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Info Artikel

Abstrak

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri yang dapat
menyebabkan infeksi pada kulit, serta dapat berinvasi pada jaringan
sehingga menyebabkan penyakit seperti pneumonia. Pengobatan infeksi
S. aureus dapat dengan pemberian antibiotik. Penggunaan antibiotik yang
tidak tepat dapat mengakibatkan timbulnya resistensi mikroorganis me
terhadap-berbagai antibiotik (multidrug resistant). Mekanisme resistensi
dapat dilihat dari aktifnya gen resistensi yang terdapat didalam plas mid.
Tujuan penelitian ini adalah. untuk mengetahui profil plasmid pada S.
aureus multidrug resistant. Metode penelitian ini merupakan studi
deskriptif. Penelitian ini akan dilakukan uji pola kerentanan terhadap
antibiotik pada isolat S. aureus dan. profil plasmidnya dengan metode
elektroforesis DNA. Hasil uji kepekaan antibiotik 2 strain S. aureus yaitu
pada SP4 dan SP5 resisten terhadap antibiotik Amoxicillin, tetracycline,
benzylpenisillin, ticarcillin, dan gentamicin. Hasil dari isolasi plasmid
setelah dielektroforesis menunjukan pita DNA tunggal mendekati 24000
bp hal ini dapat disimpulkan bahwa pita tunggal yang tervisualisasi bukan
merupakan plasmid melainkan genom. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa gen resistensi pada S. aureus SP4 dan SP5 terdapat didalam
genom.
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Pe ndahuluan

aureus dapat menyebabkan infeksi pada kulit
dan dapat berinvasi pada jaringan sehingga

Infeksi adalah masuknya bakteri atau menyebabkan penyakit seperti pneumonia,
mikroorganisme patogen ke dalam tubuh osteomie litis, dan endocarditis (Warsa , 1994
yang mampu menyebabkan sakit. Salah satu dalam Akbar, 2015).
bakteri yang dapat menyebabkan infeksi
yaitu Staphylococcus aureus. Staphylococcus
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Pengobatan infeksi S. aureus dapat
dilakukan dengan pemberian antibiotik
berupa penisilin G atau derivat penisilin yang
lainnya. Berbagai penelitian yang telah
dilakukan memperoleh hasil sekitar 40-62%
antibiotik yang digunakan tidak tepat untuk
penyakit-penyakit yang sebenarnya tidak
membutuhkan antibiotik (Kemenkes R,
2011). Sehingga muncul multidrug resisten
yang sudah tidak sensitif terhadap beberapa
golongan antibiotik untuk melawan infeksi (
Jawetz, 2004 dalam Abdul et al., 2013).

Sebagian besar bakteri MDR dikode
oleh gen resistensi yang terdapat didalam
plasmid. Plasmid terdapat di dalam
sitoplasma organisme prokaryot dan eukaryot
sederhana uniseluler. Gen yang. terdapat di
dalam plasmid antara lain yaitu plasmid F,
plasmid R, plasmid yang mengandung gen
toksin dan bakteriosin, plasmid degradatif,
dan plasmid virulensi. Mekanisme resistensi
dapat dilihat dari aktifnya gen resisten yang
terdapat di dalam plasmid. Gen resistensi
akan aktif apabila "dosis dan pemberian
antibiotik tidak tepat, sehingga bakteri target
akan langsung beradaptasi dan
mengembangkan resistensi.

Bakteri dapat melakukan pertukaran
plasmid sehingga gen resistensi didalam
plasmid dapat disebarkan ke bakteri yang
sensitif antibiotik. Berdasarkan permasalahan
tingginya angka bakteri yang MDR dan
diperkirakan ~ gen  resistensi  terdapat
diplasmid, maka akan dilakukan penelitian
untuk melihat profil plasmid pada S. aureus
MDR, sehingga dapat mengidentifikasi
karakteristik pola profiling plasmid (
Farnsworth et al., 1991 dalam Zirak et al.,
2016). Pada penelitian ini akan dilakukan uji
pola kerentanan terhadap antibiotik pada
isolat S. aureus dan profil plasmidnya dengan
metode elektroforesis DNA.

Bahan dan Metode

Jenis penelitian yang digunakan
adalah penelitian deskriptif. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Biologi

Molekuler Fakultas llmu Keperawatan dan
Kesehatan ~ Universitas  Muhammadiyah
Semarang. Waktu penelitian dilaksanakan
pada bulan April sampai Agustus 2018.
Spesimen penelitian ini adalah bakteri S.
aureus. Bakteri S. aureus di uji sensitivitas
kemudian dilakukan isolasi plasmid dan
elektroforesis DNA.

1. Kultivasi Bakteri

Kultivasi bakteri menggunakan media
BHI cair. Satu koloni pada 10 ml BHI cair,
kemudian diinkubasi kedalam media HIA
lalu diinkubasi pada suhu 37° C selama 48
jam sehingga didapat strain S. aureus.
2. Uji sensitivitas

S. aureus disuspensikan dalam 3 ml
larutan NaCl fisiologis, dibandingkan
kekeruhannya dengan standar Mc Farland
0,5. Suspensi biakan murni diambil 100ul
dan disebarkan kepermukaan Mueller Hiton
Agar (MHA) dalam cawan petri. Medium uji
tersebut didiamkan pada suhu kamar selama
5 menit untuk adaptasi bakteri dalam
medium. Setelah itu pada medium diletakkan
disk antibiotik. Kemudian diinkubasi pada
suhu 37° C selama 24 jam. Zona hambat yang
terbentuk disekitar koloni diukur dengan
menggunakan jangka sorong. Data zona
bening dibandingkan dengan data pada
pustaka Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI).
3. Isolasi S. aureus

Prosedur isolasi plasmid S. aureus
mengacu pada Kit FavorPrep Plasmid DNA
Extraction Mini Kit (100 preps) Favorgen.
4. Elektroforesis DNA

Ditimbang sebanyak 1,5 ml gram agarosa
dan dilarutkan dalam TAE  150ml
(dipanaskan), kemudian ditambahkan 4ul
cybersafe 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
10ul sampel (4ul loading buffer + 6ul
sampel). Setelah semua sumuran terisi |,
kemudian dihubungkan dengan power supply
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Marker
24000kp

dan dielektroforesis pada tegangan 110 volt
selama 60 menit. Setelah dielektroforesis,
Hasil

Hasil uji sensitivitas 2 starin S.aureus
setelah dilakukan uji sensitivitas terhadap
berbagai macam antibiotik disajikan dalam
gambar 1.

N
Gambar 1. Hasil uji sensitivitas

Hasil uji sensitivitas 2 sampel
terhadap antibiotik Amoxicillin, Tetracycline,
Benzylpenisillin, Ticarcillin, dan Gentamicin
menunjukan bahwa ke 2 sampel S. aureus
resisten terhadap berbagai macam antibiotik.

Bakteri yang telah diuji kepekaan
terhadap  berbagair macam  antibiotik
selanjutnya dilakukan elektroforesis pada gel
agarose 1%. Hasil * elektroforesis profil
plasmid terhadap 2 sampel S. aureus dapat
dilihat pada gambar 2.

Sumuran

DNA
Genom

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA genom S.
aureus MDR dengan gel agarose 1%
(M = Marker 24000 bp, Sumur 1
Marker, Sumur 2 S. aureus MRSA 1,
Sumur 3 S. aureus MRSA 2, Sumur 4
S. aureus MRSA 3, Sumur 5 S. aureus
MDR 4, Sumur 6 S. aureus MDR 5)

Hasil dari isolasi plasmid setelah
dielektroforesis menunjukan pita tunggal

band plasmid dapat diamati
menggunakan UV Transilluminator.
mendekati 24000 bp hal ini dapat
disimpulkan bahwa pita tunggal yang
tervisualisasi bukan merupakan plasmid
melainkan genom. Plasmid berukuran pendek
sehingga jika tervisualisasi letaknya terdapat
dibawah genom, plasmid merupakan DNA
ekstrakromosomal, dan satu bakteri bisa
memiliki lebih dari satu plasmid atau tidak
memiliki plasmid. Sampel SP1 sampai SP5
bukan merupakan plasmid,yang terlihat
hanya genom karena termasuk bakteri dalam
kategori tidak terdapat plasmid.

dengan

Diskusi

Bakteri S. aureus pada perelitian ini
resisten terhadap antibiotik gentamisin,
amoxicillin, tetracycline. Gentamisin
merupakan  antibiotik  golongan  dari
aminoglikosida yang dikode oleh gen aacA-
D. Mekanisme kerja gentamisin yaitu
menghambat sintesis protein yang dimulai
dari perlekatan aminoglikosida pada reseptor
protein spesifik subunit 30S pada ribosom
bakteri (Setiabudy dkk, 2007). Amoxicillin
merupakan antibiotik penisillin golongan
beta laktamase yang disandi oleh gen blaZ.
Mekanisme resistensi amoxicillin  dapat
diperantai oleh penurunan jumlah Peniciline
Binding Protein (PBB-1A) yang dihasilkan
oleh  bakteri atau penurunan afinitas
amoxicillin pada Penicilline Binding Protein.
Resistensi adaptif bakteri dapat disebabkan
oleh aktivasi jalur molekuler tertentu dalam
sel bakteri (Opal, 2005). Mekanisme
terjadinya resistensi terhadap tetracycline
yaitu  berkurangnya akumulasi intrasel
tetracycline karena meningkatnya efluks oleh
transport aktif pompa protein, Salah satu
enzim yang menghambat kerja tetracycline
dikode oleh gen ter K yang berhubungan
dengan gen terM F yang mengkode rRNA
metilase (Yetty, 2011).

Hasil isolasi plasmid pada 2 strain
bakteri S. aureus MDR tidak ditemukan
adanya plasmid. Hanya di dapatkan genom
pada 2 strain S. aureus. Hal ini menunjukan
bahwa tidak semua bakteri resistensi terhadap
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antibiotik disandi oleh plasmid. Pada 2 strain
bakteri S. aureus MDR faktor penentu
resistensi didapatkan didalam kromosom.
Resistensi  bakteri dapat terjadi secara
intrinsik maupun didapat. Resistensi intrinsik
terjadi secara kromosomal dan berlangsung
melalui multiplikasi sel yang akan diturunkan
pada turunan berikutnya. Resistensi yang
didapat dapat terjadi akibat mutasi
kromosomal atau akibat transfer DNA. (Neu
dan Goots, 2001). Bakteri dapat melakukan
pertukaran gen tanpa melalui plasmid, tetapi
melalui segmen DNA yang bersifat mobile
yang disebut transposon. Transposon dapat
bergerak keberbagai posisi di genom suatu
sel, transposon mampu berpindah dari DNA
plasmid atau DNA kromosom ke sel host lain
sehingga menyebakan penyebaran resistensi
terhadap suatu antibiotik secara cepat
(Nurtami, 2002).

Kesimpulan dan Saran

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan mengenai profil plasmid S. aureus
MDR 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
disandi 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. aureus MDR
atau isolasi plasmid dan pemotongan plasmid
dengan enzim restriksi.
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