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Bakteri Staphylococcus aureus merupakan salah satu penyebab infeksi
nosokomial yang memiliki kemampuan antimicroba resistance.
Mekanisme resistensi dapat dilihat dari aktifnya gen penyandi resisten
yang dominan terdapat di dalam plasmid. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui profil plasmid pada S.aureus Methicillin-Resistant dengan
menggunakan metode elektroforesis DNA.  Hasil uji kepekaan
antibiotik 3 strain S.aureus sampel S.aureusPus MRSA 1, S.aureusPus
MRSA 2 dan S.aureusPus MRSA\,3 menunjukkan resisten terhadap
antibiotik oxacillin dan-gentamicin. Hasil isolasi plasmid setelah di
elektroforesis menunjukkan pita tunggal pada ukuran tinggi mendekati
24000 bp. Hal ini dapat disimpulkan pita DNA tunggal yang
tervisualisasi bukan merupakan plasmid namun genom. Semua
sampel dalam_penelitian tidak memiliki plasmid tetapi hanya terlihat
genom, namun.memiliki sifat resistensi antibiotik.

Pendahuluan

(Nurkusuma, 2015). Munculnya bakteri —

Penyakit infeksi.‘merupakan jenis bakteri patogen yang resisten terhadap
penyakit yang disebabkan oleh antibiotik tertentu sangat menyulitkan proses
mikroorganisme  salah = satunya bakteri. pengobatan (Utami, 2012). Jenis antibiotik
Penyakit infeksi banyak diderita oleh seperti penisilin, oksasilin, dan golongan B-

Universitas

penduduk di negara berkembang, termasuk
Indonesia (Gibson, 1996). « Staphylococcus
aureus (S.aureus) merupakan—bakteri yang
bersifat patogen oportunistik yang menjadi
salah satu penyebab infeksi di rumah sakit.
Beberapa penyakit yang disebabkan oleh
infeksi S.aureus, diantaranya pneumonia,
meningitis, endocarditis dan ostoemyelitis
hematogen akut. S.aureus juga dapat
mengakibatkan kontaminasi langsung
padaluka, seperti infeksi luka paska operasi
(Jawetz et al, 2007). Infeksi S.aureusdi
Indonesia menjadi semakin meningkat empat
kali lipat dari tahun 1986 — 1993 sebesar 2,5%
menjadi  9,4% (Nasrin, 2010).S.aureuspada
luka pasca operasi ditemukan 23 kasus di
Rumah Sakit Dr.Kariadi Semarang

laktam yang banyak dipergunakan di rumah
sakit termasuk dalam antimicroba resisten.
Upaya  pengobatan infeksi S.aureus rentan

terhadap  penisilin -~ membuahkan  hasil
padatahun 1959 ditemukan antimikroba
semisintetik yang dapat menyebabkan

S.aureus rentan metisilin (methicillin).
Keberhasilan tersebut tidak bertahan
lama karena dua tahun kemudian ditemukan
S.aureus  resisten  terhadap  methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
(Yuwono, 2011). Persentase galur S.aureus
yang rentan terhadap metisilin di Indonesia
pada tahun 2006 prevelensinya berada pada

angka 23,5%  (Sulistyaningsih,  2010).
Mekanisme resistensi dapat dilihat dari
aktifnya gen
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penyandi resisten yang dominan terdapat di
dalam plasmid. Sehingga pada penelitian ini
akan dilakukan profil plasmid pada
Staphylococcus aureus Methicillin-
Resistantsehingga akan ditemukan pola
penganalan pita DNA yang mengacu pada
MRSA.

Bahan dan Metode

Penelitian dilakukan dengan 4 tahap,
yaitu: kultivasi bakteri dengan media BHI
cair, uji sensitivitas, isolasi S.aureus, dan
elektroforesis DNA.
1. Kultivasi Bakteri

Kultivasi bakteri menggunakan media
BHI cair. Satu koloni pada media BAP
ditanam pada 10 mL BHI cair,kemudian
diinkubasi  kedalam media HIA lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam
sehngga didapat strain S.aureus.
2. Uji Sensitivitas

S. aueus disuspensikan dalam 3 mL
larutan NaCl fisiologis, lalu dibandingan
kekeruhannya dengan standar Mc Farland
0,5. Suspensi biakan. murni diambil 100pl
dan disebarkan kepermukaan Mueller Hiton
Agar (MHA) dalam cawan petri. Medium uyji
tersebut didiamkanpada suhu kamar selama
5 menit untuk adaptasi bakteri dalam
medium. Setelah itu pada medium diletakan
disk antibiotik uji metisilin, vankomisin,
ciprofloksasin. Kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 ‘jam. Zona hambat
yang terbentuk disekitar . koloni-  diukur
dengan menggunakan cangka sorong. Data
zona bening diandingkan dengan data pada
pustaka Clinical and Laboratory Standart
Institute (CLSI).
3. Isolasi S.aureus.

Prosedur isolasi plasmid S.aureus
mengacu pada Kit FavorPrep Plasmid DNA
Extraction Mini Kit dengan Cat. No:
FAPDEOO1 dan Lot. No: BG406116420
sentrifugasi dengan kecepatan 18000 rpm
selama 1 menit, simpan sebagai plasmid
DNA.

4. Elektroforesis DNA

Ditimbang sebanyak 1,5 gram Agarosa dan
dilarutkan dalam TAE 150 mli(dipanaskan),
kemudian ditambahkan 4 pl Sybersafe dan
dituang dalam cetakan, dipasang sisiran

pada cetakan, setelah Agarosa memadat,
sisiran dilepaskan, dimasukkan larutan Tris-
TBE pH 8,0 sebagai larutan penyangga.
Sumuran diisi dengan 10 pl sampel (4 pl
loading buffer + 6 pl sampel). Setelah semua
sumuran terisi, kemudian dihubungkan
dengan power supply dan di elektroforesis
pada tegangan 110 volt selama 60 menit.
Setelah elektroforesis selesai, band DNA
plasmid dapat diamati dengan menggunakan
UV Transilluminator.
Hasil
Hasil uji sensitivitas 3 strain S.aureus
setelah dilakukan uji kepekaan terhadap
berbagai macam antibiotik disajikan dalam
gambar 1 dan tabel 1.
Hasil uji sensitivitas 3 strain  S.aureus
menunjukkan SP1, SP2 dan SP3 sensitif
terhadap  antibiotik  Sulphamethaxazole,
Fosfomyein, Vancomicin dan resisten terhadap
antibiotik Oxacillin dan Gentamicin. Hasil uji
sensitivitas dapat dilihat pada gambar 1.

Gambar 1. Uji sensitivitas strain S.aureus
MRSA terhadap 5 macam

Bakteri yang telah di uji kepekaan
terhadap berbagai antibiotik selanjutnya
dilakukan isolasi DNA plasmid. Hasil dari
isolasi plasmid tersebut selanjutnya dilakukan
elektroforesis pada gel agarosa 1%. Hasil
elektroforesis profil plasmid terhadap 3 strain
S.aureus dapat dilihat pada gambar 2.

Diskusi
Berdasarkan data hasil uji sensitifitas 3
strain S.aureusmenunjukkan bahwa bakteri
tersebut memiliki sifat kepekaan terhadap
antibiotik yang berbeda — beda. SP1, SP2
dan SP3 menunjukan resisten terhadap
oxacillin dan gentamicin.
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Resistensi terhadap antibiotik gentamicin

S.aureus dan gen ini juga mengkode

merupakan antibiotik golongan transpeptidase spesifik yang dapat
aminoglikosida yang dikode oleh gen menyebabkan  bakteri  resisten terhadap
Tabel 1. Uji sensitivitas 3 strain S.aureus MRSA terhadap 5 macam antibiotik
No. Sampel  Sulphamethoxazole  Fosfomycin ~ Vancomicin ~ Oxacillin  gentamicin
1. SP1 S S S R R
2. SP2 S S S R R
3. SP3 S S S R R
*S @ Sensitif, R : Resisten
Sumuran
Genom
Marker
24000 bp

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA genom S.aureus dengan gel agarosa 1%. M = merupakan marker
24000 bp. Keterangan sumur : sumur 1 SP1 (S.aureusPus MRSA), sumur 2 SP2 (S.aureus Pus
MRSA), sumur 3 SP3 (S.aureus Pus MRSA).

aacA-D.  Mekanisme.  kerja  antibiotik
gentamicin yaitu menghambat sintesis protein
yang dimulai dari perlekatan aminoglikosida
pada reseptor protein spesifik subunit 30S
pada ribosom bakteri “(Setiabudy  dkk,
2007).Resisten terhadap antibiotik oxacillin,
merupakan antibiotik yang digunakan untuk
menghambat sintesis dinding sel bakteri.
Penggunakan oxacillin biasanya untuk bakteri
gram positif yang telah membentuk resistensi
(kekebalan) terhadap antibiotik golongan [3-
laktam seperti methicillin (Rossolini, 2014).
Resistensi terhadap antibiotik oxacillin dan
methicillin pada bakteri S.aureus terjadi
karena dikode oleh gen mecA (Laurent et al,
2012).Resistensi terhadap antibiotik tersebut
terjadi adanya gen yang terletak di bagian
Mobile Genetic Element (MGEs) seperti
plasmid dan transposon, untuk lebih
spesifiknya gen resistensi terletak pada bagian
kaset kromosom mec (Prasetio, 2016). Gen
mecA berada pada SCCmec kromosom

oxacillin dan methicillin. Gen ini menyandi
Penicillin Binding Protein (PBP) 2a. Bakteri
yang menghasilkan protein ini  memiliki
afinitas 'yang rendah terhadap antibiotik
golongan [-laktam sehingga bakteri tidak
dapat diinaktivasi dan memiliki kemampuan
untuk resisten terhadap semua jenis dari
golongan obat tersebut (Wielders et al, 2002).

Mekanismegen mecA mngekspresikan
PBP2a adalah penisilin bekerja dengan
berikatan pada PBP dan membunuh bakteri
dengan mengaktivasi enzim autolitiknya
(Salmenlina, 2002). PBP2a dikode oleh gen
mecA yang berada dalam transposon. Hal
tersebut bisa juga disebut dengan resistensi
dengan perantaraan transposon. Transposon
merupakan struktur DNA yang dapat
bermigrasi melalui genom suatu organisme.
Struktur ini merupakan bagian dari plasmid
tapi dapat juga berasal dari kromosom bakteri.
Jika transposon mengandung gen resisten
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mengadakan insersi pada plasmid maka akan
berpindah ke sel yang lain. Dengan demikian
jika plasmid mampu bereplikasi sendiri pada
inang baru atau jika transposon berpindah ke
plasmid lain yang mampu mengadakan
replikasi atau mengadakan insersi pada
kromosom maka sel tersebut menjadi resisten
terhadap antibiotik (Sudigdoadi, 2015).
Berdasarkan hasil yang diperoleh dari
penelitian  tersebut  menunjukkan tidak
terdapat plasmid pada 3 strain MRSAtetapi
hanya didapatkan genom. Hal ini dilihat dari
terbentuknya pita — pita DNA yangsangat tipis
karena plasmid memiliki ukuran yang pendek
jika divisualisasi dengan elektroforesis
harusnya berada dibawah. Selain itu juga
menunjukkan bahwa tidak semua bakteri.yang
resisten terhadap antibiotik  terdapat di
plasmid melainkan terdapat di kromosom.

Kesimpulan dan saran

Berdasarkan spenelitian yang telah
dilakukan mengenai  profil plasmid MRSA
didapatkan hasil | yang - resisten terhadap
berbagai macam antibiotik dan tidak terdapat
plasmid pada bakteri S.aureus. ldentifikasi
resistensi bakteri tidak bisa dilakukan melalui
plasmid, karena tidak semua gen resistensi di
sandi oleh plasmid, dan terdapat kemungkinan
mutasi atau perpindahan gen. Berdasarkan
hasil penelitian disarankan perlu dilakukan
penelitian lanjutan tentang isolasi DNA dan
RNA dari bakteri S.aureuss MRSA atau isolasi
plasmid dan pemotongan  plasmid dengan
enzim restriksi.
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