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Abstract

Antibiotics play a significant role in controlling bacterial infection, however, will no longer be effective
because of antimicrobial resistance (AMR). Staphylococcus aureus has become resistant to various antibiotics,
so detecting and analyzing genes encoding antibiotic resistance traits is important. This research aims to
identify phenotypically, antibiotic sensitivity, and detect antibiotic-resistant genes in S. aureus isolated from
dairy cattle and pet animals. Samples from dairy farms in Boyolali total of 30 samples and 62 samples of pet
animals in Yogyakarta and Semarang were used. Phenotypic and genotypic identification results based on 23S
rRNA and nuc genes showed 80% (24/30) dairy milk samples and 19,35% (12/62) pet animal samples were S.
aureus positive. Based on antibiotic susceptibility test, dairy milk S. aureus isolates are resistant to penicillin
G (50%), oxacillin (25%), tetracycline (21%), ampicillin (17%), gentamicin, cefoxitin, and amoxicillin (13%),
clindamycin (4%), and still sensitive to erythromycin (100%). Pet animal S. aureus isolates showed resistance
to oxacillin and erythromycin (16,67%), tetracycline, penicillin G, and clindamycin (8,33%), but still sensitive
to gentamicin, ampicillin, cefoxitin, and ciprofloxacin and amoxicillin (100%). These results showed S. aureus
dairy milk and pet animal isolates phenotypically have resistance almost 50% to various antibiotics but are
still sensitive to erythromycin. The result of this research indicated there are majority of multidrug-resistant S.
aureus strains in dairy milk and pet animals threaten public health. These results can be used as a basic strategy
for controlling and preventing multidrug resistance in S. aureus.

Keywords: antibiotic; dairy cattle; multidrug resistance; pet animal; staphylococcus aureus.

Abstrak

Antibiotik berperan penting menangani infeksi bakterial, namun terancam tidak efektif karena fenomena
antimicrobial resistance (AMR). Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi fenotipik, mengetahui
sensitivitas antibiotik, serta mendeteksi gen resistensi antibiotik S. aureus asal sapi perah dan hewan
kesayangan. Sampel susu berjumlah 30 dari peternakan sapi perah di Boyolali dan 62 sampel asal hewan
kesayangan di Yogyakarta dan Semarang digunakan dalam penelitian ini. Hasil identifikasi fenotipik serta
genotipik pada gen 23S rRNA dan nuc diketahui sebanyak 80% (24/30) sampel asal susu sapi perah dan
19,35% (12/62) sampel asal hewan kesayangan positif teridentifikasi S. aureus. Berdasar uji sensitivitas
antibiotik diketahui bahwa isolat S. aureus asal susu sapi perah telah resisten terhadap penisilin G (50%,)
oksasilin (25%), tetrasiklin (21%), ampisilin (17%), gentamisin, cefoxitin, dan amoksisilin (13%), klindamisin
(4%), dan masih sensitif terhadap eritromisin (100%). Isolat S. aureus asal hewan kesayangan telah resisten
terhadap oksasilin dan eritromisin (16,67%), tetrasiklin, penisilin G, dan klindamisin (8,33%), namun masih
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sensitif terhadap gentamisin, ampisilin, cefoxitin, siprofloksasin, dan amoksisilin (100%). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa isolat S. aureus asal susu sapi perah dan hewan kesayangan secara fenotipik telah
resistensi hampir 50% terhadap berbagai antibiotik namun masih cukup sensitif terhadap eritromisin. Hasil
penelitian ini mengindikasikan adanya mayoritas strain multidrug resistant S. aureus yang terdapat pada susu
sapi perah dan hewan kesayangan yang membahayakan bagi kesehatan masyarakat. Hasil penelitian ini dapat
digunakan sebagai dasar strategi pengendalian dan kontrol multidrug resistant S. aureus.

Kata kunci: antibiotik; hewan kesayangan; multidrug resistance; sapi perah; staphylococcus aureus.

Pendahuluan

Antibiotik  berperan  penting dalam
melindungi kesehatan manusia dan hewan serta
telah efektif dalam mengobati dan mencegah
berbagai penyakit infeksius. Namun beberapa
antibiotik telah dilaporkan sudah tidak efektif
lagi dikarenakan mikroorganisme telah resisten.
Laporan dari WHO tahun 2021 menunjukkan
bahwa peningkatan antimicrobial resistance
(AMR) pada patogen manusia dan hewan
menjadi ancaman terbesar terhadap kesehatan
global. Sekitar 4,95 juta kematian pada tahun
2019 berhubungan dengan AMR (Murray et al.,
2022). Para ahli memprediksi pada tahun 2050
terdapat 10 juta kematian secara global per
tahun akibat AMR (O’Neill, 2016).

Bakteri strain methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) telah menyebar
di seluruh dunia dan Asia menjadi daerah
dengan prevalensi paling tinggi (Lee et al.,
2018). Prevalensi infeksi MRSA pada manusia
di Asia mencapai 70%, di Indonesia tepatnya
di Jawa dan Bali prevalensinya mencapai 3,1%
(Santosaningsih et al., 2018). Infeksi MRSA
pada anjing di Bangladesh memiliki prevalensi
8,7% serta di Malaysia prevalensi infeksi MRSA
di kucing sebanyak 2% (Rana et al.,2021; Afshar
et al., 2023). Prevalensi infeksi MRSA pada
hewan di Perancis pada anjing 29,3%, kucing
26,5%, dan kuda 47,1% (Haenni et al., 2017).
Penelitian yang dilakukan oleh Bierowiec et al.
(2016) menyebutkan bahwa prevalensi strain
S. aureus pada kucing peliharaan yang resisten
terhadap penisilin 58,33%, oksasilin 8,33%,
gentamisin  4,17%, eritromisin 4,17%, dan
tetrasiklin 4,17%.

Adanya penularan MRSA dari hewan ke
manusia maupun sebaliknya telah dibuktikan
oleh penelitian yang dilakukan oleh Sahibzada
et al. (2017) di Australia dimana 76% babi
terinfeksi MRSA dan 60% pekerja di peternakan

babi tersebut juga terisolasi MRSA. Susu
merupakan sumber transmisi bakteri resisten
antibiotik terutama MRSA dikarenakan adanya
peningkatan penggunaan antibiotik di dunia
kesehatan hewan dan peternakan sebagai agen
terapi dan growth promoter. Asia tepatnya di
Tiongkok, India, dan Iran prevalensi MRSA
pada susu secara berturut-turut yaitu 12,1%,
9,6%, dan 16,2% (Titouche et al., 2022).
Widianingrum et al. (2016) telah melakukan
penelitian tentang resistensi antibiotik pada S.
aureus asal sapi perah di Jawa Tengah dan Riau,
hasilnya yaitu sebanyak 80% isolat resisten
ampisilin, 30% isolat resisten gentamisin, 50%
isolat resisten oksasilin, 40% isolat resisten
tetrasiklin, dan 40% isolat resisten eritromisin.

Peningkatan prevalensi resistensi antibiotik
terutama methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) mengancam kesehatan
dikarenakan pilihan pengobatan akan berkurang
ketika patogen menjadi resisten terhadap
antibiotik. World Health Organization pada
tahun 2015 menyusun Global Action Plan
on Antimicrobial Resistance yang meminta
setiap negara berupaya total untuk melawan
resistensi antibiotik dengan meningkatkan
pemahaman tentang AMR, memperkuat
surveilans, mengurangi kejadian infeksi,
mengoptimalkan ~ penggunaan  antibiotik,
serta menjaga keberlanjutan investasi untuk
melawan AMR (WHO, 2015). Informasi
tentang prevalensi resistensi antibiotik menjadi
penting dalam pengendalian AMR sebagai dasar
dalam penanggulangannya secara praktik di
lapangan. Penelitian resistensi antibiotik yang
bersifat emerging dan re-emerging melalui
analisis deteksi resistensi antibiotik terutama
S.aureus, menjadi penting untuk mencapai
tujuan pemahaman tentang AMR serta usaha
pencegahan dan pengendalian bakteri resisten
antibiotik dapat dilakukan.

21



Alyaa Rifqoh Putri Yosyana, et al.

Materi dan Metode

Pengambilan Sampel

Penelitian ini menggunakan 30 sampel susu
sapi perah dan 62 sampel swab klinis asal hewan
kesayangan yang terdiri dari 18 sampel asal
anjing, 41 sampel asal kucing, dan 3 sampel asal
kelinci. Sampel susu diambil dari peternakan
sapi perah rakyat di Kecamatan Mojosongo,
Kabupaten Boyolali, Jawa Tengah. Sampel swab
klinis hewan kesayangan merupakan sampel
swab lesi kulit, nasal, orofaring, dan/atau telinga
yang diambil dari anjing, kucing, dan kelinci
yang terindikasi secara klinis infeksi bakterial
seperti pasien yang menunjukkan gejala atau
adanya lesi pyogenik, rhinitis, demam, dan
lethargy. Sampel swab klinis hewan kesayangan
didapatkan dari Rumah Sakit Hewan Prof.
Soeparwi serta beberapa klinik hewan di
Yogyakarta dan Semarang. Penggunaan sampel
swab klinis hewan kesayangan untuk penelitian
dibawah tanggung jawab dokter hewan di
rumah sakit dan klinik hewan tersebut. Sampel
diuji di Laboratorium Patologi Klinik Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada.

Isolasi dan Identifikasi Fenotipik
Staphylococcus aureus

Seluruh sampel dilakukan isolasi S. aureus
dengan cara melakukan streak pada plat agar
darah dan diinkubasi 37°C selama 24 jam.
Pertumbuhan koloni dilihat dari morfologinya
dan dicocokkan dengan morfologi koloni S.
aureus yaitu berbentuk bulat, smooth, raised,
mengkilat (glistening), serta berwarna abu
hingga kuning emas gelap (Carroll et al., 2015;
Fitranda et al., 2023). Koloni yang sesuai dengan
koloni S. aureus selanjutnya diteguhkan dengan
melakukan pewarnaan Gram. Bakteri S. aureus
pada pewarnaan Gram menunjukkan Gram-
positif dengan bentuk coccus dan mengelompok
seperti bentuk anggur. Koloni bakteri yang
morfologi koloni dan selnya sesuai dengan S.
aureus dibuat biak murni selanjutnya sampel
diidentifikasi secara fenotipik melalui rangkaian
uji biokemis yaitu inokulasi bakteri pada media
mannitol salt agar untuk melihat kemampuan
memfermentasi manitol, lalu dilakukan wuji
katalase danuji koagulase. Uji katalase dilakukan
dengan cara meneteskan satu tetes H,O, 3%
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pada objek glass dan mencampurkannya
dengan 3-4 koloni bakteri. Hasil positif katalase
menunjukkan adanya gelembung. Uji koagulase
dilakukan dengan menginokulasikan 3-4 koloni
bakteri pada tabung reaksi berisi 500 pL plasma
kelinci dan diinkubasi pada 37°C lalu diamati
setelah 4 dan 24 jam. Hasil positif koagulase
menunjukkan terbentuknya jendalan pada dasar
tabung.

Identifikasi Molekuler Staphylococcus aureus

Ekstraksi DNA pada sampel menggunakan
kit Geneaid Bacteria DNA (Geneaid, Taiwan).
Biakan tiap isolat bakteri dalam media tryptic
soy broth dilakukan ekstraksi DNA sesuai
dengan protokol dari produsen kit ekstraksi.
Gen spesifik spesies dan sifat resistensi S.
aureus dideteksi menggunakan PCR dengan
mengamplifikasi DNA menggunakan primer
spesifik. Identifikasi spesies secara molekuler
menggunakan primer dengan target gen 23S
rRNA dan nuc, serta identifikasi karakternya
dengan mendeteksi target gen coa. Campuran
untuk PCR sebanyak 10 pl terdiri dari 0,5
ul primer forward (10 pmol), 0,5 pl primer
reverse (10 pmol), 5 ul PCR mix, 3,5 ul ddH,0
molecular grade, dan 0,5 ul sampel DNA.
Campuran tersebut kemudian disentrifugasi
beberapa detik lalu dimasukkan kedalam
thermal cycler dengan program PCR sesuai
dengan literatur. Hasil amplifikasi kemudian
dianalisis menggunakan elektroforesis dengan
1,5% gel agarose dan Safe-Red™ Gel Stain.
Langkah berikutnya yaitu divisualisasi dengan
UV transilluminator lalu dibandingkan dengan
kontrol dan marker 100 bp DNA ladder.

Uji Sensitivitas Antibiotik

Seluruh isolat S. aureus diinokulasikan ke
media tryptic soy broth dan diinkubasi pada
37°C selama 24 jam. Kultur kemudian dicuci
menggunakan PBS steril dan dilarutkan dengan
PBS steril sampai mencapai kekeruhan setara
dengan standar 0,5 McFarland. Uji sensitivitas
dilakukan menggunakan metode disc diffusion
Kirby-Bauer. Biakan S. aureus yang telah
distandarkan dengan 0,5 McFarland diambil 50
ul kemudian ditanamkan pada media mueller

hinton agar (MHA) dengan metode spread plate
menggunakan glass spreader. Disk antibiotik
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lalu diletakkan berjarak antar disk-nya pada
media MHA tersebut dan diinkubasi 37°C
selama 24 jam. Disk antibiotik yang digunakan
pada penelitian ini yaitu cefoxitin 30 pg,
vankomisin 30 pg, linkomisin 2 pg, gentamisin
10 png, ampisilin 10 pg, oksasilin 5 pg, tetrasiklin
30 pg, klindamisin 10 pg, penisilin G 10 pg,
eritromisin 15 pg, siprofloksasin 5 pg, dan
amoksisilin 25 pg. Zona inhibisi yang dibentuk
kemudian diukur dan diklasifikan menjadi
resisten, intermediet, dan sensitif sesuai dengan
standar dari Clinical and Laboratory Standards
Institute 2017.

Hasil dan Pembahasan

Sampel hasil koleksi asal susu sapi perah
dan swab klinis hewan kesayangan diisolasi
pada media plat agar darah (PAD) untuk dipilih
berdasarkan morfologi koloni terduga S. aureus
kemudian dilakukan pewarnaan Gram untuk
mengetahui morfologi sel bakteri. Morfologi
koloni bakteri yang dipilih yaitu koloni yang
berwarna putih kekuningan, berbentuk bulat,
serta memiliki margin smooth dan terdapat zona
terang di sekitar pertumbuhan koloni. Hasil dari
pewarnaan Gram koloni terpilih menunjukkan
24 sampel dari total 30 sampel susu sapi perah
serta 12 sampel (5 sampel asal anjing, 5 sampel
asal kucing, dan 2 sampel asal kelinci) dari
total 62 sampel swab klinis hewan kesayangan
menunjukkan golongan bakteri Gram positif
dengan bentuk cocci dan bergerombol seperti
anggur (staphylococci). Hasil isolasi pada plat
agar darah juga menunjukkan terdapat beberapa
isolat yang memiliki karakteristik sebagai small
colony variant (SCV) yaitu memiliki bentuk
koloni seperti fried egg atau berukuran kecil
dan berwarna keabuan bahkan tidak berpigmen.

S. aureus SCV

Hasil pertumbuhan koloni S. aureus varian SCV
di media plat agar darah pada penelitian ini
dapat dilihat pada Gambar 1.

Hasil uji pada media mannitol salt agar
(MSA) menunjukkan 80% (24/30) isolat asal
susu sapi perah mengubah warna media MSA
menjadi kuning. Sebanyak 19,3% (12/62)
isolat asal swab klinis hewan kesayangan
menunjukkan hasil mengubah warna media
MSA menjadi kuning diantaranya isolat asal
anjing, kucing, dan kelinci berturut-turut
yaitu 27,7% (5/18), 12,2% (5/41), dan 66,7%
(2/3) isolat. Karakteristik hemolisis S. aureus
asal susu sapi perah pada media plat agar
darah menunjukkan 54,2% (13/24) bersifat
v-hemolisis, 25% (6/24) bersifat B-hemolisis,
dan 20,8% (5/24) isolat bersifat a-hemolisis.
Bakteri S. aureus asal swab klinis hewan
kesayangan menunjukkan karakteristik pada
media plat agar darah sebanyak 66,6% (8/12)
bersifat y-hemolisis dan 33,3% (4/12) bersifat
B-hemolisis. Isolat asal anjing menunjukkan 80%
(4/5) bersifat y-hemolisis dan 20% (1/5) bersifat
B-hemolisis. Isolat asal kucing menunjukkan
hasil 60% (3/5) bersifat y-hemolisis dan 40%
(2/5) bersifat B-hemolisis. Hasil pada isolat asal
kelinci menunjukkan masing-masing 50% (1/2)
bersifat y-hemolisis dan B-hemolisis. Hasil uji
katalase pada isolat S. aureus asal susu sapi
perah menunjukkan 83,3% (20/24) positif dan
pada isolat asal swab klinis hewan kesayangan
sebanyak 75% (9/12) isolat positif katalase.
Isolat asal anjing, kucing, dan kelinci berturut-
turut menunjukkan sebanyak 80% (4/5), 80%
(4/5), dan 50% (1/2) positif katalase. Hasil uji
koagulase isolat S. aureus asal sampel susu sapi
perah menunjukkan 33,3% (8/24) isolat positif
koagulase, sedangkan pada isolat asal swab

u T ] e b
S. aureus wild type (38

Gambar 1. Pertumbuhan koloni S. aureus varian small colony variant (SCV) isolat
BYL3 0 (atas) serta S. aureus varian wild type isolat A17 (kiri) dan isolat
BYL22 (kanan) pada media plat agar darah domba.

23



Alyaa Rifqoh Putri Yosyana, et al.

Tabel 2. Hasil uji fenotipik isolat S. aureus asal susu sapi perah dan hewan kesayangan.

. . Uji fenotipik
Asal isolat Jenis hewan
PAD Pewarnaan Gram MSA Katalase Koagulase
0,
_ «(208%) +(83%) +(67%)
Susu Sapi perah B (25%)
v (54%) —(17%) —(33%)
Anii B (20%) +(80%) + (60%)
njin e
Ve v (80%) Gram +, staphylococci Kuning —(20%) —(40%)
. B (40%) +(80%) +(20%)
Hewan Kesayangan  Kucing Is—
Y (60%) —(20%) —(80%)
50% +(50%
Kelinci I G (50%) + (100%)
v (50%) —(50%)

klinis hewan kesayangan sebanyak 50% (6/12)
isolat positif koagulase. Hasil positif pada isolat
asal anjing, kucing, dan kelinci berturut-turut
yaitu 60% (3/5), 20% (1/5), dan 100% (2/2).
Hasil uji fenotopik seluruh isolat S. aureus dapat
dilihat pada Tabel 2.

Hasil identifikasi molekuler pada sampel
susu sapi perah berdasarkan target gen 23S
rRNA menunjukkan sebanyak 90% (27/30)
positif gen 23S rRNA dan dari 29 sampel positif
23S rRNA sebanyak 82,75% (24/29) positif
gen nuc. Amplifikasi gen coa pada sampel asal
susu perah menghasilkan 95,8% (23/24) isolat
teridentifikasi S. aureus koagulase positif.
Sampel asal swab klinis hewan kesayangan pada
anjing didapatkan hasil sebanyak 66,7% (12/18)
positif gen 23S rRNA dan dari 12 sampel positif
23S rRNA sebanyak 41,7% (5/12) sampel positif
gennuc., serta 100% (5/5) isolat terdeteksi positif
gen coa. Sampel asal kucing sebanyak 23,8%
(10/42) sampel positif 23S rRNA, 50% (5/10)
sampel positif gen nuc, serta 60% (3/5) isolat
S. aureus positi gen coa. Sampel asal kelinci
didapatkan hasil 66,7% (2/3) sampel positif

gen 23S rRNA, 100% (2/2) sampel positif gen
nuc dan coa. Hasil identifikasi isolat S. aureus
secara genotipik dapat dilihat pada Tabel 3.
Isolat S. aureus asal susu sapi perah dan hewan
kesayangan dilakukan uji sensitivitas antibiotik
menggunakan metode Kirby-Bauer disc diffusion.
Disk antibiotik yang digunakan yaitu cefoxitin 30 pg,
vankomisin 30 pg, linkomisin 2 pg, gentamisin 10
ng, ampisilin 10 pg, oksasilin 5 pg, tetrasiklin 30 g,
klindamisin 10 pg, penisilin G 10 pg, eritromisin 15 pg,
siprofloksasin 5 pg, dan amoksisilin 25 pg. Menurut
Clinical and Laboratory Standards Institute (2017),
sensitivitas bakteri terhadap antibiotik vankomisin
dan linkomisin tidak dapat dideteksi menggunakan
metode disc diffusion sehingga pada penelitian ini
hasil terhadap antibiotik vankomisin dan linkomisin
tidak diinterpretasikan. Interpretasi diameter zona
jernih yang dihasilkan (S: sensitif; I: intermediet;
R: resisten) dibandingkan berdasarkan standar dari
Clinical and Laboratory Standards Institute (2017).
Hasil sensitivitas isolat S. aureus asal susu sapi perah
terhadap berbagai antibiotik diantaranya tetrasiklin
(S:79,2%; 1: 0%; R: 20,8%), oksasilin (S: 75%, I: 0%,
R: 25%), gentamisin (S: 79,2%, I: 8,3%. R: 12,5%),

Tabel 3. Hasil identifikasi isolat S. aureus asal sapi perah dan hewan kesayangan secara molekuler.

Asal sampel Jenis hewan Jumlah sampel Juzrrglse&rll}{);i‘uf Jumlah positif nuc Jumlah positif coa
Susu Sapi perah 30 27 24 23
(90%) (88,9%) (95,8%)
Hewan kesayangan Anjing 18 12 5 5
(66,7%) (41,7%) (100%)
Kucing 42 10 5 3
(23,8%) (50%) (60%)
Kelinci 3 2 2 2
(66,7%) (100%) (100%)
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eritromisin (S: 83,3%, I: 16,7%, R: 0%), ampisilin
(S:79,2%, 1: 4,2%, R: 16,6%), penisilin G (S: 37,5%,
I 12,5%, R: 50%), cefoxitin (S: 87,5%, 1. 0%, R:
12,5%), siprofloksasin (S: 91,7%, 1: 4,2%, R: 4,2%),
amoksisilin (S: 54,2%, I: 33,3%, R: 12,5%), dan
klindamisin (S: 87,5%, I: 8,3%, R: 4,2%). Isolat S.
aureus asal anjing menghasilkan sensitivitas terhadap
berbagai antibiotik diantaranya tetrasiklin dan
oksasilin (S: 80%, R: 20%), gentamisin, ampisilin,
cefoxitin, ciprofloksasin, amoksisilin, dan klindamisin
(S: 100%), serta eritromisin dan penisilin G (S: 80%,
I: 20%). Isolat asal kucing menghasilkan sensitivitas
antibiotik tetrasiklin, gentamisin, ampisilin, cefoxitin
dan siprofloksasin (S: 100%), oksasilin, eritromisin,
dan klindamisin (S: 80%, R: 20%), amoksisilin (S:
80%, I: 20%), serta penisilin G (S: 60%, I: 20%, R:
20%). Isolat asal kelinci hasil sensitivitas antibiotiknya
yaitu tetrasiklin, oksasilin, gentamisin, ampisilin,
penisilin G, cefoxitin, siprofloksasin, amoksisilin, dan
klindamisin (S: 100%), serta eritromisin (S: 80%, R:
20%). Hasil uji sensitivitas antibiotik seluruh isolat S.
aureus dapat dilihat pada Tabel 4.

Isolasi sampel susu sapi perah dan swab
klinis hewan kesayangan pada penelitian ini
dilakukan dengan metode 7T-streak pada media
platagardarah. Morfologikoloni Staphylococcus
aureus pada plat agar darah menurut Kamaruddin
(2020) yaitu berukuran besar, sedang, atau kecil,
berwarna putih kekuningan, convex, permukaan
mengkilat dan pada strain infektif biasanya
menghasilkan zona hemolisis jernih disekitar
koloni. Menurut von FEiff (2008), S. aureus
memiliki varian yang memiliki ukuran koloni

yang kecil atau disebut dengan small colony
variants (SCVs) S. aureus. Bakteri S. aureus
SCV memiliki morfologi tidak berpigmen,
non-hemolitik, dan berukuran 10x lebih kecil
dibanding strain induk. Menurut Melter and
Radojevic (2010), S. aureus SCV pada plat
agar darah dapat berpigmen keabuan atau tidak
berpigmen serta dapat memiliki bentukan koloni
seperti “telur mata sapi/fried egg”. Ukuran yang
lebih kecil pada varian SCV disebabkan oleh
sifat auxotroph terhadap menadion, hemin,
atau timidin. Auxotroph merupakan sifat suatu
organisme yang membutuhkan suatu senyawa
tertentu sebagai syarat untuk organisme tersebut
bertumbuh. Ketika media disuplementasi oleh
senyawa tersebut, SCV akan tumbuh secepat
strain induk. Menadion dan hemin dibutuhkan
untuk biosintesis komponen rantai transport
elektron. Bakteri S. aureus membentuk SCV
sebagai strategi untuk menghindar dari terapi
antibiotik (von Eiff, 2008).

Pewarnaan  Gram  dilakukan  untuk
konfirmasi S. aureus berdasarkan morfologi sel
bakteri dari pertumbuhan koloni pada plat agar
darah. Menurut Leber (2016), Staphylococcus
aureus  bersifat ~ Gram-positif, = memiliki
bentukan sel yang seragam dan berbentuk
cocci yang mengelompok seperti anggur. Hal
tersebut sesuai dengan seluruh hasil pewarnaan
Gram pada seluruh isolat terduga S. aureus
yang berasal dari sampel susu sapi perah dan
swab klinis hewan kesayangan. Bakteri Gram-
positif memiliki dinding sel yang tersusun dari

Tabel 4. Hasil uji sensitivitas antibiotik isolat S. aureus asal susu sapi perah dan hewan kesayangan.

Uji Sensitivitas Antibiotik

Jenis hewan

TE (6):¢ CN E AMP P FOX CIP AML DA
Susu Sapi Perah S: 79% S:75%  S:79%  S:83%  S:79% S:38%  S:88% S:92%  S:79%  S:88%
(n=24) I: 0% I: 0% I: 8% I: 17% I: 4% I: 13% I: 0% I: 4% I: 33% I: 8%
R:21%  R:25% R:13% R:0% R:17% R:50% R:13% R:4% R:13% R: 4%
Anjing S: 80% S:80%  S:100% S:80% S:100%  S:80%  S:100% S:100% S:100%  S: 100%
(n=15) 1: 0% I: 0% I: 0% I: 20% I: 0% 1: 20% 1: 0% I: 0% 1: 0% I: 0%
R:20%  R:20% R:0% R:0%  R:0% R: 0% R: 0% R: 0% R: 0% R: 0%
Kucing S:100%  S:80%  S:100% S:80% S:100%  S:60%  S:100% S:100%  S:80%  S:80%
(n=5) I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% 1: 20% I: 0% I: 0% I: 20% I: 0%
R: 0% R:20% R:0% R:20% R:0% R:20%  R: 0% R: 0% R: 0% R:20%
Kelinci S:100%  S:100% S:100% S:80% S:100%  S:100% S:100% S:100% S:100%  S: 100%
(n=2) I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0% I: 0%
R: 0% R: 0% R:0% R:20% R:0% R: 0% R: 0% R: 0% R: 0% R: 0%

Keterangan: TE: Tetrasiklin, OX: Oksasilin, CN: Gentamisin, E: Eritromisin, AMP: Ampisilin, P: Penisilin G, FOX: Cefoxitin, CIP:
Siprofloksasin, AML: Amoksisilin, DA: Klindamisin, S: Sensitif, I: Intermediet, R: Resisten.
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peptidoglikan sebagai polimer primer dan asam
teikoat sebagai polimer sekunder. Dinding sel S.
aureus peptidoglikannya tersusun atas untaian
linear berulang N-acetyl-glucosamine-N-acetyl-
muramic acid yang membentuk fiber yang
panjangnya sekitar 10-15 dimer. Fitur tersebut
yang membentuk bentukan sel dan melindungi
sel dari lingkungan luar. Dinding sel bakteri
Gram-positif relatif lebih tebal, bersifat lebih
kokoh dan kurangbersifat permeabel (Beveridge,
2000). Crystal violet sebagai primary stain pada
proses pewarnaan Gram dapat dengan mudah
menembus dinding sel hampir semua bakteri.
Tahap kedua yaitu penggunaan iodine sebagai
mordant akan berikatan dengan crystal violet
sehingga membentuk kompleks dye-iodine
yang membentuk kristal dye berukuran besar
yang terperangkap didalam dinding sel bakteri
Gram-positif yang tebal sehingga penambahan
decolorizer memiliki efek yang minim. Sel
bakteri Gram-positif akan terkena dampak yang
minim dengan adanya counterstain dye yang
berwarna merah sehingga sel bakteri Gram-
positif tetap berwarna ungu (Moyes et al., 2009).

Media MSA merupakan media selektif dan
diferensial yang digunakan untuk mengisolasi
Staphylococcus sp. Media MSA mengandung
7,5% NaCl sehingga menyeleksi bakteri
yang dapat mentolerir garam konsentrasi
tinggi (Shields and Tsang, 2016). Media MSA
mengandung manitol dan ketika manitol
terfermentasi maka asam akan dihasilkan.
Asam akan mengubah indikator pH di media,
yaitu phenol red, berubah warna dari merah
muda menjadi kuning (Engelkirk and Duben-
Engelkirk, 2008). Bakteri S. aureus akan
memfermentasi manitol dan menghasilkan asam
yang akan menurunkan pH sehingga membentuk
area berwarna kuning di sekitar koloni (Shields
and Tsang, 2016). Bakteri S. aureus strain SCV
pada media mannitol salt agar (MSA) tidak atau
sedikit mengubah warna media menjadi kuning
(Von Eiff, 2008). Isolat yang mengubah warna
media MSA menjadi kuning secara fenotipik
terkonfirmasi sebagai S. aureus.

Karakteristik hemolisis padaisolat S. aureus
asal susu sapi perah dan hewan kesayangan
divisualisasikan dengan penanaman pada
media plat agar darah domba 5%. Hemolisin
merupakan faktor virulensi yang berperan pada
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invasi bakterial dan untuk lolos dari respon
sistem imun (Ariyanti et al., 2011). Hemolisin
akan membuat sel hospes rusak dengan
membuat lubang pada dinding sel hospes yang
berkontribusi pada patogenisitas S. aureus
(Desouky et al., 2014). Pada uji hemolisis di
plat agar darah akan terbentuk [-hemolisis,
a-hemolisis, dan y-hemolisis. Sifat B-hemolisis
ditandai dengan adanya zona jernih di sekitar
koloni karena adanya lisis secara penuh eritrosit
pada media plat agar darah. Sifat a-hemolisis
dicirikan dengan zona berwarna hijau kecoklatan
di sekitar koloni karena isolat dapat mengurangi
hemoglobin eritrosit menjadi methemoglobin
yang ditandai dengan warna hijau kecoklatan.
Sifat y-hemolisis ditandai dengan tidak adanya
perubahan warna media (Almwafy et al., 2020).
Sifat  B-hemolisis, «-hemolisis, dan
y-hemolisis dikodekan berturut-turut oleh gen
hlb, hla, dan hly. Isolat S. aureus yang bersifat
B-hemolisis Dbersifat lebih patogen karena
memiliki aktivitas sphingomyelin-specific fos-
folipase yang menyebabkan sel lisis (Desouky
et al., 2014). Terdapat isolat yang menghasilkan
berbagai tipe hemolisin, kebanyakan alfa dan
beta, namun ada juga kombinasi hemolisin seperti
alfatbetat+delta dan betatdelta (Natasa et al.,
2014). Umur domba yang darahnya digunakan
untuk membuat plat agar darah juga berpengaruh
pada tipe hemolitik S. aureus yang dihasilkan.
Plat agar darah yang mengandung darah domba
tua dapat menyebabkan agar pada dasar plat
menggelap sehingga sulit untuk dilakukan
pengamatan hemolisisnya (Ariyanti et al., 2011).
Uji katalase dilakukan pada isolat yang
terkonfirmasi S. aureus berdasarkan morfologi
koloni, morfologi sel, dan pertumbuhannya
pada media MSA. Uji katalase digunakan untuk
mendeteksi adanya enzim katalase pada bakteri.
Enzim katalase berfungsi untuk menetralkan
efek bakterisidal dari H,O,. Katalase akan
mempercepat pemecahan H,O, menjadi air
dan oksigen (2H,0, + Katalase — 2H O +
O,) sehingga akan membentuk gelembung
pada reaksinya (Reiner, 2016). Kebanyakan
staphylococci merupakan katalase positif
dengan pengecualian S. saccharolyticus dan
S. aureus subsp. anaerobius yang merupakan
katalase negatif dan tumbuh lebih cepat di
kondisi anaerob (Del’ Alamo et al., 2007).
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Keberadaan strain catalase-negative 8.
aureus (CNSA) jarang dilaporkan namun sifat
fenotipnya telah lama dikenal. Masih belum jelas
apakah sedikitnya jumlah laporan dikarenakan
kejadian yang sebenarnya atau jarang dilaporkan
karena banyak laboratorium mikrobiologi rumah
sakit yang tidak rutin melakukan uji katalase
(Del’Alamo et al., 2007). Kasus CNSA pada
hewan pertama kali dilaporkan oleh Corrente et
al. (2013) tepatnya yaitu MRSA yang tergolong
koagulase negatif pada anjing. Produksi katalase
merupakan faktor virulensi S. aureus namun
peran sebenarnya masih perlu diteliti. Telah
dilaporkan sebelumnya bahwa isolat katalase
negatif bersifat kurang virulen daripada isolat
katalase positif, namun laporan yang dibuat oleh
Del’Alamo et al. (2007) menyatakan bahwa
terdapat tiga pasien manusia yang meninggal
dengan bakterimia CNSA. Pada penelitian yang
dilakukan di hewan model mencit oleh Messina
et al. (2002) juga menunjukkan strain CNSA
memiliki tingkat virulensi yang serupa dengan
S. aureus katalase positif. Enzim katalase S.
aureus terdiri dari 4 subunit dikodekan oleh gen
katA. Strain S. aureus katalase negatif menekan
aktivitas katalase akibat adanya punctate
mutation dan/atau delesi yang menyebabkan
perubahan integritas dan fungsi dari gen katA.
Pada strain 164/13a di laporan yang ditulis oleh
Corrente et al. (2013), fenotipe katalase negatif
ini berkaitan dengan adanya delesi sehingga
menyebabkan frame-shift pada gen katA.

Uji koagulase dilakukan karena tujuannya
menurut Katz (2016) yaitu untuk membedakan
strain S. aureus dari S. epidermidis dan spesies
koagulase negatif lainnya. Strain S. aureus
kebanyakan dapat mengkoagulasi plasma yang
diberi perlakuan EDTA pada tube test serta akan
menghasilkan gumpalan sel pada s/ide test (Katz,
2016). Uji koagulase menggunakan metode slide
test dapat memberikan hasil bias. Metode s/ide
test dapat memberikan hasil positif palsu karena
beberapa coagulase negative staphylococci
(CoNS) manusia memproduksi clumping factor
dan dapat diartikan positif palsu dengan metode
slide test (Kateete et al., 2010). Koagulase
merupakan faktor virulensi dari Staphylococci
dan bagi yang tidak memproduksinya maka
tergolong kurang patogenik (Locatelli et al.,
2023). Protein koagulase akan berinteraksi

dengan fibrinogen dan prothrombin sehingga
dapat menggumpalkan fibrinogen, plasma atau
darah (McAdow et al., 2012).

Bakteri S. aureus mensekresi dua protein
yang berperan dalam koagulasi yaitu koagulase
(dikodekan oleh gen coa) dan von Willebrand
factor binding protein (dikodekan oleh gen
vwb). Ketika ada delesi yang menargetkan salah
satu dari gen coa atau vwb akan menghasilkan
penurunan virulensi yang sedang, namun apabila
adanya double mutasi pada coa-vwb akan
menghasilkan pengurangan virulensi secara
dramatis pada kemampuan untuk menyebabkan
abses atau sepsis letal di mencit (McAdow et al.,
2012). Penelitian yang dilakukan Phonimdaeng
etal.(1990),Baddouretal.(1994),dan Moreillon
et al. (1995) menunjukkan bahwa adanya delesi
kromosomal gen coa tidak mempengaruhi
virulensi S. aureus pada model mencit infeksi
subkutan atau mastitis dan di model tikus
endokarditis infektif. Kebanyakan S. aureus
varian SCV bersifat koagulase positif pada uji
koagulase tube test hanya pada setelah inkubasi
lebih dari 18 jam sehingga sering menunjukkan
hasil negatif palsu (von Eiff, 2008). Hasil
negatif palsu juga dapat disebabkan oleh adanya
produksi staphylokinase oleh beberapa isolat
Staphylococcal yang dapat melisiskan jendalan
saat inkubasi yang terlalu lama serta adanya
potensi kontaminan juga dapat berkontribusi
pada hasil negatif palsu saat inkubasi yang
terlalu lama. Ada beberapa strain S. aureus yang
membutuhkan waktu inkubasi lebih lama untuk
menghasilkan reaksi koagulase positif. Bakteri
S. aureus yang bersifat koagulase negatif
merupakan strain yang tidak umum (Rukumani
etal., 2014).

Staphylococcus aureus diidentifikasidengan
mendeteksi gen 23S rRNA dan nuc sehingga
pada penelitian ini isolat yang teridentifikasi
sebagai S. aureus asal susu sapi perah berjumlah
24 isolat, asal anjing dan kucing masing-masing
berjumlah 5 isolat, serta asal kelinci berjumlah
2 isolat. Identifikasi secara molekuler gen coa
juga dilakukan dalam penelitian ini untuk
mengonfirmasi isolat S. aureus, menurut Veras
et al. (2008) gen coa merupakan 100% spesifik
untuk S. aureus. Hasilnya yaitu sebanyak 95,8%
isolat S. aureus asal susu sapi perah positif
gen coa. Isolat asal anjing, kucing, dan kelinci
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positif gen coa bertutur-turut sebanyak 100%,
60%, dan 100%.

Hasil deteksi gen coa dibandingkan dengan
hasilujikoagulase metode tubetest. Adabeberapa
isolat yang positif mengandung gen coa namun
menunjukkan hasil negatif pada uji koagulase,
hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian
yang dilakukan oleh Sunagar ef al. (2013) dan
Younis et al. (2018). Identifikasi koagulase
secara fenotipik saja bukanlah metode yang
tepat sehingga perlu kombinasi antara metode
fenotipik dan molekuler, namun identifikasi
secara molekuler lebih akurat dibanding dengan
uji fenotipik biokemis (Sunagar et al., 2013).
Metode tube test digunakan untuk mendeteksi
free coagulase yang dikodekan oleh gen
coa yang membantu pengubahan fibrinogen
menjadi fibrin yang menyelubungi permukaan
bakteri dan melindunginya dari fagositosis
dan sistem pertahanan hospes lainnya. Hasil
penelitian yang dilakukan oleh Valmorbida et
al. (2022) juga menghasilkan isolat S. aureus
yang positif gen coa namun hasilnya negatif
pada uji fenotipik menggunakan metode tube
test. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa
ada beberapa isolat yang memiliki gen coa
namun tidak mengekspresikannya. Younis et
al. (2018) menyatakan bahwa gen coa tidak
mengekspresikan sifat koagulase secara in vitro
karena gen coa telah termutasi.

Uji sensitivitas antibiotik dilakukan pada
seluruh isolat S. aureus menggunakan metode
Kirby-Bauer disc diffusion. Hasil uji sensitivitas
antibiotik pada isolat asal susu sapi perah
menunjukkan adanya multi-resisten terhadap
berbagai antibiotik seperti tetrasiklin, oksasilin,
gentamisin, ampisilin, penisilin G, cefoxitin,
siprofloksasin, amoksisilin, klindamisin, dan
eritromisin dengan rentang resistensi sekitar
4,2%-50%. Penelitian resistensi antibiotik pada
susu sapi perah yang dilakukan di Pakistan
oleh Lubna et al. (2023), persentase resistensi
terhadap antibiotik oksasilin, gentamisin,
tetrasiklin,  siprofloksasin, penisilin, dan
amoksisilin bertutut-turut yaitu 100%, 9,09%,
72,72%, 0%, 100%, dan 0%. Hal tersebut
sesuai dengan penelitian ini bahwa persentase
resistensi terhadap antibiotik penisilin paling
banyak dibanding antibiotik lainnya, namun
persentase resistensi terhadap antibiotik tersebut
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tidak sebesar hasil yang didapatkan oleh Lubna
et al. (2023), hal ini dapat disebabkan oleh
masih adanya S. aureus yang sensitif terhadap
antibiotik tersebut di daerah pengambilan sampel
yaitu di Kecamatan Mojosongo, Boyolali.
Penelitian yang dilakukan oleh Sharma et al.
(2011) menggunakan susu sapi perah di India,
sebanyak 15% dan 25% isolat resisten terhadap
eritromisin dan ampisilin. Hal tersebut berbeda
dengan hasil penelitian ini yang menunjukkan
tidak ditemukannya resisten terhadap eritromisin
pada isolat asal susu sapi perah. Perbedaan
tersebut dapat disebabkan oleh adanya perbedaan
geografis pengambilan sampel serta intensitas
pengobatan menggunakan antibiotik yang
dilakukan pada peternakan tersebut. Penelitian
yang dilakukan oleh Ceniti et al. (2017) pada
susu ruminansia di Italia menunjukkan bahwa
resistensi isolat S. aureus dari susu terhadap
klindamisin yaitu 15,62%. Hasil tersebut jauh
lebih besar dibanding dengan hasil penelitian ini
yang hanya sebesar 4,2%.

Hasil uji sensitivitas antibiotik pada isolat
asal anjing, kucing, dan kelinci menunjukkan
adanya  multi-resisten  antibiotik  namun
persentasenya tidak sebanyak pada isolat
asal susu sapi perah. Tingkat resistensi yang
ditunjukkan pada isolat asal anjing, kucing, dan
kelinci terhadap antibiotik tetrasiklin, oksasilin,
penisilin G, amoksisilin, klindamisin, dan
eritromisin sekitar 20%. Hasil uji sensitivitas
antibiotik terhadap gentamisin, ampisilin,
cefoxitin, dan siprofloksasin menunjukkan
100% masih sensitif terhadap antibiotik tersebut.
Laporan yang ditulis oleh Abdullahi ez al. (2022)
tentang resistensi antibiotik S.aureus asal hewan
kesayangan, menyatakan bahwa S. aureus asal
hewan kesayangan menunjukkan resistensi
antimikrobia fenotipik terhadap ampisilin,
tetrasiklin, eritromisin, cefoxitin, oksasilin,
streptomisin, trimethoprim/sulfamethoxazole,
siprofloksasin, cefoxitin, rifampisin, penisilin,
kloramfenikol, dan neomisin. Perbedaan
geografis serta sumber daya alam berpengaruh
terhadap prevalensi tingkat resistensi serta jenis
antibiotik yang resisten.

Kesamaan dari hasil uji sensitivitas anti-
biotik pada sampel asal susu sapi perah dan he-
wan kesayangan yaitu ditemukannya resistensi
terhadap antibiotik  tetrasiklin, oksasilin,
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penisilin G, amoksisilin, dan klindamisin.
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Wayne
et al. (2011) berdasarkan analisis kasus secara
retrospektif dari sampel resep antibiotik pada
anjing di Inggris yang diambil secara random dari
tahun 2008 hingga 2009 sekitar 17% resep terapi
antibiotik dibuat untuk kasus yang terkonfirmasi
adanya infeksi, 45% diduga adanya infeksi, dan
38% tidak ada bukti dokumentasi adanya infeksi.
Amoksisilin-klavulanat merupakan antibiotik
yang paling banyak diresepkan diikuti oleh
cefazolin/cefaleksin, enrofloksasin, ampisilin/
amoksisilin ~ dan  doksisiklin.  Doksisiklin
merupakan antibiotik yang paling banyak
digunakan pada kasus tanpa bukti terdokumentasi
adanya  infeksi, sedangkan  amoksisilin-
klavulanat merupakan jenis antibiotik paling
sering diresepkan pada kasus yang terkonfirmasi
atau diduga adanya infeksi (Wayne et al., 2011).

Penggunaan antibiotik pada sapi perah
telah diteliti oleh Kuipers et al. (2016)
yang dilakukan di 94 peternakan sapi perah
di Belanda dari tahun 2005 hingga 2012
menunjukkan  hasil bahwa  amoksisilin-
asam klavulanat, sefalosporin, penisilin, dan
tetrasiklin merupakan golongan antibiotik yang
paling banyak digunakan. Adanya keseragaman
resisten terhadap antibiotik B-laktam (penisilin,
oksasilin, ampisilin, cefoxitin) disebabkan
antibiotik tersebut banyak digunakan untuk
terapi infeksi kulit pada hewan kesayangan dan
kejadian mastitis pada sapi perah. Kejadian
tersebeut menandakan bahwa isolat S. aureus
tersebut termasuk kedalam methicillin-resistant
S. aureus (MRSA) (Widianingrum et al., 2016).
Isolat resisten antibiotik dapat bertransmisi
ke manusia lewat konsumsi susu dan kontak
yang intens terhadap hewan kesayangan.
Penggunaan antibiotik sebagai growth promoter
di peternakan serta terapi antibiotik yang tidak
tepat jenis dan dosis di klinik hewan, terutama
jenis antibiotik yang sering digunakan pada
manusia dan hewan perlu dihindari. Kondisi
sanitasi dan handling sapi selama proses
pemerahan harus ditingkatkan untuk mencegah
transmisi. Multi-resisten muncul akibat adanya
penggunaan antibiotik yang tidak tepat jenis
dan dosis sehingga bakteri berkembang menjadi
multi-resisten dan menyebabkan terapi tidak
efektif (Widianingrum et al., 2016).

Penelitian berkelanjutan perlu dilakukan
untuk memantau perkembangan resistensi
antibiotik pada produk pangan asal hewan
terutama susu serta hewan kesayangan yang
lebih luas lagi cakupan wilayah pengambilan
sampelnya dan perlu juga untuk menguji
sampel asal manusia sehingga dapat mengetahui
penyebarannya dan resiko zoonosis. Adanya
indikasi mayoritas strain multidrug resistant S.
aureus yang terdapat pada susu sapi perah dan
hewan kesayangan sehingga perlu mendapat
perhatian yang serius karena memiliki potensi
membahayakan kesehatan masyarakat serta
dapat menyebar ke hewan lain.

Kesimpulan

Berdasar hasil identifikasi fenotipik 30
sampel susu sapi perah dan 62 sampel swab
klinis asal hewan kesayangan dapat dideteksi S.
aureus pada 80% (24/30) sampel asal susu sapi
perah dan 19,35% (12/62) sampel swab klinis
asal hewan kesayangan. Hasil uji sensitivitas
antibiotik menunjukkan isolat S. aureus asal susu
sapi perah telah resisten terhadap tetrasiklin 21%
(5/24), oksasilin 25% (6/24), gentamisin 13%
(3/24), ampisilin 17% (4/24), penisilin G 50%
(12/24), cefoxitin 13% (3/24), siprofloksasin
4% (1/24), amoksisilin 13% (3/24), klindamisin
4% (1/24), namun masih sensitif eritromisin
83%. S. aureus asal hewan kesayangan telah
resisten terhadap tetrasiklin, penisilin G, dan
klindamisin 8,33% (1/12), eritromisin dan
oksasilin 16,67% (2/12), namun masih sensitif
terhadap gentamisin, ampisilin, cefoxitin,
siprofloksasin, dan amoksisilin 100%. Hasil
tersebut menandakan adanya strain multidrug
resistant S. aureus pada susu sapi perah dan
hewan kesayangan yang dapat membahayakan
kesehatan masyarakat. Hasil penelitian ini dapat
menjadi dasar strategi pengendalian dan kontrol
multidrug resistant S. aureus.
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