran
DNA standar.  Jarak pita diukur dari batas
bawah sumur sampai batas bawah pita yang
masih  tampak. Perbedaan antar isolat
ditunjukkan oleh adanya jumlah pita dan jarak
migrasinya. Fenogram dan pohon filogenetik
dikonstruksi dengan analisis gerombol (cluster
analysis) dengan program komputer Numerical
Taxonomy System (NTSYS-pc) version 1.60
programs {Rohlf, 1990),

HASIL DAN PEMBAHASAN

Genotipe suatu sel ditentukan oleh
informasi genetis yang dikandung di dalam
kromosomnya. Bakteri seperti halnya sel-sel
organisme tingkat tinggi membawa lebih
banyak informasi genetis/genotipenya dari pada
yang dipergunakan atau yang diekspresikannya.
Bila suatu ciri-ciri itu masih dinyatakan dalam
perangkat genetik maka ciri-ciri tersebut
disebut genotipe. Genotipe S. agalactiae dari
Bogor, Boyolali dan Malang dapat dilihat
dengan profile DNA genom hasil PFGE yang
didasarkan jumlah pita dan jarak migrasi. Hasil
dari genotipe S agalactiee  dari Bogor,
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Gambar 1. Pita DNA genom isolat S. agalactiae berasal dari Bogor, Boyolali dan Malang dengan
enzim restrikasi Smal dengan PFGE.

A - U : kode isolat S. agalactiae

Boyolali dan Malang secara lengkap
ditunjukkan pada Gambar 1.

Dari 21 isolat yang diuji tampak DNA
terestriksi oleh enzim Smal dengan jelas. Pola
yang dihasilkan dari masing-masing isolat khas
dan unik sehingga merupakan sidik jari dari
masing-masing isolat. Bakteri streptokokus
mengandung mol G+C 34% (Timoney et al.,
1988). Sedang strategi yang disarankan oleh
McClelland ef al. (1987) adalah bahwa genom
dengan kandungan G+C< 40% cocok
menggunakan = enzim endonuklease yang
mengenal situs yang kaya G+C. Dengan situs
pemotongan enzim restriksi yang mengenali
sekuen yang kaya molekul G+C diharapkan
dapat memotong jarang DNA genom bakteri S.
agalactiae ini.  Enzim restriksi Smal yang
dipakai dalam penelitian ini adalah enzim yang
mengenali sekuen kaya G+C yang memiliki
spesifikasi enam pasang basa dengan situs
pemotongan Smal (CCC / GGG). Semakin
panjang jumlah basa yang dikenali enzim
restriksi maka semakin sedikit situs yang
dikenalinya pada DNA genom schingga
semakin sedikit fragmen-fragmen DNA genom
yang dihasilkan. Menurut Suwanto dan Kaplan
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R.s : Rhodobacter spheroides 2.4.1(marker)
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(1992) enzim yang digunakan untuk MFLP/
shizotyping harus memotong jarang sehingga
menghasilkan fragmen-fragmen DNA yang
berukuran besar dengan jumlah sedikit. Oleh
karena itu MFLP ini cocok menggunakan
enzim Smal. Pemakaian enzim restriksi Smal
telah dilakukan pada bakteri streptokokus oleh
Gordillo ef al. (1993) untuk bakteri SGB dan
menghasilkan potongan DNA yang diskrit.
Pemakaian enzim Smal untuk restriksi juga
telah dilakukan juga oleh Chaussee et al.
(1996) pada Streptococcus pyogenes, dan
menghasilkan potongan DNA yang jelas.
Namun demikian pada penelitian ini ada 3
isolat yang tidak dapat dipotong dengan enzim
Smal yaitu isolat P (B-107/NT/X) dan isolat N
(M-88/NT) serta isolat S (R.ref). Dari hasil ini
tampak bahwa tidak semua isolat S. agalactiae
dapat dipotong dengan enzim Smal. Peneliti
sebelumnya Gordillo et al. (1993) yang
mengatakan bahwa ada isolat-isolat = S.
agalactiae ternyata tidak dapat dipotong enzim
Smal namun belum diketahui secara pasti apa
yang menyebabkannya.

Jumlah pita DNA pada penelitian ini
berkisar antara 7 sampai 15 dengan besar
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Tabel. 1. Serotipe, Jurnlah Pita DNA dan Pola PFGE S. agalactiae dengan enzim restriksi Smal asal

Bogor, Boyolali dan Malang

No Kode Isolat Asal Serotipe Jumliah pita | Pola PFGE

1. A (K-35) Bogor NT 12 A

2. B (K-31) Bogor 1i/c 13 B*

3. C (K-58) Bogor /X 15 C

4. D (B-10)) Boyolali NT 13 B*

5. E (B-87) Boyolali v 9 E@

6. F (B-101 Boyolali Vic 9 E@

7. G (M-87) Malang /X 15 G

8. H (M-50) Malang NT 11 H

9. I (A.909) Rujukan C 11 R

10. J(K-42) Bogor 11 13 J

11 | K(M-30) Malang [170:¢ 13 K

12, | L{18RS8.21} | Rujukan il 8 L

13, | M@®B-117 Boyolali VielX - 1 M

14, | N (M-88) Malang NT - N#

15. |1 O (K-53) Bogor NT/R 13 0

16. | P(B-107) Boyolali NT/X - N#

17. | Q(M-14) Malang NT/X 10 Q

18, | R(K-54) Bogor fi/x 10 R

19, 5 (25/60) Rujukan R - n#-

20. T (85.1169) Rujukan v 7 [

21, | U (24/60) Rujukan X 7 "

22. | XRs24.1) Marker 12
molekul <31 sampai 910/1105 kb. Analisa Berdasarkan  data  matrik  hasil
DNA dari 21 isolat S.agalactiae dihasilkan 15 schizotyping yang dikelompokkan

pola profile DNA. Profile DNA disini dapat
digunakan sebagai sidik jari dari masing-
masing isolat. Pola pita DNA pada Gambar
ldiatas selanjutnya diinterpretasikan menjadi
matrik data biner (0 dan 1) berdasar muncul
tidaknya potongan DNA Jika pita muncul maka
diberi skor 1 dan bila tidak muncul diberi skor
0, kemudian dikonversikan menjadi matriks
data kesamaan. Matriks data kesamaan
dikelompokkan menggunakan metode
Unweighted pair-group method arithmetic
average (UPGMA) menggunakan Program
NTSYS-PC Version 1.60 (Rohlf, 1990)
sehingga didapatkan dendrogram hubungan
kekerabatan antara satu isolat dengan isolat
yang lain baik antar serotipe maupun antar
wilayah seperti pada Gambar 2. Pola profile
DNA S. agalacticse yang dipotong dengan
ensim Smal dapat dilihat pada Tabel. 1

menggunakan UPGMA, dari ke 21 isolat yang
dipotong dengan enzim Smal (3 isolat tidak
terpotong) tersebut dapat digolongkan menyadi
2 kelompok besar. Kelompok pertama yaitu
isolat J, K, O, B, D, C, E, F, T, U dan A.
Sedang kelompok kedua terdiri dari isolat L, R,
M, H, Q, G dan J. Namun setelah ditelusuri
lebih lanjut kelompok pertama ternyata berasal
dari daerah yang berbeda-beda, demikian pula
kelompok kedua ternyata berasal dari daerah
yang berbeda-beda. Jadi dari asal isolat tidak
ada hubungan secara langsung dengan genotipe
isolat.  Pengamatan selanjutnya berdasar
serotipe  isolat  memperlihatkan  bahwa
kelompok pertama juga berasal dari bermacam-
macam  serotipe, demikian juga dengan
kelompok kedua. Jadi serotipe isolat S
agalactiae disini tidak mempengaruhi langsung
terhadap ekspresi genotipe.
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Gambar 2. Dendrogram yang menunjukkan hubungan kekerabatan antar isolat S.agalactiae asal
Bogor, Boyolali dan Malang dengan berbagai serotipe.

Dari hasil dendrogram tampak ada
isolat-isolat mempunyai kekerabatan yang
dekat yaitu antara isolat J (K-42/ II) dan isolat
K (M-30/ 11/X), isolat B (K-31/ 1I/c) dan D (B-
10/NT), isolat E (B-87/ V) dan F (B-101/ V/c)
serta isolat T (V.ref) dan U (X.ref). Tingkat
kekerabatan di sini 100% menunjukkan bahwa
isolat-isolat tersebut mempunyai kekerabatan
yang sangat dekat.  Isolat-isolat tersebut
ternyata bukan berasal dari wilayah yang sama
dan juga bukan merupakan isolat dengan
serotipe yang sama. Jadi isolat yang berasal
dari wilayah yang sama ataupun isolat dengan
serotipe yang sama belum tentu memiliki
profil DNA vyang sama, demikian juga
sebaliknya. Selain itu isolat yang lain
mempunyai kekerabatan yang sangat beragam,
misalnya isolat M (B-117)/c/X) dengan H (M-
50/NT) mempunyai kekerabatan yang dekat
yaitu sekitar 95%. Sedang isolat yang lain
tingkat kekerabatannya sangat beragam. Jadi
dari analisis secara genotipe asal isolat maupun
perbedaan serotipe dari S. agalactiae ini tidak
memiliki korelasi.
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Keanekaragaman dalam spesies
menyebabkan pada tiap anggota spesies dapat
dilihat adanya kedekatan kekerabatannya sal
sama lain, Semakin banyak persamaan ciri-ciri
yang dimiliki semakin dekat kekerabatannya.
Sebaliknya semakin sedikit persamaan yang
dimiliki makin jauh kekerabatannya. Faktor
penentu timbulnya keanekaragaman genetik
yang berakibat pada timbulnya
keanekaragaman dalam kehidupan adalah
adanya mutasi gen. Mutasi dalam gen ini.
merupakan  faktor  penentu  timbulnya
keanekaragaman genetik yang berakibat pada
timbulnya keanekaragaman dalam kehidupan.
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