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Abstract

Cow’s milk is the main product produced by dairy cows. The various contents of cow’s milk make milk
a good source of nutrition for the body’s metabolism. The high demand for milk in Indonesia has not been
fulfilled because of the health aspects of cows that have mastitis. Staphylococcus aureus is one of the pathogens
that cause subclinical mastitis in cattle. The purpose of this study was to determine Staphylococcus aureus
contamination in milk samples of cows suffering from subclinical mastitis in Pangalengan. This research was
conducted using a qualitative descriptive method, using 48 samples of mastitis dairy cows with CMT test
results >+2. Isolation and identification of Staphylococcus aureus were carried out through culture methods
on Blood Agar Plate (BAP) media, Mannitol Salt Agar (MSA), Gram staining, catalase test, DNase test,
and coagulase test. Of the 48 samples, there were 17 isolates containing Staphylococcus aureus. 17 isolates
produced hemolysin on blood agar, fermented mannitol, Gram-positive cocci, catalase-positive, coagulase-
positive, and DNase-positive.

Keywords: cow’s milk; Staphylococcus aureus; subclinical mastitis

Abstrak

Susu sapi merupakan produk utama yang dihasilkan sapi perah. Kandungan susu sapi yang beragam,
menjadikan susu sebagai sumber nutrisi yang baik untuk metabolisme tubuh. Tingginya permintaan susu di
Indonesia belum terpenuhi karena adanya aspek kesehatan dari sapi yang mengalami mastitis. Staphylococcus
aureus adalah salah satu patogen yang menyebabkan mastitis subklinis pada sapi. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui cemaran Staphylococcus aureus pada sampel susu sapi yang menderita mastitis
subklinis di Pangalengan. Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptip kualitatif, menggunakan 48
sampel susu sapi perah mastitis dengan hasil uji CMT = +2= +2. Isolasi dan identifikasi Staphylococcus
aureus dilakukan dilakukan melalui metode kultur pada media Blood Agar Plate (BAP), Mannitol Salt Agar
(MSA), pewarnaan Gram, uji katalase, uji DNase, serta uji koagulase. Dari 48 sampel terdapat 17 isolat yang
mengandung Staphylococcus aureus. 17 isolat menghasilkan hemolisin pada blood agar, memfermentasikan
mannitol, pewarnaan Gram positif kokus, katalase positif, koagulase positif dan DNase positif.

Kata kunci: mastitis subklinis; susu sapi; Staphylococcus aureus.
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Pendahuluan

Susu sapi merupakan produk utama yang
dihasilkan sapi perah. Susu sapi mengandung
air sebanyak 87,2g/100g susu, protein sebanyak
4g/100g susu, lemak 3g/100g susu, serta laktosa
5g/100g susu (Muehlhoff, et al., 2013). Susu
sapi mengandung p-laktoglobulin yang tidak
dimiliki ASI (El-Agamy, 2007). Kandungan
susu sapi yang beragam, menjadikan susu
sebagai sumber nutrisi yang baik untuk
metabolisme tubuh. Kandungan gizi tersebut
yang membuat masyarakat Indonesia memiliki
permintaan susu yang cukup tinggi untuk
memenuhi kebutuhan nutrisi dalam tubuhnya
(Anindita and Soyi, 2017). Menurut BPS pada
tahun (2021), kebutuhan susu sapi di Indonesia
cukup tinggi yaitu sebanyak 4.385.730ton susu,
namun belum dapat terpenuhi karena produksi
susu sapi dalam negri hanya 107.481,19ton susu
(BPS, 2023). Tingginya permintaan susu di
Indonesia belum terpenuhi karena adanya aspek
kesehatan dari sapi yang mengalami mastitis
sehingga membuat kualitas dan produksi susu
sapi yang rendah (Namira et al.,2022).

Mastitis adalah penyakit yang ditandai
dengan adanya inflamasi pada kelenjar ambing
disertai dengan perubahan fisikokimia susu
dan kondisi patologis pada kelenjar ambing
(Namira et al,2022). Mastitis terdiri dari
dua jenis yaitu mastitis klinis dan subklinis.
Mastitis menyebabkan kerugian yang besar
pada peternakan sapi, karena sel-sel epitel
penghasil susu dan jaringan ikat diantara sel-sel
rusak sehingga membuat kualitas susu menjadi
buruk, produksi susu berkurang, meningkatnya
biaya untuk perawatan sapi serta adanya
mikroorganisme patogen (Kumar, et al., 2010).
Angka kejadian mastitis di Indonesia sangat
tinggi yaitu sekitar 97-98% mastitis subklinis
serta 2-3% mastitis klinis yang terdeteksi
(Nisa et al.,2019). Prevalensi kejadian mastitis
subklinis pada sapi tahun 2018 sebesar 67,5% di
Jawa Barat (Susanty et al.,2018).

Mikroorganisme patogen yang menjadi
penyebab mastitis secara umum yaitu Strep-
tococcus agalactiae, S. disgalactiae, S. uberis,
S.  zooepidermicus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes dan
Pseudomonas aeruginosa serta Mycoplasma
sp., Candida sp., Geotrichum sp. dan Nocardia

sp. pada kasus mastitis mikotik (Riyanto et
al.,2016). Mastitis subklinis disebabkan oleh
berbagai bakteri yaitu Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.,
coagulase-negative  Staphylococci ~ (CNS)
(Argaw, 2016; Kaczorek-Lukowska et al.,2022)
dan penyakitnya bersifat menahun (Herlina et
al.,2015).

Mastitis subklinis biasanya disebabkan
oleh Staphylococcus aureus di berbagai negara
berbeda seperti Afrika, Polandia dan negara
lainnya (Argaw, 2016; Kaczorek-Lukowska et
al.,2022). Diperkuat oleh penelitian Waskita
et al pada tahun 2020 bahwa Staphylococcus
aureus menjadi salah satu penyebab mastitis
yang menunjukkan adanya ancaman terhadap
peternakan sapi perah dan potensi resistensi
terhadap antibiotik di wilayah kerja KPBS
Pangalengan yang berada di Kabupaten Bandung
(Waskita et al.,2020). Staphylococcus aureus
yang menginfeksi sapi sulit untuk diobati karena
kemampuannya dalam memproduksi biofilm,
racun atau berbagai enzim yang dapat merusak
area infeksi (Kaczorek-Lukowska et al.,2022).
Mastitis subklinis tidak menampilkan kelainan
fisik susu maupun ambing. Mastitis subklinis
menyebabkan kerugian ekonomi pada industri
susu, susu yang dihasilkan berkurang dan
kualitas susu pun buruk (Alhussien and Dang,
2020). Mastitis subklinis pun menyebabkan
penyimpanan umur susu menjadi lebih pendek
dan risiko kebersihan susu karena mengandung
organisme patogen meningkat (Alhussien
and Dang, 2020). Mastitis subklinis hanya
dapat dideteksi dengan cara tertentu seperti uji
California Mastitis Test (CMT), uji kimia susu,
dan kultur bakteri (Riyanto et al.,2016).

Susu merupakan media pertumbuhan
yang baik untuk bakteri, sehingga bakteri
patogen seperti genus Staphylococcus dapat
tumbuh baik dan menyebabkan mastitis pada
sapi. Susu menjadi sumber utama penyebaran
Staphylococcus aureus dalam produk susu.
Proses pasteurisasi yang tidak sempurna
dapat menyebabkan food borne disease pada
manusia dan menjadi penyebab keracunan
karena kemampuan Staphylococcus dalam
menghasilkan enterotoksin (Aziz ef al.,2020).

Berdasarkan wuraian di atas, mastitis
subklinis masih menjadi tantangan yang besar
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untuk peternak, dokter hewan dan berbagai
pihak lain yang terlibat. Metode yang tepat
diaplikasikan dalam mendeteksi Staphylococcus
aureus dari susu sapi yang mengalami mastitis
adalah dengan mengisolasi dan mengidentifikasi
pada media selektif dan fenotipik untuk seleksi
awal penentuan jenis bakteri yang menginfeksi.
Metode ini diperlukan untuk mengontrol
penyebaran penyakit yang disebabkan oleh
Staphylococcus, serta memberikan informasi
penting sebagai tindakan preventif dan kontrol
sumber keracunan pangan yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureus.

Materi dan Metode

Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini
adalah susu sapi perah positif mastitis dengan
hasil CMT > +2 dari peternak yang merupakan
anggota dari KPBS Pangalengan.

Pengumpulan Sampel

Uji mastitis subklinis akan dilakukan
dengan California Mastitis Test (CMT). Sampel
susu diambil sebanyak 2 mL dan diletakkan pada
paddle, lalu tambahkan 2 mL reagen CMT ke
dalam sampel susu lalu diputar perlahan secara
horizontal selama kurang lebih 10-15 detik.
Selanjutnya, dilakukan pengamatan sampel
susu, lalu tentukan skor mastitis berdasarkan
tingkat konsistennya dengan memperhatikan
perubahan pada kekentalan susunya. Tingkat
kekentalan dapat ditentukan dari jumlah sel
somatik yang terkandung pada susu, kemudian
tentukan skor mastitis.

Sampel dikatakan (-) apabila susu bersifat
cair, tidak ada endapan dan jumlah sel somatik
0-200.000/mL susu. Apabila terdapat sedikit
endapan dikategorikan (+) atau lemah dengan
jumlah sel somatik 400.000—1.500.000/mL susu.
Endapan terlihat jelas dan terdapat gumpalan
seperti lendir dikategorikan (++) dengan jumlah
sel somatik sebanyak 800.000-5.000.000/mL susu.
Hasil (+++) terbentuk perubahan cairan menjadi
berstruktur seperti agar-agar dan memiliki jumlah
sel somatik >5.000.000/mL susu. Serta (++++)
agar-agar yang terbentuk akan menyebabkan
permukaan paddle menjadi cembung (Adriani,
2010; Chauhan and Agarwal, 2011).
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Setelah itu, sampel yang dinyatakan positif
mastitis subklinis disimpan pada tabung reaksi
yang ditutup sebanyak 20 mL dan disimpan pada
coolbox dengan suhu 5-10 °C yang berisikan
icepack agar tidak ada bakteri yang berkembang
biak hingga tiba di laboratorium.

Isolasi dan identifikasi secara fenotipik

BAP merupakan media differensial untuk
mengetahui patogenitas dari Staphylococcus
aureus yang ditandai dengan kemampuannya
melisiskan sel darah merah, hasilnya dapat
dilihat dengan adanya zona bening di sekitar
koloni pada media Blood Agar Plate. Dilakukan
isolasi bakteri dengan diambilnya 1 ose
inokulum yang berasal dari susu sapi mastitis
subklinis kemudian ditanam pada media Blood
Agar Plate (BAP) dan lakukan metode T-Streak,
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama
18-24 jam (Dewi, 2013).

Mannitol Salt Agar merupakan media se-
lektif diferensial untuk mengetahui kemampuan
fermentasi mannitol pada Staphylococcus
sp. Medium akan berubah warna, dari merah
mejadi kuning keemasan yang menandakan
bahwa susu yang diisolasi positif mengandung
Staphylococcus aureus yang merupakan agen
dari mastitis subklinis (Toelle and Lenda,
2014). Staphylococcus aureus yang tumbuh
akan memfermentasi manitol menjadi asam.
Isolasi ini dilakukan dengam menginokulasi
sampel dari biakan bakteri BAP ke dalam media
MSA menggunakan ose dan dilakukan metode
T-Streak, kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C (Dewi, 2013).

Pewarnaan Gram dilakukan untuk melihat
morfologi dan sifat dari bakteri. Pertama,
siapkan object glass untuk membuat sediaan
ulas, bersihkan dengan alkohol kemudian
tetesi NaCl fisiologis dan ambil biakan bakteri
menggunakan ose steril lalu lalu difiksasi di
atas bunsen. Setelah itu, object glass ditetesi
pewarna crystal violet dan didiamkan selama
1 menit. Sisa zat warna yang menempel dibilas
menggunakan air yang mengalir, lakukan hal
yang sama untuk semua preparat kemudian
ditetesi lugol dan dibiarkan selama 30 detik lalu
dibuang dan lakukan kembali pembilasan dengan
air mengalir. Setelah itu, preparat dilunturkan
dengan alkohol 95% selama 30 detik hingga
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semua zat warna luntur dan segera cuci kembali
dengan air yang mengalir. Selanjutnya diteteskan
kembali zat warna safranin dan dibiarkan
selama 1 menit lalu dibilas kembali dengan air
yang mengalir dan dibiarkan hingga kering.
Lakukan pengamatan preparat menggunakan
mikroskop dengan pembesaran lensa objektif
100x dan menggunakan immersion oil (Hayati
et al.,2019a). Reaksi Gram akan menunjukkan
gram positif dengan koloni berawarna ungu dan
bergerombol yang memiliki bentuk menyerupai
bola tidak berbentuk seperti buah anggur (Dewi,
2013).

Uji katalase dilakukan untuk membedakan
genus Staphylococcus sp. dan Streptococcus sp.
Katalase merupakan enzim yang mengkatalisa
penguraian hidrogen peroksida menjadi H,
dan O,. Pada sel hidrogen peroksida bersifat
toksik karena menginaktifkan enzim didalam
sel. Hidrogen peroksida akan terbentuk selama
metabolisme aerob dan akan terurai. Cairan H O,
diteteskan di atas object glass dan ambil biakan
bakteri menggunakan ose inokulum dari MSA
lalu dicampurkan dengan ose secara perlahan.
Apabila katalase bersifat positif, maka akan
timbul gelembung gas (O,) yang dihasilkan oleh
genus Staphylococcus (Toelle and Lenda, 2014).

Ujikoagulase merupakan suatupemeriksaan
bakteri untuk diferensiasi Staphylococcus
aureus dari spesies Staphylococcus lainnya.
Pemeriksaan ini dilakukan untuk mendeteksi
adanya pembentukan enzim koagulase yang
terikat ke dinding sel bakteri (Jiwintarum, et al.,
2015). Ujiini dilakukan dengan mengambil isolat
bakteri menggunakan ose, kemudian masukkan
ke dalam 1mL Nutrient Broth dan inkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Masukkan
ImL plasma kelinci ke dalam Nutrient Broth
yang sudah berisi bakteri menggunakan spuit.
Kemudian inkubasi selama 4 jam pertama untuk
melihat hasilnya, bila masih belum menunjukkan
koagulase positif, inkubasi dilanjutkan sampai

24 jam. Reaksi positif pada uji koagulase
ditunjukkan dengan adanya gumpalan seperti
gel dalam tabung, dan reaksi negatif apabila
tidak terdapat gumpalan menyerupai gel/ pada
tabung (Hayati et al.,2019b).

Uji DNase dilakukan untuk melihat aktivitas
deoksiribonuklease dan koagulase positif pada
bakteri. Bakteri yang telah dikultur kemudian
diinokulasi pada DNase agar plate lalu diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Jika bakteri tidak
berkembang baik, dilakukan inkubasi kembali
selama 24 jam. Setelah diinkubasi, agar plate
digenangi oleh HCI 1 M selama 5 menit. Apabila
positif, ditemukan zona bening di sekitar koloni
yang menandakan adanya aktivitas DNase yang
menghidrolisis deoksiribonuklease. Salah satu
bakteri yang memiliki aktivitas DNase positif
adalah Staphylococcus aureus (Umarudin and
Surahmaida, 2019).

Hasil dan Pembahasan

Dari serangkaian isolasi dan identifikasi
Staphylococcus aureus dari susu sapi, sejumlah
48 sampel positif CMT > +2. Hasil uji secara
fenotipik terdapat 48 isolat (100%) teridentifikasi
tumbuh koloni pada media BAP. Kemudian
dilakukan kultur bakteri pada media MSA yang
menghasilkan reaksi positif sebanyak 14 isolat
(29,2%). Lalu dilakukan pewarnaan Gram
dengan hasil mikroskopis berbentuk coccus
sebanyak 17 isolat (35,42%). Selanjutnya,
dilakukan uji katalse dan koagulase dengan
reaksi positif sebanyak 17 isolat (35,42%).
Dilakukan uji DNase dengan reaksi positif
sebanyak 12 isolat (25%). Dari serangkaian
tersebut, maka dapat disimpulkan yang
mengarah Staphylococcus aureus sebanyak 17
sampel (35,42%).

Pembahasan

Pada penelitian ini, didapatkan hasil bahwa
kultur bakteri yang berasal dari susu pada

Tabel 1. Hasil Isolasi dan Identifikasi Staphylococcus aureus asal susu sapi mastitis subklinis di wilayah Pangalengan

Wilayah Jumlah Hasil BAP MSA P.Gram Katalase Koagulase BAP (Hemolisin) DNase Kesimpulan

sampel CMT ( ¥ - ¥ - + ¥ - B Y Tak + - S NonS.

:3:—=+2) tumbuh aureus aureus
Warnasari 16 16 16 1 15 5 11 5 11 5 11 2 3 11 2 14 5 11
Babakankiara 16 16 16 11 5 6 11 6 11 6 11 4 2 10 5 11 6 11
Citawa 16 16 16 2 14 6 10 6 10 6 10 4 2 10 5 11 6 10
Jumlah 48 48 14 34 17 31 17 31 17 31 10 7 31 12 36 17 31

(%) 100% 100% 29,2% 70,8% 35,4% 64,6% 35.4% 64,6% 35,4% 64,6% 20,8% 14,6% 64,6% 25% 75% 35,42% 64,58%

557



Hemalya Sylvany, et al.

media Blood Agar yaitu sebanyak 17 isolat
menunjukkanzonahemolisaBdany. Sebanyak 31
isolat tidak mengalami pertumbuhan pada blood
agar. Zona hemolisa yang terlihat dari media
ini disebabkan oleh hemolisin yang merupakan
zat toksin sehingga akan terjadi hemolisis di
sekitar koloni bakteri. Pada media ini, hemolisin
akan merusak sitoplasma sel darah merah yang
menyebabkan lisis. Timbulnya zona hemolisa
pada media blood agar sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Saeed et al., (2022) bahwa
pertumbuhan koloni pada media blood agar
memiliki karakteristik hemolisa diantaranya
adalah a-hemolisin atau biasa disebut dengan
hemolisis sebagian yaitu zona terbentuk
berwarna gelap dan bening di sekitar koloni.
Hasil kultur lainnya, Staphylococcus aureus
menghasilkan B-hemolisin atau sering disebut
hemolisis total yang akan membentuk zona
bening di sekitar koloni sehingga menghasilkan
zona yang jelas dan transparan. Staphylococcus
aureus yang menghasilkan y-hemolisin atau
sering disebut dengan non-hemolisis tidak akan
membentuk zona hemolisis (Saeed et al.,2022).
Isolat dari setiap wilayah memiliki
karakteristtk hemolisa yang berbeda-beda.
Wilayah Warnasari memiliki karakteristik
sebanyak 2 B-hemolisin isolat dan y-hemolisin
sebanyak 3 isolat. Pada wilayah Babakankiara,
B-hemolisin sebanyak 4 isolat dan y-hemolisin
sebanyak 2 isolat. Wilayah Citawa memiliki 4
isolat B-hemolisin serta 2 isolat y-hemolisin.
Perbedaan jumlah hemolisin dari setiap
wilayah yang berbeda-beda dapat menjadi
potensi adanya patogen dari Staphylococcus
aureus yang berbahaya tidak hanya pada
sapi tetapi juga untuk kesehatan manusia.
Patogenitas  Staphylococcus aureus dalam
kemampuannya untuk menghasilkan hemolisin
pun berperan dalam menyebabkan penyakit
pada berbagai spesies mamalia yang dapat
merusak sel serta aktivasi respon inflamasi inang
(Ariyanti et al.,2011; Zhao, 2020). Hemolisin
yang dihasilkan olek bakteri digunakan untuk
melepaskan zat besi dari sel darah merah
yang diperlukan sebagai sumber nergi untuk
pertumbuhan bakteri (Divyakolu et al., 2019).
B-hemolisin berperan penting dalam kolonisasi
bakteri di kulit dengan merusak keratinosit
(Rohmer 2021). y-hemolisin menyebabkan
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kerusakan jaringan akut dan pembengkakan
(Vehmas, 2001). Menurut Divyakolu et
al.,(2019) bahwa y-hemolisin membentuk mikro
pori yang menyebabkan lisisnya sel.

Gambar 1. Zona hemolisa Staphylococcus aureus pada media
Blood Agar Plate (BAP) dengan kode isolat S/B16
yang berasal dari wilayah Babakankiara

Koloni yang terlihat memiliki warna
kuning  karena  kemampuannya  dalam
menghasilkan pigmen karotenoid yang berperan
sebagai antioksidan untuk melindungi strain
ini dari respons kekebalan inang (Almwaty et
al.,2020). Staphylococcus aureus yang mampu
memproduksi pigmen berwarna kuning yang
lebih patogen dibanding dengan bakteri yang
memproduksi pigmen putih sehingga dapat
diperkirakan bahwa faktor virulensi dari bakteri
berwarna kuning yang akan menyebabkan
infeksi (Purnomo, 20006).

Tahap identifikasi selanjutnya yaitu uji
Mannitol Salt Agar (MSA) yang dilakukan untuk
mengetahui kemampuan Staphylococcus dalam
memfermentasikan mannitol yang ditunjukkan
dengan adanya perubahan warna menjadi warna
kuning. Hasil identifikasi dari penelitian yaitu
hanya 14 isolat (29,17%) isolat yang dapat
memfermentasikan mannitol. Oleh karena itu,
perlu dilakukan uji lanjutan untuk menentukan
Staphylococcus  aureus  lalu  dilakukan
identifikasi secara pemeriksaan laboratorium.
Hal tersebut serupa dengan hasil penelitian
yang dilakukan oleh Lucia et al., (2017) bahwa
Staphylococcus aureus mengalami perubahan
warna ketika dilakukan uji pada media MSA
karena kemampuannya untuk menghasilkan
asam organik yang mengubah warna media dari
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phenol red menjadi kuning.

Penelitian Lucia et al., (2017) menjelaskan
pula mengenai MSA yang tidak dapat
memfermentasikan mannitol. Hal ini terjadi
karena adanya bakteri lain yang tumbuh di
media ini merupakan genus Staphylococcus
seperti  Staphylococcus  epidermidis  dan
Staphylococcus schelferi. Namun, Nocera et
al., (2019) mengatakan bahwa bakteri CoNS
mampu menghasilkan zona hemolisa pada blood
agar dan memfermentasikan mannitol.

Gambar 2. Staphyloccus aureus pada media Mannitol Salt
Agar (MSA). a) kode isolat C9 positif fermentasi
mannitol, b) kode isolat C8 negatif fermentasi
mannitol

Terjadi perubahan warna menjadi kuning
keemasan telah sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh (Toelle, 2014). MSA merupakan
media selektif- diferensial yang menandakan
bahwa isolat yang diidentifikasi mengandung
Staphylococcus  aureus yang merupakan
agen penyebab dari mastitis subklinis. Media
MSA memiliki kandungan garam NaCl yang
tinggi, sekitar 7,5-10%, sehingga mencegah
pertumbuhan bakteri lain di dalamnya dan
membuat MSA menjadi media yang hanya
mendukung  pertumbuhan  Staphylococcus
aureus (Novitasari et al.,2019).

Pewarnaan Gram merupakan pengamatan
mikroskopis yang dilakukan untuk
mengidentifikasi bakteri yang diklasifikasikan
Gram positif. Sebanyak 17 (35,4%) isolat
memiliki karakteristik dari bakteri Gram positif
(Gambar 4.3). Hasil penelitian ini pun sesuai
dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh

Hayati et al, (2019) yang memberikan hasil
identifikasi  Staphylococcus aureus dengan
pewarnaan Gram adalah bentuk kokus dan
berwarna ungu. Warna ungu disebabkan karena
Gram positif yang memiliki peptidoglikan pada
dinding sel yang lebih tebal daripada Gram
negatif dan mengandung teichoic acid (Kho and
Meredith, 2018). Peptidoglikan yang dimiliki
Gram positif akan mengalami penyusutan
pada dinding sel ketika diberikan alkohol
sehingga mempertahankan warna kristal violet.
Peptidoglikan berfungsi mengatur aktivitas
autolisin dan resistensi terhadap antibiotik
(Winstel et al., 2014).

Gambar 3. Hasil pewarnaan Gram dari isolat Staphylococcus
aureus dengan perbesaran 100x (dokumentasi
pribadi)

Uji yang dilakukan selanjutnya ialah uji
katalase yang bertujuan untuk membedakan
bakteri  genus  Staphylococcus  dengan
Streptococcus. Pada penelitian ini, didapatkan
hasil sebanyak 17 isolat (35,4%) adalah
positif terhadap uji katalase. Hasil uji katalase
positif menimbulkan gelembung ketika bakteri
direaksikan dengan hidrogen peroksida (Dewi,
2013).

Menurut Toelle (2014), uji katalase uji
ditujukan untuk melihat enzim katalase yang
dimiliki Staphylococcus karena sifatnya yang
dapat menguraikan hidrogen peroksida menjadi
air dan oksigen. Enzim katalase dapat menjadi
penentu tingkat virulensi bakteri. Katalase
merupakan enzim yang bertindak sebagai katalis
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Gambar 4. Hasil uji katalase isolat Staphylococcus aureus. a)
reaksi negatif uji katalase, b) dan c) reaksi positif
uji katalase

dalam penguraian hidrogen peroksida menjadi
H,O dan O,. Keberadaan hidrogen peroksida
dapatmenyebabkankerusakanpadasel karenazat
ini memiliki sifat toksik yang dapat menghambat
aktivitas enzim dalam sel. Hidrogen peroksida
dihasilkan saat proses metabolisme aerob,
sehingga semua mikroorganisme yang tumbuh
dalam lingkungan aerob secara alami akan
menguraikan zat tersebut (Lay, 1994). Dikutip
dari Dewi (2013), menurut Schliefer (1986)
bahwa semua galur Staphylococcus memiliki
kemampuan positif dalam menghasilkan enzim
katalase (Dewi, 2013).

Pengujian  selanjutnya  yaitu  uji
koagulase untuk mengetahui kemampuan
bakteri dalam menghasilkan enzim koagulase.
Hasil dari penelitian yang telah dilakukan
yaitu sebanyak 24 isolat (50%) menunjukkan
reaksi positif koagulase seperti penelitian
yang dilakukan oleh Hayati et al., (2013) yang
menunjukkan hasil bahwa uji koagulase akan
menghasilkan gumpalan seperti gel apabila
reaksi positif. Dalam penelitian serupa Saeed
et al., (2019) pun menyebutkan bahwa 71,5%
isolat adalah koagulase positif dan sisanya tidak
menggumpalkan plasma.

Enzim koagulase mampu menggumpalkan
plasma darah, sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Saeed ef al.,(2022) bahwa enzim

Gambar 5. Hasil uji koagulase isolat Staphylococcus aureus.
a) kode isolat C12 reaksi positif uji koagulase, b)
kode isolat B5 reaksi negatif uji koagulase
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koagulase Staphylococcus aureus mampu
mengaktifkan protrombin. Mereka berinteraksi
dengan protrombin dalam darah untuk
membentuk  kompleks “Staphylothrombin”.
Staphylothrombin  kemudian = mengaktifkan
enzim protease yang mengubah fibrinogen
menjadi fibrin dan membentuk gumpalan darah.
Enzim koagulase terbagi menjadi dua
macam berdasarkan kemampuannya untuk
menggumpalkan plasma yaitu koagulase positif
dan koagulase negatif. Apabila plasma tidak
segera diperiksa antara 4-24 jam, gumpalan
yang terbentuk akan menghasilkan negatif palsu
karena Staphylococcus aureus menghasilkan
enzim fibrinolisin bersamaan dengan koagulase
yang akan melarutkan gumpalan (Subramanian
et al.,2017). Menurut Cheng (2022) koagulase
positif lebih patogen karena kemampuannya
untuk untuk mengikat fibrin merupakan
sifat yang penting dari patogenesis penyakit
yang mengarah pada pembentukan abses dan
persistensi bakteri dalam jaringan inang.

Uji DNase merupakan wuji  untuk
membedakan aktivitas mikroorganisme
berdasarkan  aktivitas  deoksiribonuklease

(DNase) dan juga mengidentifikasi bakteri
Staphylococcus yang bepotensi patogen. Hasil
dari penelitian yang dilakukan sebanyak 12
isolat (25%) menunjukkan respon positif. Sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Kateete
et al.,(2010) bahwa terdapat zona bening di
sekitar koloni bakteri ketika dituangkan HCI

Gambar 6. Hasil uji DNase isolat Staphylococcus aureus,
kode sampel W4 merupakan reaksi positif darl uji
DNase
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1 M yang menunjukkan koloni bakteri positif
DNase.

Hasil uji  DNase pada  bakteri
Staphylococcus aureus akan memberikan
respon positif karena bakteri ini menghasilkan
enzim deoksiribonuklease (DNase). Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Pumipuntu
et al.,(2017) bahwa hasil uji DNase yang
menunjukkan reaksi negatif menjadikan uji
ini kurang efektif untuk pemeriksaan infeksi
Staphylococcus aureus pada sapi perah. DNase
pada bakteri Staphylococcus aureus berperan
terhadap timbulnya nanah pada jaringan ambing
yang terinfeksi. Hal ini sesuai dengan penelitian
Saeed et al, (2022) enzim DNase memiliki
peran untuk menyebarkan Staphylococcus
aureus dengan mencairkan nanah ketika sapi
mengalami mastitis.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi
Staphylococcus aureus dari susu sapi mastitis
subklinis di Pangalengan menggunakan metode
kultur pada media Blood Agar Plate (BAP),
Mannitol Salt Agar (MSA), pewarnaan Gram, uji
katalase, uji DNase, serta uji koagulase. Dari 48
isolat sampel susu, disimpulkan bahwa 17 isolat
(35,42%) dari total 48 sampel adalah positif
Staphylococcus aureus. Sebanyak 5 isolat dari
Warnasari, 6 isolat dari wilayah Babakankiara
dan 6 isolat dari wilayah Citawa.
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