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RINGKASAN

Diare merupakan penyakit yang banyak menyerang orang Indonesia dan terutama
anak usia dibawah dua tahun . Salmonella enterica merupakan salah satu bakteri
penyebab infeksi usus yang penting.

Penggunaan chloramphenicol yang intensif dapat menimbulkan bakteri
Salmonella yang resisten maupun multi drug resistant (MDR) terhadap chloramphenicol,
ampicillin, trimetropin. Penggunaan fluoroquinolone yang merupakan obat generasi baru
jika tidak dilakukan secara baik dapat dengan cepat menimbulkan resistensi pada bakteri.

Fluoroquinolon bekerja dengan menghambat ensim DNA gyrase yang dikode
oleh gen gyr A dan gyr B. Mutasi pada kedua gen ini dapat menyebabkan terjadinya
resistensi pada bakteri. Analisis mutasi gyr A dan gyr B merupakan marker terjadinya
resistensi terhadap quinolone ini.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan tingkat ketepatan penggunaan adanya
mutasi gyr 4 dan gyr B pada Salmonella enterica sebagai marker terjadinya resistensi
terhadap quinolone.

Untuk tujuan pemeriksaan laboratorium mikrobiologi klinik, analisis mutasi
secara molekuler mempunyai kelebihan dibanding teknik konvensional berkaitan dengan
kecepatan dan ketepatan dalam pemeriksaannya sehingga diharapkan dapat membantu
pasien dalam penentuan pengobatan.



SUMMARY

Diarthea is a disease that attacked many Indonesian people and especially
children aged under two years. Salmonella enterica is one of the bacteria that cause
intestinal infections is important.

Intensive use of chloramphenicol which Salmonella bacteria can cause a multi-
drug resistant (MDR) to chloramphenicol, ampicillin, trimetropin. The use of a
fluoroquinolone is the drug of new generation, if not done properly can quickly lead to
resistance in bacteria.

Fluoroquinolon work by inhibiting the enzyme DNA gyrase encoded by the gene
gyr A and gyr B. Mutations in two genes can cause resistance in bacteria. Mutation
analysis of gyr A and gyr B is a marker of resistance to this quinolone.

This study aims to determine the appropriate usage of the mutation gyr A and gyr
B in Salmonella enterica as a marker of resistance to quinolone, for the clinical
microbiology laboratory, the molecular mutation analysis has advantage over
conventional techniques associated with speed and accuracy in the investigation that 1s
expected to assist patients in
determining treatment.
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ANALISIS MUTASI Gyr A DAN Gyr B SEBAGAI MARKER
RESISTENSI TERHADAP FLUOROQUINOLONE DARI
Salmonella enterica

Oleh

Eddy Bagus Wasito., Dadik Raharjo., Garry Cores de Vries., Dicky Bagus
Widyatmoko., Daisuke Yanagi., Toshiro Shirakawa.

{. PERMASALAHAN DAN TUJUAN PENELITIAN.

1.1. Perkembangan resistensi kuman terhadap antibiotik perlu dipantau agar dalam
pengobatan penyakit diare dapat ditentukan jenis obat yang tepat. Telah terjadi
resistensi yang cukup tinggi dari kuman Salmonella sp sebagai salah satu bakteri
penyebab penyakit diare terhadap chloramphenicol, ampicillin dan kotrimoxazol
yaitu sebesar 57%, 42% dan 71% secara berurutan.

1.2. Sampai saat ini belum ada publikasi dari Salmonella enterica dari Indonesia
umumnya dan Surabaya khususnya tentang terjadinya mutasi pada gen gyr 4 dan
gyr B yang merupakan marker terjadinya resistensi bakteri terhadap fluoroquinolone
sehingga hasil penelitian dapat digunakan sebagai acuan bagi praktisi kesehatan

dalam penggunaan fluoroquinolone dan juga publikasi internasional.

Ii. INOVASI IPTEKS.

Keberhasilan pemeriksaan terhadap mutasi pada gen gyr 4 dan gyr B di Indonesia
merupakan hal yang penting guna mengadopsi perkembangan teknologi biologi
molekuler dalam pemeriksaan terhadap keadaan suatu bakteri berkaitan dengan kelebihan
teknologi biologi molekuler dalam hal kecepatan dan ketepatan hasil pemeriksaannya
sehingga hasil pemeriksaan dapat lebih cepat dan dapat dipertanggungjawabkan.

11l. KONTRIBUSI TERHADAP PEMBANGUNAN.

Hasil penelitian dapat digunakan sebagai acuan bagi para praktisi kesehatan
sebagai data dasar untuk pemilihan antibiotika sehingga meningkatkan kehati-hatian
dalam penggunaan antibiotika. Informasi adanya resistensi terhadap fluoroquinolone ini



penting artinya sebagai peringatan dini mengingat antibiotika ini merupakan obat baru
yang bagi beberapa fihak dipersepsikan sebagai obat yang dapat menyelesaikan masalah
jika terjadi kegagalan pengobatan dengan antibiotika generasi sebelumnya.

IV. MANFAAT BAGI INSTITUSL

Pelaksanaan Penelitiau ini melibatkan fihak Rumah Sakit sebagai sumber sampel
untuk penelitian yang manfaatnya berupa : 1). Pasien mendapat pemeriksaan secara
gratis, dilakukan sesuai tingkat untuk penelitian dan hasil yang lebih cepat. 2). Fihak RS
dapat menggunakan data hasil penelitian sebagai data epidemiologi maupun data
pelengkap untuk penelitian berbasis Rumah Sakit.

Penelitian ini melakukan kerjasama dengan Universitas Kobe — Jepang melalui
program kerjasama CRC-ERID sehingga mempunyai cakupan aspek penelitian semakin
luas dan dapat memperluas akses utuk publikasi ilmiah internasional maupun

pengemban-gan bioproduk yang bermanfaat bagai bangsa dan Negara Indonesia.

V. PUBLIKASI ILMIAH.

Publikasi ilmiah direncanakan untuk dilakukan di luar negeri dengan bantuan
supervisi dari para peneliti asing yang tergabung dalam proyek penelitian ini. Penelitian
ini, merupakan penelitian kerjasama internasional dengan partner asing sehingga melalui
kerjasama inilah diharapkan dapat dilakukan publikasi internasional dengan bantuan dari

mitra asing.
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Menurut data Badan Kesehatan Dunia (WHO), Diare adalah penyebab nomor satu
kematian balita di seluruh dunia. Di Indonesia, diare adalah pembunuh balita nomor dua
setelah ISPA (Infeksi Saluran Pernapasan Akut) dan setiap tahun 100.000 balita meninggal
karena Diare, sementara UNICEF (Badan Perserikatan Bangsa-Bangsa untuk urusan anak)
memperkirakan bahwa, setiap 30 detik ada satu anak yang meninggal dunia karena Diare
(ESP, 2009).

Simanjuntak (1983), menyatakan bahwa agen penyebab diare di Indonesia yang
didapat dari penelitian terhadap 1937 spesimens adalah V. cholera 01 50,2%, Rota virus
31,0%, ETEC 6,8%, Campylobacter sp 4,8%, Salmonella sp 4,3%, V. parahaemolyticus
1,6%, NAG 0,9%, Shigella sp 0,8%, Y. enterocolytica 0,2% dan infeksi campuran dari 2
atau 3 agent yang berbeda adalah sebesar 5%.

Penggunaan antibiotik secara tidak rasional pada penyakit diare telah menimbulkan
resistensi kuman terhadap antibiotik. Perkembangan resistensi kuman terhadap antibiotik
periu dipantau agar dalam pengobatan penyakit diare dapat ditentukan jenis obat yang tepat.
Pudjarwoto (2002), melaporkan adanya resistensi yang cukup tinggi dari kuman Salmonella
penyebab penyakit diare terhadap chloramphenicol, ampicillin dan kotrimoxazol yaitu
sebesar 57%, 42% dan 71% s=cara berurutan.

Salmonella adalah salah satu spesies bakteri yang paling luas dipelajari, meliputi
fisiologi, genetik, struktur sel dan perkembangannya. Salmonella juga merupakan salah satu
bakteri patogen yang secara luas dipelajari sifat-sifatnya dan penyebab utama terjadinya
penyakit gastroenteritis akibat bakteri (Darwin and Miller, 1999)

Terjadinya multi drug resistant pada Salmonella ini, menyebabkan para praktisi
kesehatan di Indoesia sudah mulai menggunakan fluoroquinolone untuk mengobati penyakit
infeksi yang ada. Penggunaan fluoroquinolone harus disertai dengan pertimbangan yang
kuat mengingat harga obat yang mahal dan merupakan generasi baru sehingga terjadinya
resistensi akan menyulitkan pengobatan pada penderita.

Secara teoritis terdapat 3 X 10! kemungkinan untuk terjadinya resistensi terhadap
bakteri yang medapat paparan fluoroquinolon sehingga penggunaan yang intensif sangat
memungkinkan untuk munculnya bakteri yang resisten. Resistensi terhadap fluoroquinolone

ditandai oleh adanya mutasi pada gen gyr 4 dan gyr B.



Sampai saat ini belum ada publikasi dari Salmonella enterica dari Indonesia
umumnya dan Surabaya khususnya tentang terjadinya mutasi pada gen gyr 4 dan gyr B
yang merupakan marker terjadinya resistensi bakteri terhadap fluoroquinolone sehingga
hasil penelitian dapat digunakan sebagai acuan bagi praktisi kesehatan dalam penggunaan
fluoroquinolone dan juga publikasi internasional.



BABIL
STUDI PUSTAKA

2.1. Salmonella.

Salmonella merupakan genus dari family Enterobacteriaceae yang bersifat gram
negative, umumnya motil menggunakan flagella peritrichous, facultative anaerobe,
mereduksi nitrat menjadi nitrit, menghasilkan gas dari d-glukosa, menghasilkan hydrogen
sulfide dan indole negative, Salmonella sp. mempunyai hubungan yang dekat dengan
Escherichia coli ( Brenner et al, 2005).

Strain Salmonella dibedakan berdasarkan reaksinya terhadap serum, dan untuk

beberapa puluh tahun setiap serotipe baru diberikan nama spesies, seperti S. typhimurium, S.
enteritidis, S. pullorum, and S. dublin. Secara umum sekarang dapat diterima bahwa hanya
terdapat satu spesies dari Salmonella yaitu S. enterica dibanding lebih dari 2000 nama.
Tetapi masih banyak peneliti yang menulis “S. typhimurium™ dibanding “S. enterica
serovar Typhimurium”

Pada tahun 1999, diperkenalkan nama Salmonella enterica sebagai pengganti spesies
dari Salmonella choleraesuis. Nama Salmonella choleraesuis dapat menimbuikan
kebingungan karena nama ini juga digunakan sebagai nama untuk serotype atau serovar.
Walaupun nama ini tidak diakui oleh International Committee of Systematic Bacteriology,
diterima untuk digunakan oleh World Health Organization dan publikasi dari American
Society for Microbiology (Chiu, 2004).

Salmonella mampu menyebabkan berbagai macam gejala penyakit seperti : demam
enterik, bakterimia, enterokolitis, focal infection. Masa inkubasi umumnya 6 sampai 48 jam
yang diikuti dengan pusing, rasa sakit pada perut, diare dan muntah. Diare dapat
mengandung darah, limfosit dan mukus. Demam, lesu dan nyeri pada otot adalah sering
terjadi. Gejala dapat hilang dalam satu minggu tetapi Samonella dapat terus dikeluarkan

bersama feses sampai 20 minggu pada anak umur 5 tahun dan selama 8 minggu dari orang




dewasa. Anak, terutama yang berumur 1 tahun dan mereka yang berumur lebih dari 60
tahun lebih peka terhadap penyakit ini dan cenderung menjadi infeksi yang lebih berat
(Turnbull, 1979).

Di Amerika Serikat, kasus infeksi Salmonella dengan serotype nontyphoid
Salmonella telah meningkat secara drastis yang menyerang antara 2 sampai 3 juta orang
dengan angka kematian 500 sampai 2000 kematian pertahun ( Altekruse et al., 1997).

Terdapat sekitar 40.000 kasus salmonellosis yang dilaporkan per tahu di Amerika,

hanya 1 — 5% infeksi dengan Salmonella yang dilaporkan, jadi sebenarnya terdapat 2 — 4
juta kasus di Amerika per tahun dengan perkiraan biayanya lebih dari 2 milyar dollar.
Terjadi peningkatan secara nyata pada kejadian salmonellosis di Amerika sejak perang
dunia ke 2. Penyebab dari hal ini adalah komplek dan termasuk peningkatan perbandingan
populasi berumur lebih dari 60 tahun, perubahan pertanian dan cara distribusi makanan,
peningkatan konsumsi makanan mentah atau setengah matang, peningkatan jumlah orang
yang menderita penyakit kronis atau immunocompromised dan kerusakan infrastruktur dari
kesehatan masyarakat (Baird-Parker, 1990., Chalker and Blaser, 1988)

Penularar dari Salmenella ke manusia umumnya terjadi akibat menkonsumsi
makanan yang terkentaminasi selain tefjadi penularan dari manusia ke manusia dan dapat
terjadi penularan secara langsung dari hewan ke manusia. Sumber penularan utama dari
Salmonella adalah daging, daging ayam dan telur. Sejak dua puluh tahun terakhir ini terlihat
adanya peningkatan peranan dari telur dan produk telur dalam penularan peyakit (Rodrigue
et al., 1990).

Telur dapat terkotaminasi akibat pecahnya kulit telur atau terjadi penularan
transovarally dari ovarium atau oviduct ke kuning telur sebelum pembentukan kulit telur.
Penularan jenis ini sulit untuk diberantas sebab ayam petelur umumnya tidak menunjukkan
gejala klinis. S.enteritidis adalah sering menjadi penyebab kontaminasi di bagian dalam

telur dan akibatnya terjadi peningkatan infeksi pada ayam dan juga pada manusia.



S. enteritidis menjadi penyebab salmonellosis yang secara kuantitatif menyaingi S.

typhimurium sebagai penyebab Salmonellosis yang paling umum (Mishu ef g,1994).

2.2. Patogenesis

Langkah pertama terjadinya penyakit adalah penularan pada inang yang rentan,
umumnya terjadi karena konsumsi makanan terkontaminasi. Perkiraan dari penelitian pada
relawan menunjukkan bahwa 10° sampai 10'° bakteri diperlukan untuk terjadinya awal
infeksi tetapi jumlah pastinya adalah bervariasi bergantung pada strain bakterinya, jenis
makanan yang dikonsumsi bersamaan dengan bakteri dan kondisi fisiologis dari inang.
Secara umum dipercaya bahwa sejumlah besar inokulan dibutuhkan untuk melalui
keasaman lambung dan berkompetisi dengan flora normal di saluran cerna (Taylor et
al.1981., Glaser and Newman, 1982).

Dosis infeksi dapat berkurang dimana Salmonella dikonsumsi dengan makanan yang
dengan cepat melewati lambung seperti cairan atau dengan makanan yang menetralkan
keasaman lambung seperti keju, susu. Individu dengan pH lambung tinggi seperti orang tua,
umumnya lebih sensitif untuk terjadi infeksi. Penelitian lainnya menunjukkan bahwa tikus
yang mendapatkan perlakuan awal dengan streptomycin, yang mana menurunkan jumlah
flora normal, menurunkan dosis dari Salonella yang dibutuhkan untuk menginfeksi sampai
50%, efek yang sama terlihat pada orang yang mendapatkan pengobatan antibiotik
(Galyov,1997).

Beberapa laporan menyatakan bahwa colon dibandingkan usus halus merupakan tempat
utama terjadinya infeksi. Terdapat tingkat keparaha yang bervariasi mulai dari keadaan ringa
sampai edema parah dengan infiltrasi dari leukosit polimorfonukleus dan monosis, peradangan
focal pada lamina propria, degenerasi mukosa. Usus halus terlihat normal.

Gejala klinik pada kera yang digunakan sebagai hewan coba menunjukkan bahwa

pada hari keempat, ileum, cecum, colon bagian bawah dan limfoglandula mesenterica




terjadi kolonisasi pada semua hewan sedangkan kolonisasi sporadis terjadi pada jejunum,
hati dan limfa. Kolonisasi pada limfoglandula mesenterica masih terjadi pada semua hewan

sampai hari ketujuh (Kent et al., 1966).

2.3. Fluoroquinolone

Fluoroquinolone secara struktur berbeda dengan obat sejenis seperti nalidixic acid,
oxolinic acid dan cinoxacin pada dua bentuk umum, terdapatnya atom fluorine pada posisi 6
dan substitusi suatu piperazinyl atau pyrrolidinyl pada posisi 7 dari inti quinolone
(Crumplin et al., 1984).

Target quinolone di bakteri adalah pada deoxyribonucleic acid (DNA) gyrase, suatu
ensim bakteri yang sangat esensial, ensim ini merupakan anggota tipe II topoisomerase dan
ada dua subunit A yang dikode oleh gen gyr A dan dua subunit yang dikode oleh gen gyr B
dan topoisomerasi IV (terdiri dari dua sub unit, ParC dan ParE. Kedua ensim ini pada
bakteri berperan penting, tetapi mereka mempunyai peranan yang berbeda dan overlaping
didalam sel bakteri DNA gyrase adalah suatu ensim yang bertanggungjawab untuk
perkembangan negative superhelical twists yang umumnya ditemukan pada intrasel dan
dibutuhkan untuk memulai dan propagasi dari DNA replication fork (Digranes et al., 1988).

Quinolone adalah antibakteri yang berifat bakterisidal dan juga secara cepat
menghambat sintesis DNA dan kemampuan untuk menghambat sintesis DNA berkorelasi
dengan aktivitas antimikrobanya. Quinolone secara cepat menempe! pada sintesis DNA
pada replikasi sehingga mengganggu permulaan replikasi. Penggunaan obat ini mempunyai
efek lainnya yang mungkin merupakan konsekuensi dari penghambatan DNA gyrase yaitu
berupa kerusakan DNA bakteri sebab quinolone diketahui sangat kuat dalam mengiduksi
system DNA repair yang dikontrol oleh gen lex A (Piddock et al., 1987).

Resistensi bakteri terhadap quinolone terutama terjadi melalui mutasi kromosom
pada tipe II topoisomerase yang membuat ensim kurang sensitif untuk dihambat oleh
quinolone atau suatu perubahan yang berakibat pada akses dari obat ke t quinolonerget
topoisomerase, seperti peningkatan ekspresi pompa efflux sendiri atau pada bakteri gram
negatif terjadi kombinasi dengan adanya pengurangan pada porin diffusion channels
membran luar. Reduksi pada lesi tingkat DNA akibat pengurangan jumlah dari ensim target
obat dapat berakibat terjadinya resistensi terhadap obat (Hooper, 2002).




Bab IIL
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian.

3.1.1. Mendapatkan derajad keberhasilan kultur bakteri dari sampel darah pasien yang
diduga menderita penyekit thypus

3.1.2. Mendapatkan data terjadinya resistensi terhadap Fluoroquinolone dari Salmonella
enterica isolat dari Surabaya.

3.1.3. Menentukan mutasi Gyr 4 dan Gyr B sebagai marker terjadinya resistensi terhadap

Fluoroquinolone pada Salmonella enterica isolat dari Surabaya.

3.2. Manfaat Penelitian.

3.2.1. Data informasi adanya Sa/moneila enterica isolat dari Surabaya yang resisten
terhadap fluoroquinolone yang termasuk obat baru.

3.2.2. Mempercepat waktu pemeriksaan mikrobiologi klinik sehingga pasien lebih cepat
mendapat pengobatan yang tepat.

3.2.3. Untuk publikasi internasional.



BABIV.
METODE PENELITIAN

4.1. Isolasi dan Identifikasi Salmonella enterica dari feses penderita diare

- Spesimens di cultur pada Salmonella—Shigella agar plates dan semua koloni suspek
dilakukan uji biokimiawi yang dilanjutkan dengan identifikasi secara serologi dengan
Salmonella antisera set.

- Isolat yang positif dengan uji biokimiawi dan serologi dilakukan PCR. DNA
diekstraksi menggunakan a QIAamp DNA Mini Kit (Levy ef al. 2008), dengan
primer forward, GAA GGG AAA TGA AGC TTT T 3, tyv-reverse, 5' —TAG CAA
ACT GTC TCC CAC CAT AC 3" -forward, 5' GTT ATT CAG CAT AAG GAG 3%
_reverse, 5' CTT CCA TAC CAC TTT CCG 3'; prt-forward, 5' CTT GCT ATG GAA
GAC ATA ACG AAC C 3'; prt-reverse, 5' CGT CTC CAT CAA AAG CTC CAT
AGA 3'; H-forward, 5' ACT CAG GCT TCC CGTAAC GC 3'; Hd-reverse,5' GGC
TAG TAT TGT CCT TAT CGG 3. (Yanagi et al, 2009).

- PCR dikerjakan cara 20 uL campuran yang terdiri dari 10 pL of AmpliTaq Gold PCR
Master Mix a, 0.5-pumol/L primer pair, and 2 uL. DNA sample.

- Uji Sensitivity dilakukan dengan mengacu pada standart dari Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Lima koloni yang scragam diambil dan dimasukkan
kedalam 1 ml PZ dan dengan menggunakan cotton swab dilakukan pengusapan
secara merata pada permukaan media Muller Hinton II, ditunggu 15 menit dan
ditempelkan antibiotika disk standar. Inkubasi dilakukan pada 370C, semalam dan
pembacaan dilakukan sesuai dengan standart yang digunakan oleh masing-masing

produsen antibiotika disk standar.




4.2. Skrening mutasi gyr A
- Metode PCR-RFLP untuk skreening mutasi gyrA Salmonella sp. ( Hirose et al. 2003).
- Suatu fragmen termasuk gyrA QRDR (quinolone resistance determining regions)
diamplifikasi dengan PCR dengan primer gyrA-F, 5' TGT CCG AGA TGG CCT
GAA GC 3', and gyrA-Hinfl-as, 5' ATG TAA CGC AGC GAG AAT GGC TGC
GCC ATA CGA ACG CTG GAG 3"

- Dilakukan digestion untuk mengetahui adanyz mutasi pada Gyr 4.

4.3. Skrening mutasi gyr B. (Ince and Hooper 2003).
- Metode PCR untuk skreening mutasi GyrB Salmonella sp. (Ince and Hooper, 2003).
- Suatu fragmen termasuk gyrB QRDR (quinolone resistance determining regions)
diamplifikasi dengan PCR dengan primer GYRBI : 5’ TAGACGATGTACTCAGT-
GAAT 3’ dan GYRBIR : 5° GTGGCATATCCTGAGTTATAT 3’. Hasil PCR
menggunakan primer ini adalah sebesar 1002 bp.

- Dilakukan digestion untuk mengetahui adanya mutasi pada gyr 8.

4.4. Sequensing secara langsung,.

- Primer yang digunakan untuk sequensing terhadap Gyr4 adalah forward, 5' ATG
AGC GAC CTT GCG AGA GAA ATT ACA CCG 3'; reverse, 5' TTC CAT CAG
CCC TTC AAT GCT GAT GTC TTC 3. Dan untuk GyrB adaleh GYRBI : 5°
TAGACGATGTACTCAGTGAAT 3’ dan GYRBIR : 5° GTGGCATATCCTGA.

GTTATAT 3"



Bab V.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penderita dengan gejala deman dan didiagnosis oleh Dokter yang merawat sedang

menderita sakit typhus dilakukan pengambilan darah untuk dilakukan pembiakan bakteri.

Hasil pemeriksaan kultur darah dapat dilihat pada tabel 5.1.

5.1. Hasil kultur darah dari sampel penderita :

Jumlah sampel

Positif

Salmonella

Lainnya

60 sampel

13 sampel

§ isolat

5 isolat

Hasil kultur darah dari 60 sampel darah dari penderita dengan gejala demam, 13

sampel terdapat pertumbuhan kuman pada agar BacT/ALERT (21,6%). Hasil ini sesuai

dengan hasil penelitian di Jepang, yang menyatakan bahwa terdapat 147 sampel positif

dari 547 sampel dari darah arteri (26,9%) dan 138 dari 1075 sampel darah vena (12.8%).

Hasil positif dapat menjadi lebih tinggi bagi pasien yang sampel darahnya dikumpulkan

beberapa kali pada hari yang sama dibanding pasien dengan  satu sampel darah yang diuji

(Tomoko, 2006). Sedangkan hasil penelitian di Philippines menunjukkan terdapat 32% hasil

kultur positif dari total 4.699 sampel yang diuji {(Abucejo, 2001).

5.2. Hasil Uji Sensitivitas Isolat Bakteri Selama Penelitian berlangsung Terhadap Beberapa

Antibiotika

Bakteri
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Semua bakteri yang didapat dari hasil perbenihan sampel darah dilakukan isolasi,
identifikasi dan uji sensitivitas terhadap antibiotika terhadap bakteri patogen yang didapat
dengan maksud agar hasil penelitian ini secara langsung dapat membantu penanganan
pasien ditinjau dari pemilihan obat yang lebih baik.

Hasil uji sensitivitas terhadap antibiotika menunjukkan bahwa terdapat beberapa
isolat bakteri yang telah resisten terhadap beberapa jenis antibiotika, yaitu Ampisili,
Tetrasiklin, Levoflosasin, Trimethoprimsulfamethoksazole, - Asam Nalidiksik maupun
kloramfenikol. Terdapatnya resistensi ini akan menimbulkan terbatasnya pilihan antibiotika
yang dapat digunakan sebagai pengobatan terhadap pasien. Dua obat yang masih belum
terjadi resistensi yaitu siprofloksasin dan imipenem yang merupakan antibiotika dengan
harga cukup mahal.

Salmonella enterica yang berhasil dilakukan isolasi dan identifikasi selama
penelitian ini berlangsung serta isolat Salmonella enterica yang telah disimpan di
laoratorium Salmonella — Lembaga Penyakit Tropis dilakukan Polymerase Chain Reaction
(PCR) untuk menentukan adanya mutasi pada Gyr A dan Gyr B yang merupakan marker

untuk terjadiya resistensi pada antibiotika kelompok fluoroquinolone.

Hasil pemerikasaan dengan PCR dapat dilihat pada gambar 5.1.

1.2 3 4567 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

Gambar 5.1. Hasil PCR Salmonella
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Keterangan :

Lane 1. : Sampel A 28
Lane 2. : Sampel 2 ST
Lane 3. : Sampel SO 13
Lane 4. : Sampel 14 ST
Lane 5. : Sampel 6 ST
Lane 6. : Sampel 8 ST
Lane 7. : Sampel 3 ST
Lane 8. : Sampel J 369
Lane 9. : Sampel J 733
Lane 10 : Sampel 7 ST
Lane 11 : Sampel 1 ST
Lane 12 : Sampel 5 ST
Lane 13 : Sampel 25 SS
Lane 14 : Sampel J 440
Lane 15 : Sampel 4 ST
Lane 16 : Sampel EJ 669
Lane 17 : Sampel J 437

Gambar 5.2. Hasil PCR Salmonella

Keterangan :
Lane 1. : Sampel SH 02
Lane 2. : Sampel 16 ST
Lane 3. : Sampel 20 SS
Lane 4. : Sampel SH 01
Lane 5. : Sampel 17 SS
Lane 6. : Sampel 16 SS
Lane 7. : Sampel JT 09
Lane 8. : Sampel 15 SS

Hasil pemeriksaan secara PCR menunjukkan adanya band yang bervariasi, beberapa

sampel menunjukkan adanya pita tunggal diantaranya sampel SO 13, 14 ST, 6 ST, 5 ST, EJ
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669, 17SS dan 15 SS, sedangkan sampel lainnya menunjukkan adanya dua pita, yaitu
sampel A 28, 2 ST, 8 ST, 3 ST, 7 ST, 1 ST, 25 S8, J 440, 4 ST, J 437, SH 2 dan 16 ST,
sedangkan sisanya menunnjukkan hasil PCR dengan pita lebih dari 2 yaitu sampel 20 SS,
SH 01, 16 SS dan JT 09. Adanya dua pita atau lebih pada elektroforesis hasil PCR
dimungkinkan akibat adanya sekuens yang berulang pada DNA dari bakteri tersebut
sehingga semua sekuens yang sama akan teramplifikasi dengan hasil adanya berbagai

macam pita tergantung dari penjang DNA hasil amplifikasinya.
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BAB VL

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan.

1. Terdapat 13 pasien dengan kultur bakteri positif (21,6%), sedangkan sisanya tidak
terdapat pertumbuhan bakteri meskipun pasien sudah didiagnosis menderita thypus.

2. Terdapat tiga isolat yang resisten terhadap antibiotika Fluoroquinolone, dua isolat
lainnya mempunyai tingkat intermediate

3. Terdapat mutasi Gyr 4 dan Gyr B yang berkorelasi dengan terjadinya terjadinya resis-

tensi terhadap Fluoroquinolone pada Salmonella enterica isolat dari Surabaya.

6.2. Saran.

1. Perlu dilakukan penelitian sejenis dengan jumlah yang lebih banyak.

2. Penggunaan antibiotika fluoroquinolone harus dilakukan dengan pertimbangan yang
rasional mengingat sudah terjadi resistensi pada Salmonella enterica isolat dari
Surabaya.

3. Perlu dilakukan pemeriksaan terhadap adanya mutasi pada lokus-lokus lain yang

berperan dalam timbulnya resistensi terhadap fluorequinolone.
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