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POTENSI ZOONOTIK Streptococcus

THE ZOONOTICAL POTENTION OF Streptococcus equi subsp. zooepidemicus: CHARACTERIZATION OF
HUMAN, MONKEY AND PIG ISOLATES IN BALI
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Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk isolasi dan karakterisasi streptokokus pada manusia yang diperkirakan
mempunyai potensi terinfeksi Strepfococcus equi subsp. zooepidemicus di wilayah Bali. Swab tonsil dilakukan terhadap 15 orang
yang bekerja di Hutan Wisata Alam (HWA) Alas Kedaton, Bali. Dalam penelitian ini digunakan pula 3 Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus isolat kera sakit dan 1 isolat babi sakit yang diisolasi pada saat wabah pada tahun 1994 dan 1 isolat babi subklinis
yang diisolasi pada tahun 1998. Hasil isolasi swab tonsil dapat diidentifikasi Strepfococcus equi subsp. zooepidemicus pada 2
orang pekerja pemandu wisata HWA. Hasil karakterisasi terhadap 7 kultur Strepfococcus equi subsp. zooepidemicus isolat
manusia, kera dan babi terlihat bahwa 4 kultur (3 kera dan 1 babi) tumbuh pada media padat dengan koloni besar, mukoid dan
tampak pertumbuhan yang keruh pada media cair. Tiga kultur yang lain (2 manusia dan 1 babi), tampak koloni kecil, bersifat
nonmukoid pada media padat dan tumbuh jernih pada media cair. Berdasar uji hidrofobisitas dan uji hemaglutinasi diketahus
bahwa 4 kultur mukoid bersifat hidrofil dan tidak mengaglutinasi eritrosit, sedangkan 3 kultur nonmukoid bersifat hidrofob dan
dapat mengaglutinasi eritrosit. '

Kata kunci: Streptocaccus equi subsp. zooepidemicus, isolat manusia, kera, dan Babi

ABSTRACT

The purpose of this study was to isolate and characterize the species of streptococcus obtained from human who have
potential infected by Streptococcus equi subsp. zooepidemicus in the district of Bali. The tonsils of fifteen people who work at the

natural tourism forestry (NTF/HWA) Alas Kedaton, Bali were swabed to isolate the Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. In

this research were also used 3 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isolated from diseased monkeys and 1 isolate from
diseased pig (isolated in 1994) and 1 isolate from subclinical pig (isolated in 1998). From the tonsils swab could be identified 2
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus obtained from HWA workers. The characterization of 7 isolates of Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus used in this study revealed that 4 cultures (3 isolated from monkeys and 1 from pig) grew on the solid
medium with the large, mucoid colonies and grew with uniform turbidity in the fluid medium. Three cultures (2 isolated from
humans and 1 from pig) grew with small, nonmucoid colonies and grew as granular sediment in the fluid medium. The resulis of
the hexadecane and hemagglutination test showed that 4 mucoid cultures had hydrophil surfaces and agglutinated erythrocytes.

The 3 nonmucoid cultures had hydrophobic surfaces and non agglutinated erythrocytes.

Key words: Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, human, monkey and pig isolate
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Wabah streptokokosis di Bali pada tahun 1994
menyebabkan kerugian ekonom yang cukup besar
sebagail akibat terjadinya kematian ribuan babi dan
ratusan kera (Dharma et al, 1994). Dalam wakiu
relatif singkat penyakit ini telah menyebar ke pulau-
pulau lamn di Indonesia. Agen penyebab penyakit
tersebut menurut Dharma er al. (1994) adalah
Streptococcus sp. Kuman tersebut telah berhasil
diidentifikasi oleh Dibia ef al. (1995) sebagai
Streptococcus zooepidemicus. Streplococcus
zooepidemicus dilaporkan  mempunyai hubungan
kekerabatan yvang dekat dengan Streptococcus equi,
sehingga  disebut  Streptococcus  equi  subsp.
zooepidemicus (Bentley dan Leigh, 1995). Gejala
klinis pada babi dilaporkan berupa anoreksia, demam,
pincang, kebengkakan sendi, gejala saraf dan
gangguan pernafasan. Kuman tersebut secara konsisten
menimbulkan lesi meningitis, sehingga disebut sebagai
Streptococcal meningitis (Dharma ef al., 1994).
Penyakit in1 dilaporkan juga menyerang kera yang ada
di beberapa Hutan Wisata Alam (HWA) di Bali seperti
HWA Sangeh, Alas Kedaton dan Padang Tegal. Gejala
klinis pada kera berupa depresi, anoreksia dan
kekakuan gerak (Dharma e? al., 1994). .

Streptokokosis vyang terjadi  di  Bali
kemungkinan dapat menginfekst manusia mengingat
kera sebagai primata dapat terinfeksi. Penelitian yang
dilakukan oleh Salasia (1996) memperkuat dugaan
tersebut karena kuman tersebut dapat difagosit oleh
sel-sel polimorfonuklear (PMN) leukosit manusia dan
dapat beradesi dengan sel-sel epitel bukalis manusia.
Kuman penyebab wabah streptokokosis pada babi dan
kera tersebut kemungkinan berasal dari single clone,
karena terbukti bahwa antara isolat babi dan kera
mempunyai pola protein dan pola deoxyribonucleic
acid (DNA) yang sama (Salasia, 1996; Soedarmanto ef
al., 1996).

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi adanya Strepfococcus equi subsp.
zooepidemicus hasil swab tonsil manusia tahun 2000 di
wilayah Bali yang diperkirakan mempunyai resiko
terinfeksi kuman tersebut. Streptokokus grup C (SGC)
isolat manusia vyang diperoleh akan dibandingkan
dengan 1isolat kera dan babi penyebab wabah
streptokokosis tahun 1994, serta isolat babi subklinis
dari rumah potong hewan (RPH) Denpasar Bali hasil
isolasi tahun 1998. Dari hasil penelitian tersebut
diharapkan akan diketahui hubungan epidemiologi
streptokokosis yang menginfeksi kera, babi dan
manusia.

Isolat bakteri

Isolasi bakteri pada manusia dilakukan dengan
cara swab tonsil pada orang-orang yang bekerja di
HWA Alas Kedaton, Bali. Swab tonsil manusia
dimasukkan dalam medium Todd-Hewitt broth (THB;
Difco, USA) sebagai medium transpor. Sebanyak 15
sampel swab tonsil manusia dilakukan skrining
terhadap adanya Streptococcus  beta-hemolitik.
Disamping itu digunakan pula isolat kera strain 6.70,
6.72, 6.73, dan isolat babi strain 6.4a, diperoleh dari
BPPH Wilayah VI Denpasar Bali hasil isolasi agen
penyebab wabah streptokokosis pada tahun 1994 dan
strain 01 hasil isolasi dari tonsil babi subklinis di RPH
Denpasar Bali pada tahun 1998. Kuman streptokokus
ditdentifikasi secara biokimiawi menurut acuan Farrow
dan Collins (1984). Penentuan serogrup dilakukan
dengan menggunakan kit serogrouping (Slidex
Strepto-Kit, bioMerieux, Germany).

Sifat Pertumbuhan Dalam Media Padat dan Cair

Bakter1 ditanam pada plat agar darah (PAD)
yang terdii dari agar base (Oxoid), dengan
penambahan darah domba, dan dalam media cair
Todd-Hewiit broth (THB; Oxoid), pada suhu 37°C
selama 24 jam. Pertumbuhan streptokokus pada PAD
diamati terhadap morfologi koloni dan aktivitas
hemolisisnya (Timoney ef al., 1988). Pertumbuhan
baktert dalam wmedia carr diamati berdasarkan
kekeruhan atau adanya sedimen yang terlihat pada
dasar medium dengan supernatan yang jernih (Salasia
et al., 1995).

Uji heksadekan

' Bakteri ditanam dalam 10 ml THB pada
temperatur 37°C selama 24 jam, kemudian disentrifus
3.000 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang dan
pelet dicuct dengan 5 ml phospate buffer saline (PBS)
dengan pH 7,6. Optical density (OD) ditentukan
dengan menggunakan spektrofotometer (Spectronic 20,
Bausch and Lomb, Rochester, New York, USA)
dengan absorben 0,45-0,50 pada panjang gelombang
540 nm dengan penambahan PBS. Suspensi bakteri
sebanyak 3 ml ditambah dengan 0,8 ml n-hexadecan
(Merck, Darmstadt, Germany), kemudian divortex
selama 30 detik dan didiamkan selama 15 menit pada
temperatur kamar, Setelah terlihat pemisahan menjadi
2 fase, fase yang terdapat dalam PBS diukur
menggunakan spekirofotometer. Persentase bakten
yvang melekat pada fase hexadecan diekspresikan
sebagai % hidrofobisitas (Salasia ef al., 1995).
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Uji hemaglutinas:

Bakteri dibiakkan dalam 10 ml THB pada
temperatur 37°C selama 24 jam. Kultur bakteri
disentrifus 3.000 rpm selama 10 menit, dicuci dan
diresuspensikan dengan 0,14 mol/l NaCl. Untuk uj
hemaglutinasit digunakan darah kera (Macaca
fascicularis) yang diambil dari vena femoralis dengan
antikoagulan ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA,
Merck). Darah disentrifus dengan kecepatan 3.000 rpm
selama 10 menit, dicuci dengan 0,14 mol/l NaCl,
kemudian dibuat konsentrasi eritrosit menjadi 2%. Di
atas gelas obyek diteteskan 20 pl suspensi baktert
dengan 20 pl 2% eritrosit, reaksi hemaglutinasi dapat
dilihat setelah digoyang selama 30 detk (Salasia,
1994).

Analisis hasﬂ

Hasil uji blolﬂﬂnam kuman yang digunakan
dalam peneliian dianalisis berdasarkan standar
determinasi streptokokus pada umumnya (Farrow dan
Collins, 1984). Morfologi koloni, sifat pertumbuhan
dalam medium padat dan cair, uji heksadekan dan uji
hemaglutinasi dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

- Dari 15 swab tonsil manusia berhasil
diidentifikasi 2 isolat Sitreptococcus f-hemolytic.
Berdasar uji biokimiawi dan serologi termasuk dalam
Streptococcus f-hemolytic grup C (SGC) dan dapat
diidentifikasi sebagai S. equi subsp. zooepidemicus

(Tabel 1 dan 2). Streptococcus ini diketahui dapat
menginfeksi beberapa hewan termasuk babi, kambing,
sap1, domba, anjing, burung, kelinci, marmut dan kera
(Lammler dan Hahn, 1994), Semua hewan tersebut
dapat merupakan reservoir yang berpotensi untuk
menularkan penyakit pada manusia. Strepfococcus
grup C pada manusia berhasil diisolasi pada pekerja di
Hutan Wisata Alam Alas Kedaton, Bali. Berdasar
lokasinya kemungkinan pekerja tersebut tertular
kaman SGC dari kera yang merupakan satwa yang
dilindungi di kawasan tersebut. Kera yang berada di
kawasan Hutan Wisata Alam Bali kemungkinan

terinfeksi SGC dari babi, mengingat kawasan tersebut

dilintasi sungai vyang tercemar limbah pemotongan
babi sakit (Anonim, 1995). Akan tetapi tidak menutup
kemungkinan manusia dapat terinfeksi oleh baba,
mengingat babi lokal di Bali dipelihara dengan cara
tradisional  atau  dibiarkan  berkeharan tanpa
dikaﬂdangkan Infeksi S. equis subsp. zooepidemicus
pada manusia pernsh dilaporkan terjadi akibat
mengkonsumsx keju dan susu yang tidak dipasteurisasi
(Colman dan Efstratiou, 1985). Streptococcus grup C
dilaporkan bersifat zoonosis diperkirakan manusia
terinfeksi akibat kontak langsung dengan hewan
(Bradley ef al., 1991). Letupan infeksi Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus pada satwa primata pernah
dilaporkan terjadi di kebun binatang Rheine di Jerman,
infeksi tersebut kemungkinan berasal dan manusia
(Brack et al., 1997). Kasus serupa pernah terjadi pula
di kebun bmatang Wasmngtcm D.C. (Montali, 1994).
Wabah SGC pada manusia pernah dilaporkan terjadi di

Tabel 1. Uiji bmkmuam Streptococcus sp. isolat manusia, kera dan babi di wﬂayah Bah _

- < KodefAsal Isolat s

Media M6 M9 6.70 6.72 6 73 01 6.4a

- manusia  manusia kera  kera = kera  babi babi
Glukosa + + + g + + +
Iaktosa + 2 + + + + +
Maltosa + - + + : 2 . 4 +
Sorbitol + + + + + + +
Inulm - i — - - - ~
Manitol o 3 — - — = -
Arabinosa $ iy - = * 5 - -
Raffinosa o _ " b o & i
Alanin e 5 ” = 3 = -
Arginin - + + t L ¥ ¥
Eskulin 3 Sr e - _ — oy

Keterangan:

+ = fermentasi/ hidrolisis, — = tidak fermentasi/tidak hidrolisis
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Australia (Edwards et al., 1988) dan di Amerika
(Francis ef al., 1993) karena mengkonsumsi susu yang
fidak dlpasteunsam Streptokokus grup C dapat

dusolasi pada pasien dengan gangguan faringitis dan
kasus bakterimia (Bisno et al/., 1996; Tumer et al.
1993; Bradley ef al., 1991).

Hasil reaksi aglutinasi dapat dilihat pada Tabel
2. Dari hasil uji hemaglutinasi diperlihatkan bahwa
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain M6,
M9, 18 dan 6.4a yang mempunyai sifat hidrofob dapat
mengaglutinasi eritrosit kera, sedangkan strain yang
bersifat hidrofil tidak menunjukkan reaksi aglutinasi.

Tabel 2. Karakterisasi Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isolat manusia, kera dan babi di wilayah Bali

No Kode Asal  Sero-
Isolat Isolat grup

Sifat Pertumbuhan Sifat Sii;m Sifat'
dalam PAD

F&ﬁumb g n z rofobi- Hema gluﬁn

Hemolitik Koloni dalamTHB  sitas nasi
1. M6  manusia C B kecil, non mukoid jernih hidrofob +
A M9  manusia C f3 kecil, non mukoid ~ jernih hidrotfob ™
3. 6.70 kera C B3 besar, mukoid keruh hidrofil -
4. 6.72 kera @ B besar, mukoid keruh hidrofil -
5.  6.73 kera C B besar, mukoid keruh hidrofil -
6. 01 babi C B3 besar, mukoid keruh hadrofil -
7. 6.4a babi & B3 kecil, non mukmd _ jernih mdrofob 4

P

Keterangan : PAD= plat agar darah domba; THB= Todd-Hewiit broth;
+ = mengaglutinasi eritrosit; - = tidak mengaglutinasi erﬂmsﬁ

Isolat SGC yang digunakan dalam penelitian
ini  memperlihatkan sifat pertumbuhan dan sifat
hidrofobisitas yang berbeda (Tabel 2). Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus isolat kera (6.70, 6.72,
6.73) dan isolat babi (01) tumbuh dengan koloni besar
dan bersifat mukoid pada plat agar darah, sedangkan
dalam media cair THB tumbuh keruh. Berdasarkan uji
heksadekan bakteri tersebut mempunyai sifat hidrofil.
Bakteri yang mempunyai sifat hidrofob, melekat pada
tase heksadekan dan hanya sedikit atau sama sekali
tidak ada pada fase air, sedangkan bakteri yang
mempunyai sifat hidrofil ditemukan pada fase air.
Streptococus equi subsp. zooepidemicus isolat manusia
(M6, M9) dan babi (6.4a) tumbuh jernih dalam THB,
pada media plat agar darah tampak koloni kecil dan
non mukoid, berdasar uji heksadekan bersifat hidrofob.
Menurut Salasia (1994) dan Wibawan (1998)
pertumbuhan dalam media cair, media padat dan sifat
hidrofobisitas mempunyai kaitan dengan penampilan
mikrokapsul. Protemm  hidrofobik  dilaporkan
berhubungan dengan sifat virulensi streptokokus.
Perbedaan sifat tersebut kemungkinan dipengaruhi
oleh adanya material hyaluronic acid yang berada pada
kapsel permukaan kuman. Kuman SGC yang bersifat
hidrofob telah dibuktikan mempunyai kapsel yang
melindungt permukaan kuman (Soedarmanto et al,
1996).

Kurl ef al. (1989) telah membuktikan adanya aktivitas
hemaglutinasi pada streptokokus grup C. Salasia
(1998) membuktikan adanya aktivitas hemaglutinasi
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus dengan
menggunakan eritrosit ayam, tikus, kelinci dan
dilaporkan bahwa Streptococcus  equi subsp.
zaoep:demtcus ‘yang bersifat hidrofob diketahui
mampu  mengaglutinasi  eritrosit.  Streptokokus
membentuk substansi-substansi intrasel dan ekstrasel
yang diduga mempunyai peranan dalam virulensi
terhadap hospes yang diinfeksi. Substansi-substansi
tersebut antara lain berupa protein-protein yang
spesifik, hemaglutinin maupun fimbria yang ada pada
permukaan bakteri (Ofek dan Sharon, 1988; Kurl ef al.,
1989). Studi yang dilakukan oleh Gottschalk et al
(1990) dilaporkan bahwa galur-galur streptokokus
yang mengaglutinasi darah memiliki fimbria pada
permukaan sel. Fimbria pada galur yang berbeda
terlihat mirip secara morfologi tapi mungkin secara
fungsional berbeda. Hemaglutinin dan fimbria
mempunyai arti sebagai adesin untuk perlekatan
bakter1 baik Gram positif maupun Gram negatif pada
sel hospes (Chanter et al., 1993). Hubungan antara
sifat hidrofobisitas dengan reaksi hemaglutinasi juga
telah dilaporkan Salasia dan Liammler (1994) pada
Streptfococcus  suis.  Sifat  hidrofobisitas pada
Streptococcus zooepidemicus diketahui mempunyai
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hubungan dengan kemampuan hemaglutinasi (Salasia,
1996). Dari hasil penelitian tersebut diketahui bakteri
yang mempunyai protein hidrofob menampakkan
perfumbuhan jernih pada media cair dan mampu
berikatan dengan eritrosit. Bakteri yang mempunyat
protein dengan sifat hidrofob mampu melekat pada sel-
sel epitel dan mudah difagosit oleh sel-sel
polimorfonuklear (PMN) leukosit (Salasia ef al., 19935,
Salasia, 1996).

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa

Streptoboccus equi subsp. zooepidemicus isolat
manusia (strain M6 dan M9) mempunyai karakter
fenotipe yang sama dengan isolat babi (strain 6.4a).

Untuk mengetahui lebih lanjut sifat genettk darn

masing-masing strain perlu dilakukan karakterisasi
secara molekular.
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