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RINGKASAN 

Penelitian ini bertujuan mengetahui seberapa jauh plasiPid pengkode kebal 

ampisilin yang dipisahkan dari bal1:eri flora limbah cair rumah sakit, bisa dipergunakan 

sebagai petanda tingkat penggunaan antimikroba di lingkungan rumah sakit. Juga ingin 

mengetahui apakah bakteri flora limbah (Escherichia coli) di rumah sakit bisa 

dipergunakan sebagai petanda penyebaran kebal antimikroba di rumah sakit akibat 

penggunaan antimikroba pada penderita, dalarn kaitan pemberantasan infeksi nosokomial. 

Antimikroba yang diteliti adalah golongan beta laktam khususnya a.nlpisilin, di 

ruang perawatan RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Parameter yang diteliti adalah angka 

kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin dan karakter plasmid. Kharakter plasmid 

dirutikan sebagai dua malr.na yaitu: 1 ). ukura<1. plasmid dan 2). tipe piasmid . Tipe plasmid 

diartikan sebagui keberadaan bersama gen kebal nir-ampisiliil terhadap gen kebal 

ampisillin pada isolat plasmid, ya.'lg sering disebut kebal ganda ('multi resistance'). 

Pendataan penggunaan antimikroba di kedua lokasi penelitian dilakukan setiap hari 

smnpai selama 3,5 bulan. Parameter tingkat penggunaan antimikroba dinyatakan dengan 

prosen penderita yang dirawat dengan mendapat anti.rnikroba yang ditelit~ dan dosis 

(dalam gram) rata-rata antimikroba yang diberikan per penderita. 

Sebagai sampel penelitian adalah Escherichia coli flora limbah rumah sakit di RP 

IKJ (Ruang Perawatan llmu Kedokteran Jiwa) dan RP BU (Ruang Perawatap Bedah 

Urologi) yang selanjutnya · dicari Escherichia coli yang telah kebal terhadap ampisilin 

dengan menggunakan uji kepekaan cara pengenceran agar. Plasmid dipisah.kan dari 

Escherichia coli yang kebal menggunakan cara alkali ('Lysis by alkali' ) dan difanjutkan 
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dengan uji transformasi pada bakteri acuan (Escherichia coli galU! DH5alfa). Ukuran 

plasiT'..id ditera menggunakan hasil foto pita ,piasmid pada elektroforesis agar yang tela.~ di 

cat menggunakan etidium bromid, berdasar kesetaraan kedudukan pita plasmid terhadap 

pita petanda ('Marker') lambda Hindlll. 

Pada setiap sel transforman, dilakukan penentuan antibiogra.'ll yaitu uji kepekaan 

terhadap 10 antirnikroba patokan dengan menggunakan cara difusi cakram. Hal ini untuk 

mencari adanya ekspresi gen kebal antirnikro ba selain ampisilin. Kekebalan sel 

transforman terhadap berbagai antirnikroba (ampisilin dan nir-ampisilin), dipergunakan 

menggolongkan plasmid menjadi beberapa tipe. 

Penggunaan antirnikroba golongan cincin beta laktam khususnya ampisilin di RP 

IKJ menunjukkan tingkat yang lebih renda.lt secara bermakna dibanding penggunaan 

antimikroba yang sama di. RP BU, baik dilihat persentase penderita ya..'lg mendapat 

a.."J.timik.roba maupun dosis rata-rata antimikroba yang dikonslJIIlSi tiap penderiia (!:>=0,001 

untuk amspisilin, sulbenisi.l.i..n..., sefaiosporin rnaupu..11 gabungan semua obat golongan beta 

lakia...-n). Di RP IKJ, persentase penderita yang mendapat ampisilin adala.lJ. 5,33%, 

gabungar1 semua obat golongan beta laktam adalah 8,28%. Tidak ada penderita yang 

mendapatkan sulbenisilin maupun sefalosporin. Persentase penderita yang mendapat 

ampisilin, sulbenisilin, sefalosporin dan gabungan semua antirnikroba golongan cincin beta 

laktam di RP BU berturut-turut adalah 23,83%, 32,64%, 23,83% dan 73,58%. Dosis 

antirnikroba rata-rata yang diberikan pada tiap penderita di RP lEU untuk ampisilin adalah 

0,3728 g, gabungan semua obat golongan beta laktam adalah 0,5024 g dan tidak ada 

penderita yang mendapat sulbenisilin maupun sefalosporin. Sedangkan di RP BU 
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berturut-turut untuk ampis~ sulbenisilin, sefalosporin dan gabungan semua obat 

golongan beta laktam adalah 0,9793 g, 2,3927 g, 0,9684 g dati 4,444 g. 

Sebanyak 210 Escherichia coli tdah dipisahkan masing-masing dari limbah cair 

rumah sakit di kedua lokasi pene!itian. Pada uji kepekaan cara pengenceran. agar, 

didapatkan Escherichia coli kebal arnpisilin sebanyak 171 (81,4%) di RP IKJ dan 174 

(82,90%) di RP BU. Perbedaan ini secara statistik tidak bermakna pada batas kemaknaan 

5%, dengan nilai p = 0, 7989. Tidak adanya perbedaan ini menurut peneliti karena 

kekebalan yang sudah sangat tinggi atau tingginya paparan bahan nir-antimikroba di 

limbah yang bisa mengakibatkan perubahan dinding sel bakteri dan diikuti peningkatan 

kekebalan terhadap antimikroba. 

Pada semua Escherichia coli yang kebal ampisilin, diperik:sa adanya plasmid 

pengkode kebal ampisilin dengan uji transformasi. Sebauyak 28 ( 16,3 7%) galur 

Escherh·hia coli dari RP IKJ menunjukkan adanya plasmid pengkodc kebal a.·npisili..'l, 

scdangkan di RP BU mencapai 58 (33,33%) galur. Perbedaan illi seca..'"a statistik bermak..'1a 

pada batas kemaknaan 5% dengan nilai p=O,OO 1. Hal ini berarti hipotesis diterima atau 

bisa dikatakan angka kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin di RP IKJ lebih rendah 

dibanding RP BU. Kesimpulan dari fakta di atas, bahwa makin tinggi penggunaan 

antimikroba, akan diikuti dengan makin tinggi.t~ya angka kejadian plasmid pengkode kebal 

antimikroba. 

Plasmid pengkode kebal ampisilin dari kedua lokasi penelitian dipisahkan dan 

dianalisis untuk mengetahui ukuran plasmid, dan juga untuk mengetahui tipe plasmid yang 

menunjukkan adanya ekspresi gen pengkode kekebalan selain kebal ampisilin yang berada 
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bersama dengan plasmid p~np:kode kebal ampisilin yang sering dikenal dengan kebal 

ganda ('Multi resistance '). 

Ukuran plasmid dinyatakan dalam tiga kelompok, kelompok 1 dengan ukuran 

-sarna atau lebih kecil dari 4.361 bp ('base pair' = pasangan basa), kelompok 2 lebih besar 

4.361 bp sampai dengan 9.416 bp, dan kelompok 3 lebih besar 9.416 bp sampai dengan 

23.130 bp. Pada semua (28) isolat plasmid dari RP IKJ, mempunyai ukuran dalam 

kelompok 1. Sedangkan isolat plasmid dari RP BU, 38 (65,5%) plasmid dengan ukuran 

kelompok 1, 10 (17,2%) plasmid dengan ukuran kelompok 2 dan 10 (17,2%) dengan 

ukuran kelompok 3. Ukuran plasmid pada kedua lokasi penelitian berbeda bermakna pada 

batas kemaknaan 5% dengan nilai p= 0,001. Hal ini berarti hipotesis diterima atau bisa 

disirnpulkan bahwa ukuran plasmid yang berasal dari RP IIU, lebih kecil dibanding isolat 

plasmid dari RP BU. 

Pada semua isolat plasmid, baik dari RP IKJ maupun RP BU, ditemukan sebanyak 

3 tipe plaswid yang masing-rr..asing mengekspresikan kebal anti_rni]t-.roba beri.kut ini: 

a. Tipe 1 : Ampisilin, Eritromisin, Kanamisi..'l., Trimetoprim 

b. Tipe 2 : Ampisilin, Kloramfenikol, Trimetoprim 

c. Tipe 3 : Ampisilin 

Angka kejadian tipe plasmid tersebut pada RP IKJ adalah: plasmid tipe 1 tidak ada, 

plasmid tipe 2 sebanyak 3 (10,71 %), dan plasmid tipe 3 sebanyak 25 (89,29%). Di RP BU 

angka kejadian plasmid tipe 1 sebanyak 4 (6,9%), plasmid tipe 2 sebanyak 6 (10,34%) 

dan plasmid tipe 3 sebanyak 48 (82,76%). Perbedaan ini tidak bermakna pada batas 

kemaknaan 5% dengan nilai p= 0,3627. Hal ini berarti bipotesis ditolak. Pada analisis 

jumlah gen kebal antimikroba (ampisilin dan nir-ampisilin) pada setiap tipe plasmid, 

XI 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



temyata juga tidak ada beda antara isolat asal RP IKJ dibanding RP BU (p=0,3822). 

Antara ukuran plasmid dengan jumlah gen kebal pada tiap ripe plasmid juga tidak 

menunjukkan korelasi yang bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan ukuran 

plasmid tersebut di atas kecil kemungkinan akibat penggabungan dengan plasmid 

pengkode kebal nir-ampisilin, dan terjadinya kebal ganda tidak ditentukan aleh tinggi atau 

rendahnya tingkat penggu..'laan antimikroba. 

Dari data diatas dapat diartikan bahwa: 

1 ). Angka kejadian dan karakter plasmid dapat dipergunakan sebagai petanda untuk 

mengetahui tingkat penggunaan antimikroba pada lingkungan. Penggunaan 

antimikroba (cincin beta laktam) yang makin sering dan dosis makin tinggi, sangat 

berkaitan dengan makin tingginya angka kejadian plasmid pengkode kekebalan, dan 

disertai pula makin besarnya ukuran plasmid yang bersangkutan. 

2). Flora ba.heri dapat dipergunakan sebagai petanda (indikator) tingkar penggunaan 

antirnikroba di iingkungan khususnya rumah sakit. Hal ini sangat berkaitan dengan 

pola kekebalan bakteri di n.Imah sakit dalam kaitan pemberantasan mfeksi nosokomial. 

Dengan bisa dimanfaatkarmya bakteri limbah, maka untuk penentuan pola kepekaan 

bakteri di rumah sakit tidak hams menunggu isolat yang berasal dari pender ita. 

3). Kejadian kebal ganda ('multi resisten ') tidak berkaitan dengan tinggi atau rendahnya 

penggunaan antimikroba, tapi oleh sebab lain yang perlu dicari penyebabnya. 
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ABSTRACT 

The objectives of this study were to investigate the effects of antimicrobial used on 

the incidence rate and the characteristics of the resistance piasmids in hospital waste 

water. The characteristic of plasmids were defined as the plasmid size and the joining 

presence of non-ampicillin resistance expressed gene in ampicillin selected transforman 

cells. The selected antimicrobial chosen in this researc were beta-lactam drug, particularly 

ampicillin, and consequently the plasmid that encodes for ampicillin resistance. Two 

hospital's wards as research locations were Psychiatry ward and Urology ward of 

Dr. Soetomo Regional General Hospital Surabaya. 

The usage of an1picillin and the total amount of the beta-lactam drugs, in 

Psychiatry ward were significantly less than in Uroiogy ward. These differences were the 

frequency of inpatient who got an antimicrobial drug or the averages of the drugs dose 

(in g) consumed per patient. The frequency of Psychiatry ward patients receiving an 

r 

ampicillin and all kinds ofbeta-lactam drug were 5.33%, and 8.28%, and no patients got 

sulbenicillin or cephalosporine, whereas in Urology ward, the patients got a., ampicillin, 

sulbenicillin, cephalosporine and all kinds of beta-lactarn drug were 23.83%, 32.64%, 

23 .83% and 73 .58% respectively. The average dose ofthe drug consumed per patient, for 

ampicillin and the total amount of the all beta-lactam drugs, in Psychiatry ward were 

0.3728 g and 0.5024 g per patient and no patients got sulbenicillin or cephalosporine; 

whereas in Urology ward patients got an ampicillin, sulbenicillin, cepahlosporine and the 
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total amount ofthe all beta-lactam drugs were 0.9793 g, 2.3927 g, 0.9684 g and 4.444 g 

respectively. 

The bacteria's samples were 210 Escherichia coli strain isolated from each 

hospital ward. The isolated ampicillin resistance strains were 171 (81.4%) strains from 

Psychiatry ward and 174 (82.90%) strains from Urology ward, and the difference was not 

statistically significant. 

The plasmids mediated ampicillin resistance were detected on 28 (16.37%) 

strains of Escherichia coli isolated from Psychiatry ward, and 58 (33.33%) strains from 

Urology ward. These results were significantly different. The plasmids sizes of Psychiatry 

ward origin were significantly smaller than Urology ward origin. Conversely, the amount 

of any resistance antimicrobial gene (ampicillin and non-ampicillin) on each ampicillin 

associated plasmid, were not significantiy different for both locations. 

The conclusions are: the incidence rate and characters of antimicrobial (beta lactam 

drugs) resistance plasmids can be used as a tools for detecting environmental 

antimicrobial uses. The bacteria of hospital waste water can be used as a sample for 

predicting the antimicrobial susceptibility pattern in environment as a consequence of 

antimicrobial uses in hospitalized patients 

Key words Antimicrobial resistance plasmid, Beta-lactam drug, Ampicillin, 
Hospital waste water, Escherichia coli 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Infeksi Nosokomial (IN) adalah infeksi yang terjadi oleh penularan bakteri di 

lingkungan rumah sakit (Janas, 1984). Penyebab IN kebanyakan adalah bakteri flora 

normal (Goldman et al. ,1981; Ringerz et a/.,1990; Subagyo dan Karim, 1985; 

Sjahrodji, 1990; Tiruneh, 1990), dan kebanyakan bersifat kebal ganda (Goldman et 

a/.) 981 ; Ringerz et al., 1990; Sjahrodji, 1990; Tiruneh, 1990). Golongan bakteri flora 

normal, yang selalu ada di alam, Jingkungan dan tubuh manusia, adalah golongan koliform 

(Gallis, 1980). Diantara golongan ini yang sering menyebabkan infeksi adalah 

Enterobacter spp dan Escherichia coli (Goldman et a/. , 1981; Ringerz et a!. , 1990; 

Senerva et al. , 1991; Sjahrodji, 1990; Tiruneh, 1990 ). 

Ruma..l-t sakit yang merupakan lingkungan terbatas adalah tempat dengan jumlah 

penggunaan antimikroba relatif besar. Pada penelitian yang dilakukan di 10 Rumah Sakit 

Pendidikan di Indonesia pada tahun 1987 didapatkan hasil rata-rata 68,3% penderita yang 

dirawat mendapat antimikroba (Surbakti, 1988). Sedang di luar rumah sakit relatif lebih 

kecil. Hasil penelitian Munaf (1992) pada 6 Puskesmas di Kabupaten Palembang dan pada 

dua Kabupaten di Sumatera Selaian, menunjukkan dari 3 781 penderita yang berobat ke 

Puskesmas yang diambil secara acak, 49% mendapat antirnikroba. 

Kaitan antara banyaknya penggunaan antimikroba dengan kejadian kebal 

antimikroba, terutama yang diperankan plasmid, saat ini sudah banyak dilaporkan, namun 

terbatas pada bakteri penyebab penya.'cit pada penderita. Untuk bakteri isolat dari 

1 
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lingkungan, terutama pada limbah cair rumah sakit, saat ini belum mendapat perhatian. 

Sedangkan hila hal ini dapat dirn.anfaatkan, akan lebih menguntungkan karena tidak harus 

mengganggu dan menunggu penderita untuk dipakai sebagai bahan sampel. 

Pembahasan masalah plasmid pengkode kebal antimikroba dalam kaitan dengan 

tingginya penggunaan antimikroba, sampai saat ini selalu tertuju kepada seberapa jauh 

pengaruh plasmid terhadap keberhasilan pengobatan infeksi pada seorang penderita. 

Kalaupun dikaitkan dengan tingginya penggunaan antimikroba, hanya sebagai tujuan 

tambahan. Tampaknya karakter plasmid sampai saat ini belum dibahas secara optimal 

dalam kaitannya dengan tingkat penggunaan suatu antimikroba. Pada kesempatan ini 

peneliti ingin menggunakan plasmid sebagai bahasan utama dalam kaitannya dengan 

tingkat penggunaan antimikroba, dengan manfaat tambahan mengatasi masalah kekebalan 

b~kteri terhadap antirn.ikroba pada terapi seorang penderita penyakit infeksi. 

T elah diketahui banyak kekcbalan dikode plasmid seperti kekebalan terhadap 

ampisilin, tetrasiklin, kanamisin dan kloramfenikol (Senerva et al., 1991; Campbell and 

Mee, 1987; Chaslus-Duncla et al., 1991; Kitzis et al., 1988; Christie and Dunny, 1984; 

Jallat et al., 1994). Dilaporkan pula bahwa antimikroba kadar sub-letal (dibawah kadar 

bunuh) akan meningkatkan ekspresi plasmid kekebalan terhadap antimikroba yang 

bersangkutan (Christie and Dunny, 1984). 

Pla.smid kekebalan biasanya berisi gen yang mengkode protein, yang fungsinya 

mengganggu cara ketja antimikroba atau merusak susunan kimiawi antimikroba sehingga 

antirn.ikroba menjadi tidak aktif. Pada peningkatan ekspresi plasmid kekebalan sebagai 

akibat paparan antimikroba kadar sub-letal, temyata tidak hanya melakukan transkripsi 

dan translasi untuk membentuk suatu senyawa, namun plasmid tersebut juga melakukan 
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replikasi sehingga dalam satu sel bakteri berisi lebih banyak plasmid sejenis (Norstrom et 

a!., 1984; Christie and Dunny, 1984; Nordstrom and Austin, 1989). Kadar plasmid dalam 

sel yang makin tinggi, diketahui disamping makin sedikit sel bakteri yang terbebas dari 

kandungan plasmid, plasmid tersebut juga makin mudah pindah ke bakteri lain (Christie 

and Dunny, 1984; Guiney, 1984; Kitzis et al. , 1988; Reynaud et al., 1991; Rice eta!., 

1992). Perpindahan tersebut dikatakan makin mudah antara bakteri dalam satu spesies 

(Lambert eta!., 1988). 

Berdasar kenyataan di atas peneliti berpendapat, angka kejadian plasmid pengkode 

kebal antimikroba dapat dipergunakan sebagai petunjuk penggunaan antimikroba di 

lingkungan, khususnya di rumah sakit, yang sampai saat belum ditelaah secara mendalam .. 

Peningkatan ekspresi plasmid yang disertai dengan peningkatan kadar plasroid 

dalam sel bakteri, ternyata juga menunjulr.kan perubal1an karakter y3..1.1g lain. Hal i..Tli 

meliputi dua hal yakni: 1). karakter kebersamaan dengan plasroid lain dalam satu sel; 2) . 

kecendenmgan diantara plasrnid yang sama meiakukan penggabungan satu dengan yang 

lain yang dikenal dengan dimerisasi. 

Bonnasie et a/. (1990) dalam penelitiannya mendapatkan kenyataan bahwa 

peningkatan replikasi suatu plasmid, akan diikuti dengan derajat inkompatibilitas yang 

lebih rendah, dalam arti plasmid yang berbeda makin mudah berada bersama dalam satu 

sel. Hal ini kiranya akan meningkatkan kemungkinan penggabungan antara beberapa 

plasmid yang berbeda. Namun ada kenyataan lain, bahwa meningkatnya replikasi salah 

satu plasmid dalam sel bakteri akan menyebabkan plasmid lain keluar sel (DeGuglielmo et 

al., 1991). Kelihatannya keadaan ini sangat ditentukan oleh sifat plasmid pengkode kebal 
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antimikroba tersebut, khususnya apakah dalam satu grup inkompatibilitas yang sama atau 

berbeda. 

Paparan eritromisin kadar sub-letal secara tems-menerus (selama tiga hari) pada 

Staphylococcus epidermidis yang berisi plasmid pengkode kebal eritromisin, temyata 

berakibat terjadinya dimerisasi plasmid, sehir.gga diantara plasmid sejeni5 sating 

menggabung sehingga ukurannya menjadi makin besar sesuai deret hitung (DeGuglielmo 

et a!., 1991). Keadaan serupa, walaupun tidak sama sepenuhnya juga dijumpai pada 

Escherichia coli yang mengandung gen ampC pada kromoson, dimana akibat paparan 

ampisilin, terjadi mutan kebal terhadap ampisilin. Hal ini ternyata disertai makin 

panjangnya gen ampC di kromosom (Normark et al. , 1977). Keadaan atau beberapa fakta 

di atas kiranya perlu dite!aah lebih lanjut untuk kemungkinan dapat dimanfaatkan sebagai 

petanda adanya penggunaan antim.ikroba di suatu lingkungan. 

Pada pemakaian antimikroba untuk terapi penderita, khususnya di rumah sakit, 

adalah ditujukan untuk bakteri penyebab. Namun hal ini tidak dapat terbebas dari paparan 

antimikroba terhadap bakteri flora normai yang ada di tubuh penderita. Flora yang telah 

kebal ini diketahui menyebar ke orang di sekitarnya. Kenyataan ini didukung oleh beberapa 

penelitian berikut ini: 1). Angka kejadian bakteri kebal di suatu lingkungan, khususnya 

rumah sakit, dapat disebabkan oleh perpindahan ('transmission') bakteri kebal dengan 

cara kolonisasi silang ('cross colonization ') dengan penderita, melalui tangan petugas 

kesehatan di rumah sakit (Struelens, 1998); 2). Anak yang dirawat di ruang perawatan 

intensip di rumah sakit yang diketahui banyak menggunakan kanamisin sebagai obat 

utama, bakteri Escherichia coli flora usus bayi tersebut banyak mengandung plasmid 

pengkode kebal kanamisin. Pada penelaahan yang dilakukan 12 bulan setelah bayi keluar 
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rumah sakit, temyata 43% flora Escherichia coli bayi dan 33% flora Escherichia coli 

keluarganya mengandung plasmid pengkode kebal kanarnisin. Hal ini sangat berbeda 

dengan bayi sehat yang tidak dirawat di ruang perawatan intensip, tidak ditemukan 

plasmid pengkode kebal kanarnisin (Damato et al. , 1974); 3). Pada suatu terapi 

kloramfenikol selama 14 hari pada 15 orang anak anggota asrarna yang dihuni oleh 1 07 

orang anak, temyata terjadi peningkatan Staphylococcus epidermidis kebal kloramfenikol, 

baik pada kelompok yang mendapat terapi maupun yang tidak. Bahkan juga ditemukan 

adanya peningkatan kejadian bakteri kebal selain kloramfenikol, baik pada kelompok 

terapi maupun yang tidak mendapat terapi (Bently eta/., 1970); 4). Pada: suatu penelaahan 

flora Escherichia coli pada domba liar di Jepang, adanya plasmid pengkode kebal 

antimikroba ditemukan pada 2,5% siolat. Narnun setelah ditangkap dan dipelihara di 

lingkungan penduduk, angka ini meningkat menjadi 97% (Kinjo et al. , 1992). 

Jika lir..gkungan yang dia.rnati ada!ah sebuah ruang perawatan. di rumah sakit yang 

banyak menggunakan antirnikroba, maka lingkungan di tempat tersebut, baik penderita, 

staf perawatan rumah sakit maupun lingkungan di sekitarnya, akan banyak mengandung 

flora bakteri kebal. Jika semua kegiatan kebersihan, baik mencuci tangan, mandi maupun 

pembersihan ruangan seialu berakhir dengan pembuangan limbah ke saluran buangan dari 

kamar mandi, maka dapat diduga bahwa banyak terdapat flora ba:kteri kebal di saluran 

buangan tersebut. Hal ya.'lg lebih khusus lagi adalah bahwa segala kegiatan pembuangan 

air kernih, dilakukan di saluran tersebut. Diketahui bahwa antirnikroba yang diberikan pada 

penderita, khususnya ampisilin maupun antirnikroba golongan beta laktam, sebanyak 30%-

50% diekskresi dalam bentuk aktif di air kernih (Flaherty and Gambertoglio, 1990). Hal ini 

kiranya akan memberi paparan lanjutan pada flora yang telah ada di limbah buangan 
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kamar mandi . Hal ini menunjukkan pentingnya air limbah sebagai sarana penelaahan 

bakteri kebal. Sampai kini penelaahan selalu dilakukan pada penderita infeksi. 

Flora tubuh yang banyak di lingkungan adalah koliform, yang salah satunya 

Escherichia coli. Galur kebal ganda dari bakteri tersebut telah diketahui banyak 

menyebabkan infeksi di rumah sakit. Pada suatu penelaahan tentang flora usus pada bayi 

neonatus yang dirawat di rumah sakit, ditemukan tiga flora utama bakteri batang negatif 

Gram yang bersifat aerobik yaitu Escherichia coli sebanyak 43,44%, Klebsiella 

pneumonia sebanyak 50,71% dan Enterobacter spp sebanyak 5,900/o. Sedangkan angka 

kejadian plasmid pengkode enzim beta laktamase ditemukan pada Escherichia coli kebal 

ampisilin sebanyak 93,23%, pada Klebsiella pneumonia sebanyak 15,8% dan pada 

Enterobacter spp tidak dijumpai enzim tersebut (Burman et a!., 1992). Disamping itu, 

telah banyak diketahui adanya kebal antirnikroba yang dikode plasmid pada Escherichia 

coli (Da...-nato et al. , 1974; Ca..rnphel and Mee, 1987; Tenover et al., 1987; Kitzis eta!. , 

1988). Bakteri koliform biasanya sebagai flora usus manusia dan hcwan, namun juga 

banyak di lingkungan, seperti benda di sekitar kita, air dan tanah (Galljs, 1980). Di dalam 

air bakteri ini mampu bertahan sampai beberapa bulan. Karena itu, bah.'teri koliform 

khususnya Escherichia coli, layak dipergunakan sebagai petanda penggunaan antirnikroba 

di suatu lingkungan. 
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plasmid dan pernah dilaporkan pada plasmid pengkode kebal eritromisin, terjadinya 

peningkatan ukuran plasmid itu sendiri melalui mekanisme dimerisasi atau penggabungan 

antar plasmid sejenis sehin.gga ukurannya makin besar seperti deret hitung (DeGuglielmo 

eta!. , 1991). Kejadian lain menunjukkan bahwa pada galur mutan kebal Escherichia coli 

terhadap ampisilin, terjadi pem~njangan gen ampC pada kromosom (Normark et a!. , 

1977). Diketahui bahwa akibat peningkatan ekspresi plasmid yang disertai replikasi 

plasmid, dapat meningkatkan kompatibilitas (= makin mudah berada bersama) plasmid 

tersebut dengan plasmid lain dalam satu sel bakteri (Bonnasie et a!., 1990). Keadaan ini 

akan sangat menentukan munculnya bakteri kebal ganda (' antimicrobial multi 

resistance '). Tiap plasmid yang mengandung susunan atau gabungan beberapa gen kebal 

antimikroba yang sama, dikatakan mcmpunyai tipe sama. Namun pada plastrid lain justru 

terjadi sebaliknya, yakni plasmid 1epas dan keluar dari sel bakteri (DeGuglielmo et a!. , 

1991). Berdasar fakta ini maka timbul permasalahan kedua dan ketiga. 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan umum: 

9 

Untuk mempelajari seberapa jauh peran plasmid pada kejadian bakteri kebal 

antimikroba, dan apakah kejadian dan karakter plasmid pengkode kebal antimikroba dalam 

limbah rumah sakit dapat dipergunakan sehagai petanda atau indikator terhadap tingkat 

peaggunaan antimikroba di lingkungan tersebut sebagai akibat penggunaan antimikroba 

pada terapi penderita 

1.3.2 Tujuan khusus: 

a. Membuktikan bahwa kejadian kebal ampisilin yang dikode plasmid, lebih tinggi atau 

lebih sering ditemukan pada flora Escherichia coli yang dipisahkan dari lingk-1 (yaitu 

RP BU) dengan tingkat penggunaan antimikroba yang tinggi diba.'lding flora 

Eschfrichia coli yang dipisahkan da.-i lingk-2 (yaitu RP IKJ) dengan tingkat 

penggunaan a..ntimikroba rendah. 

b. Membuktikan bahwa plasmid pengkode kebal ampisilin yang dipisah..kan dari lingk-1 

dengan tingkat penggunaan antimikroba yang tinggi mempunyai ukuran lebih besar 

dibanding yang dipisahkan dari lingk-2 dengan tingkat penggunaan antimikroba rendah. 

c. Membedakan tipe plasmid pengkode kebal ampisilin pada isolat Escherichia coli yang 

dipisahkan dari lingk-1 terhadap isolat yang dipisahkan dari lingk-2 dengan tingkat 

penggunaan antimikroba rendah. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Menentukan tingkat penggunaan antimikroba dalam suatu lingkungan 

(rumah sakit), melalui pendekatan biologi-molekuler (genetik) 

Diketahui bahwa akibat pengaruh antimikroba kadar subletal secara berkelanjutan, 

akan merupakan perangsang bagi plasmid pengkode kebal antimikroba untuk 

meningkatkan ekspresi dan memperbanyak diri. Salah satu akibat keadaan tersebut adalah 

adanya perubahan angka kejadian plasmid kekebalan serta perubahan karakter plasmid 

yang bersangkutan. Perubahan karakter tersebut meliputi ukuran plasmid dan 

kemungkinan adanya gen-gen pengkode kebal antimikroba lain yang bergabung, yang 

disebut kebal ganda ('multi resistance') . 

1.4.2 Menentukan tingkat bahaya suatu kekeba!an dalam lingkungan rumah sakit 

Suatu kekebala.n bakteri terhadap antimikroba dapat disebabkan oleh perar1tara 

plasmid maupun nir-plaswid. Adanya pera...fltara plasmid, menumt peneliti menunjuk..kan 

makin tingginya tingkat bahaya suatu kekebalan karena pertimba!lgan berikut ini: 1). 

kekebalan bakteri terhadap antimikroba yang dikode plasmid biasanya mempunyai KHM 

yang tinggi; 2). akibat penggunaan dan paparan leb!h lanjut dengan antimikroba, 

penyebaran kekebalan menjadi makin cepat; 3). plasmid kekebalan pernah dilaporkan 

bergabung dengan faktor keganasan pada Escherichia coli, sehingga perpindahan plasmid 

akibat paparan antimikroba juga berdampak penyebaran faktor keganasan Escherichia 

coli. 
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1.4.3 Menentukan kebijakan penggunaan antimikroba pada rumah sakit dalam 

kaitan mencegah peningkat2n kekebalan pada bakteri rumah sakit, 

khususnya daiam kaitan penyebab infeksi nosokomial 

Penggantian pemakaian suatu antirniY.roba pada saat ini hanya didasarkan pada 

hasil uji kepekaun. Antirnikroba yang paling ban:,·ak bersifat kebal akan diganti dengan 

antirnikroba lain. Masalah akan timbul jika angka kejadian kekebalan terhadap berbagai 

(minimal dua) antimikroba berada pada tingkat yang sama. Maka untuk memilih yang 

paling layak untuk dipakai diantara yang ada adalah antimikroba yang paling sedikit 

dikode oleh plasmid, atau antirnikroba yang harus diganti adalah antirnikroba yang 

mempunyai kekebalan yang lebih banyak dikode plasmid. 

1.4.4 Mengembangkan penelitian lebih l2njut pemanfaatan plasmid sebagai 

petanda pencemar:m bt:rbagai bahan kimiawi. 

Plasmid telah diketahui secara luas mempunyai berbagai fungsi, baik sebagai 

pengatur metabolisme sel bakteri maupun sebagai mekanisme organisma untuk 

mempertahankan diri terhadap pengaruh luar yang merugikan. Dengan model penelitian 

pada ampisilin dan plasmid pengkode ampisilin ini, dapat dikembangkan berbagai 

penelitian lain, baik terhadap bahan toksik maupun bahan nutrien yang mencemari suatu 

lingkungan. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kekebalan Bakteri Terhadap Antimikroba 

Kekebalan bakteri terhadap antimikroba (selanjutnya ditulis sebagai kekebalau) 

adalah kemampuan bakteri untuk menetralisir daya kerja antimikroba. Hal ini dapat melalui 

beberapa cara yakni: merusak antimikroba dengan enzim yang diproduksi; merubah 

reseptor titik tangkap antimikroba; mencegah antimikroba agar tidak dapat menembus 

dinding sel, yang kesemuanya dapat bersifat adaptasional, kromosomal maupun 

diperantarai plasmid (Davis, 1982; Dever and Dermody, 1991). 

Enzim perusak antimikroba, khususnya terhadap golongan beta laktam, pertama 

dikenal pada tahun 1945 dengan nama penisilinase yang ditemukan pada Staphylococcus 

aureus dari seorang penderita yang mendapat pengubatan penisilin. Pada tahun 1965 

diternuk(l..n enzim serupa pada Escherichia coli pada seorang penderita yang mendapat 

terapi ampisilin dan diberi nama TFM ~-laktamase (Dikutip dari Acar and Goldstein, 

1998). Berdasar kedek~tan struktur protein (susunan asam amino) dan sisi aktif ('active 

site ') kini dikenal ada 4 klas enzim beta laktamase yang meliputi kelas A, _B, C dan D 

(Massova and Mobashery, 1998). Enzirn yang rnempunyai kemiripan sekuen asam amino, 

dimasukkan dalam satu klas, sedangkan khusus klas B, juga ditandai dengan 

ketergantungan aktifitasnya pada ion seng ('Zinc dependent'). Beberapa contoh dan 

bakteri penghasil dapat dilihat pada Tabel 2.1. 

Kekebalan terhadap obat golongan beta laktam, juga dapat terjadi karena 

perubahan atau mutasi pada gen penyandi protein 'Penicillin Binding Protein' (PBP). Ada 

beberapa P BP dengan berbagai fungsi meliputi transpeptidase, transglikosilase dan 

12 
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karboksipeptidase untuk sintesis peptidoglikan penyusun dinding sel bakteri. lkatan obat 

golongan beta laktam pada PBP akan berakibat sintesis dinding sel bakteri terhambat dan 

sel mengalami lisis (Chairoux et al. , 1990). Pada prinsipnya ada dua kclompok PBP yakni 

dengan berat molekul tinggi yang berfungsi sebagai enzim transpeptidase dan 

transglikosilase, dan kelompok dengan berat molekul rendah yang berfungsi sebagai 

karboksipeptidase (Massova and Mobashery, 1998). Pada Escherichia coli dikenal ada 

PBP4, 5, 6, 7 dengan berat molekul rendah dan PBPla, lb, lc, 2 dan 3 dengan berat 

molekul tinggi . 

Tabel2.1 Beberapa contoh enzim beta laktamase dan penggolongannya 

Ensim beta laktamase 
K e las Nama Bakteri 

A OHIO-I Enterobacter cloacae 
SHV-1 Klebsiella pneumonia 

I TEM-1 
1 

Escherichia coli 
OXY-2 Klebsiella oJ..ytosa 

B IA·fP-1 Serratia marcescens 
B-11 Bacillus spp. 
[,-/ Xanthomona<~ maltophila 

r I MG1655 Esrlterichia coli K-12 "-' 

P99 Enterobacter cloacae 
FOX-3 Klebsiella pneumonia 

D OXA-18 Pseudomonas aemgi.nosa 
OXA-9 I Klebsiella pneumonia 
OXA-1 Escherichia coli 
OXA-2 j Salmonella typhimurium 

Dalam kaitan dengan penembusan antimikroba melalui dinding sel .bakteri, dikenal 

adanya protein pada lapisan luar dinding sel ('outer membrane') bakteri negatif Gram, 

yang dikenal dengan nam~ ~orin . Berkurangnya porin pada dinding sel bakteri, akan 

berakibat peningkatan kekebalan terhadap ,antimikroba (Bums and Clark, 1992). Hal ini . . . 
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karena terganggunya penembusan obat ke dalam sel bakteri. Salah satu porin yang dikenal 

luas pada bakteri negatif Gram adalah protein porin F ('Outer membrane protein F' 

=OmpF') (Woodruff et al., 1986; Kunin et al. , 1994; Komatsu et al., 1991). Ekspresi .gen 

porin dapat turun oleh pengaruh tekanan osmotik tinggi, asam salisilat atau garam bismut 

(Burns and Clark, 1992; Kunin et a!., 1994; Barron et a!., 1986). Mcngingat adanya 

protein OmpF sangat berperan dalam transportasi obat dan bahan nutrisi lain ke dalam sel 

bakteri, maka periingkatan atau penurunan ekspresi gen tersebut akan sangat 

mempengaruhi kehidupan sel. Dikenal adanya gen EnvZ dan OmpR yang berfungsi 

mengatur ekspresi gert OmpF dan OmpC. Gen OmpR adalah pengkode protein OmpR 

sebagai represor terhadap ekspresi gen OmpF, sedangkan gen EnvZ adalah enzim histidin 

kinase yang berfungsi mengaktifkan gen OmpR melalui fosforilasi . Pada keadaan 

lingkungan deugan tekanan osmotik tinggi, EnvZ menjadi aktif, ekspresi OmpR meningkat, 

dan hal ini berakibat penurunan. ekspresi gen OmpF da.., pcni..'1gkata., ekspresi gen OmpC. 

Demikian juga sebaliknya jika tekanan osmotik di sekitar rendah, maka ekspresi OmpF 

turun dan OmpC naik. Namun dilaporkan juga peningkatan ekspresi OmpR yang tidak 

melewati aktifasi gen EnvZ, tapi melalui donor fosfat yang lain. (Lan and lgo, 1998). 

Peningkatan kekebalan bakteri terhadap berbagai antimikroba, juga sangat 

berkaitan dengan sistem transportasi bahan melalui dinding sel bakteri. Transportasi bahan 

ini dapat secara difusi ke dalam sel, atau melalui transport aktif melalui sistem pompa. 

Pada Pseudomonas dikenal ada tiga komponen sistem pompa ('tripartite efflux pumps') 

yang terdiri dari senyawa yang ada di membran dalam ('inner membrane component') 

misainya protein MexB, D dan F; yang berada di membran luar seperti protein OprM, J 

dan N yang berfungsi sebagai penyusun saluran; dan protein perantara ('membrane fussion 
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protein ') misalnya protein MexA, MexC dan MexE yang berfungsi merangkai komponen 

membran dalam dan membran luar. Sistem operon MexA-MexB-OprM dan MexC-MexD

Opr J san.gat berperan mengatur transportasi bahan nutrisi termasuk obat melewati din ding 

sel (Srikumar et al., 1998). Pada percobaan transformasi gen MexC dan MexD pada 

Escherichia coli, hanya dapat meningkatkan kekebalan terhadap penisilin yang bersifat 

hidrofobik, namun tidak terhadap golongan beta laktam lain yang bersifat hidrofilik. 

Transportasi bahan hidrofilik, biasanya membutuhkan saluran khusus pada dinding sel 

bakteri. Pada Escherichia coli ada sistem pompa sejenis yang diperankan oleh protein 

AcrAB ('acridine') sebagai komponen membran dalam dan protein to/C yang berada di 

membran luar. Sistem operon AcrAB-to/C temyata sangat menentukan sifat kekebalan 

Escherichia coli terhadap berbagai antimikroba. 

Telah diketahui adanya plasmid penentu kekebalan terhadap oksitetrasiklin, 

ampisilin, klorarnfenikcl, gen~amisin, amikasin, kotrimoksasol, asam nalidiksat, sefasolin 

dan sefamandol (Senerwa et a/.,1991); tri111etoprim (Camphell and Mee, 1987); apramisi.11 

(Chaslus-Dancla eta/., 1991); netilrnisin, sisomisin dan sulfonamid (Kitzis eta/., 1988); 

eritromisin, linkomisin dan streptogramin B (Christie and Dunny, 1984); streptomisin, 

tikarsilin, neomisin dan tobramisin (Jallat eta/., 1994). Peran plasmid dalam menghasilkan 

kekebalan dapat melalui beberapa cara. Hal ini meliputi produksi enzim perusak 

antimikroba seperti pada kebal terhadap kloramfenikol, cincin beta laktam dan 

aminoglikosida; merubah sasaran seperti pada tetrasiklin, makrolid dan kotri.moksasol; 

menurunkan permeabilitas dinding sel bakteri terhadap antimikroba, seperti pada kebal 

terhadap kloramfenikol, tetrasiklin, tri.metopri.m, cincin beta laktam dan aminoglikosida 

(Cooksey, 1991; Davis eta/., 1980). 
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2.2 Plasmid Pengkode Kekebalan dan Transposon 

2.2.1 Plasmid pengkode kekebalan 

16 

Plasmid atau DNA ekstrakromosomal adalah rangkaian DNA yang berbentuk 

sirkuler, dan di dalam bakteri berada di sitoplasma di luar kromosom. Walaupun untuk 

hidup dan berbiak membutuhkan bakteri, atau organisme lain, namun pembiakan plasmid 

bersifat otonom, dalam arti tidak harus mengikuti pola pembiakan bakteri induk semang. 

Gambaran skematis kedudukan plasmid dalam bakteri dapat dilihat pada Gambar 2. 1. Di 

dalam plasmid berisi berbagai gen, yang salah satunya adalah gen pengkode kebal 

antirnikroba. Salah satu contoh adalah pBR322 yang berukuran 4,363 kb dan berisi gen 

pengkode kebal ampisilin dan gen kebal tetrasiklin (Hardy, 1986; Sambrook et al., 1989; 

Russel and Chopra, 1990). Lihat Gambar 2.1. dan contohpBR322. 

Asal plasmid sa.!npai sekarang beium diketahui dengan jelas. Dugaan kuat plas~d 

berasal dari organisma lain yang secara alamiah telah mengandung gen tersebut. Suatu 

mikroba yang secara alat"'li dapat menghasilkan antibiotika, temyata rnikroba tersebut 

selalu ~ebal terhadap antirnikroba yang dihasilkannya. Hal ini dapat dijumpai pada 

Streptomyces griseus penghasil streptornisin. Pada mikroba ini dapat ditemukan gen 

penghasil enzim tranferase aminoglikosida yang dapat menetralisir streptomisin (Hotta et 

al. , 1992). 

Pada bakteri negatif Gram, plasmid kekebalan biasanya termasuk plasmid kecil, 

yang mempunyai berat molekul ukuran 10 juta Dalton (kira-kira 15,3 kb='kilobase pairs') 

dan berada dalam sel pada kadar sekitar 15 plasmid per sel (Hardy, 1986). Plasmid besar 

dengan berat molekullebih besar 40 juta Dalton, sering berada dalam kadar 1 - 2 plasmid 
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per sel. Satu pasangan basa ('Base pairs = bp') kira-kira mempunyai berat molekul 656 

Dalton (data diambil dari plasmid ukuran 3,2 kb dengan berat molekul 2,1 juta Dalton) 

(Hardy, 1986). Sedangkan Escherichia coli, mempunyai kromosom dengan berat molekul 

2, 7 mil yard Dalton (kira-kira 4.100 kb ), bila direntangkan, panjangnya kira-kira 1,3 

milimeter. 

Gambar 2.1 
Gambar skematis plasmid di dalam sel bakteri dengan sebuah contoh gambar 
skematis pBR322 yang berisi dua gen kebal antimikroba yakni gen kebal ampisilin 
dan gen kebal tetrasiklin (Sambrook et al, 1989) 
Keterangan: 

Amp_R= 
Tet R = 

= gen pengkode kebal ampisilin 
= gen pengkode kebal tetrasiklin 
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Pada bak.'teri, plasmid berkembang dengan susunan dan berat tertentu, dan sangat 

berkaitan dengan keadaan lingkungan. Pada penelaahan plasmid penentu kekeb;:;Jan 

terhadap trimetoprim pada Escherichia coli, didapatkar. bahwa d<:.ri hasil isolat pada 

manusia penderita rumah sakit, didapatkan berbagai macam potongan gen plasmid dengan 

berat bervariasi mulai 21,94 kb, 22,79 kb dan 27,18 kb, sedang plasmid ya11g berasal dari 

hewan babi dan manusia sek.itarnya, potongan tersebut adalah 5,28 kb dan 8,81 kb . 

Setelah dianalisa dengan memotong plasmid tersebut dalam beberapa potongan kecil, 

ternyata gen yang berfungsi menentukan kekebalan adalah potongan gen dengan berat 

sama pada semua hasil isolat yakni 1,83 kb (Campbell and Mee,1987). Plasmid penentu 

kekehalan terhadap tetrasiklin pada Campy!obacter jejuni dan Escherichw coli, yang 

beratnya beragam dari 3 kb, 4,8 kb, 5 kb, 6 kb, 7,8 kb, 9,1 kb, 12 kb sampai 48 kb, 

ternyata setelal1 dipotong dengan berbagai enzim, serr.ua mempunyai potongarr seberat 2,5 

kb ycmg menentukan kekebalan terhadap tctrasiklin (Tenover et al., 1987). Telah pula 

ditemukar. satu plasmid pada Campylobacter spp, yang mengkode kebal tetrasiklin melalui 

dua mekanisme yakni gen pengkode protein antiportir yang meningkatkan pengeluaran 

tetrasiklin dari dalam sel; dan gen pengkode protein ya.'1g melindungi ribosom terhadap 

serangan tetrasiklin (Sloan et al., 1994). 

Pada penelaahan plasmid penentu enz1m CTX-1 beta laktamase ('CTX = 

Cefotaximase'), ternyata sudah terjadi penyebaran diantara 23 strain bakteri yang meliputi 

6 spesies yakni Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Citrobacter freundii, 

Enterobacter aerogenes, Proteus morganii dan Serratia morcescens. Penyebaran 

kekebalan ini diperankan oleh plasmid dengan berat 84 kb (Kitzis eta/., 1988). 
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J allat et a!. ( 1994) menemukan adanya plasmid dengan berat 140 kb pada 

Escherichia coli, yang berperan terhadap patogenitas dan kekebalan terhadap berbagai 

antimikroba, meliputi ampisilin, tetrasiklin, streptomisin, tikarsilin, sulfonamid, kanamisin, 

neomisin, gentamisin dan trimetoprim. 

Perpindahan plasmid pengkode kebal antimikroba antar bakteri, khususnya bakteri 

negatif Gram, terutama melalui cara konjugasi. Bakteri dalam famili Enterobacteriaceae 

dan Pseudomonas, ditengarai sebagai reservoar utama plasmid pengkode kebal 

antimikroba melalui perpindahan konjugasi tersebut (Guiney, 1984). Alur asal dan arah 

konjugasi pada plasmid pengkode kebal antimikroba terhadap kedua reservoar tersebut 

dapat terhadap Vibrio spp, Hemophilus, Acinetobacter, bakteri air dan tanah, dan 

Neisseria gonorrhoeae. Lihat Gambar 2.2. 

Perpinda.lian plasmid secara konjugasi, diawali dengan ikatan antara dua sel bakteri 

melalui perantara pili seks. Pada. tempat pcrlekatan anto.r~ du~ sel bakteri yang dikenal 

dengan titik perkawinan ('Mating site '), terjadi kontak. erat antara dinding sel kedua 

bak.teri, yang diikuti dengan pembentukan jalur perk~winan ('Mating bridge '). Keadaan 

diatas diikuti dengan terbentuknya protein relaksasi ('relaxation protein') yang melekat 

pada tempat spesifik pada plasmid. Pada tempat ini akan terjadi pemutusan satu untai 

DNA ('nick') sehingga plasmid menjadi relaks (relaks=berbentuk linkaran yang semula 

superkoil) dan terbentuk ujung 3' bebas dan ujung 5' bebas pada salah satu untai DNA 

yang mengalami 'nick'. Dengan diawali ujung 5', satu untai DNA berpindah ke bakteri 

resipien dengan dilanjutkan pembentukan untai DNA komplementer di masing-masing sel 

bakteri. Proses ini diakhiri dengan pembentukan plasmid menjadi superkoil seperti semula 

(Guiney, 1984). Dikatakan bahwa titik 'nick' ('nick site') berada berdampingan dengan 
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uJung untai DNA yang pertama berpindah yang dikenal dengan oriT ('= Origin of 

transfer') (Ou and Anderson, 1970; Nordheim et al. , 1980; Guiney, 1984; Winans and 

Walker, 1985). Secara skematis perpindahan plasmid secara konjugasi dapat dilihat pada 

G-ambar 2.3. (Guiney, 1984) 

:f:r:·:·'-·:···· 
. ·.;:):'- ··~ - - • :~ ·,:., •• - ;.: ;,.; · . .;. '":·~-.!' .. 

,~%Acinetobacter g ,.._ ... '" ...... : .. _ 

Gambar 2.2 

. :· '"",,~fi'r~·rtj• •n'l\·,t,•;-t:-

·_iYibr,iO ~· -

: '? -: 
I I~ • e 

+ 

. ..: :::·.~~;~:;.; ·-~~~-i - " 

:jN gonorrhoeae ~ 
;-::-~i . '~~:, ''i:~::·.; :..::.::: ' !- • . .::; .:~· ::: :,. ... 

Alur perpindahan plasmid cara konjugasi pada bakteri negatifGram(Guiney, 1984) 
Keterangan: 

M~h panah = arah perpindahan plasmid 
:J_; =Plasmid konjugatifbelum terkarakterisasi 
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' .... ... 

s,uperkoil:T: 

Gambar 2.3. 
Model relaksasi DNA plasmid pada proses perpindahan plasmid 
secara konjugasi (Guiney, 1984) 
Keterangan: 

3' 

5' 
I: ~~~Hf:\~!~ atau o 

= ujung 3' untai DNA 
= ujung 5' untai DNA 
=protein relaksasi ('relaxation protein ') 
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Selain melalui konjugasi, perpindahan plasmid kebal antimikroba bisa terja<fi-

melalui transformasi. Jika konjugasi terjadi antara dua bakteri hidup dan aktif, maka cara 

transformasi terutama dilakukan oleh DNA atau plasmid yang terlepas dari inangnya dan 

masuk ke bakteri lain yang hidup dan aktif. Jika suatu bakteri yang berisi plasmid 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



22 

pengkode kebal antiimikroba kemudian mati dan lisis, apa yang akan tetjadi?. Salah satu 

yang akan terjadi adalah bahwa gen atau plasmid tersebut akan keluar sel, masuk 

lingk-ungan dan baik dalam keadaan utuh atau terpotong akan masuk ke bakteri lain 

melalui proses transformasi. (Hudson and Michod, 1992). 

Dikenal banyak teori atau hipotesis yang mendasari terjadinya trasformasi gen atau 

untai DNA ke bakteri resipien. Hal ini meliputi beberapa teori berikut ini: 

a. Teori DNA sebagai nutrien ('Nutrient hypothesis') 

Teori ini mengatakan bahwa komponen DNA yang bisa bertindak sebagai nutrien 

adalah bisa unsur karbon, nitrogen, energi atau untai nukleotida itu sendiri. Untai 

nukleotida sebagai nutrien temyata tidak hanya sebagai bahan makanan, namun lebih 

berfungsi sebagai pengganti untai DNA dalam bakteri yang rusak. 

b. Teori DNA sebagai parasit ('Parasite DNA hypothesis') 

Pada teori ini dikatakan hahwa proses transformasi adalah masuknya gen yang justru 

merugikan resipien, namun menguntungkan bagi kelangsungan hidup gen yang masuk 

tersebut. T eori ini tidak banyak dianut. 

c. Teori perbaikan DNA ('DNA repair hypothesis') 

Pada teori ini suatu transformasi sangat berkepentingan terhadap perbaikan DNA 

resipien yang rusak. Akibat keadaan ini, dua keadaan akan tetjadi, yakni: 1). Proses 

perbaikan terhadap DNA yang rusak, dan 2). Suatu rekombinasi apabila ada untai DNA 

yang homolog. Pada proses kedua inilah besar kemungkinan tetjadi peristiwa mauknya 

gen lain ke bakteri dan bergabung dengan kromosom bakteri atau gen !DNA lain, 

seperti plasmid. 
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d. Teori keragaman genetik ('Variation hypothesis). 

T eori ini yang mendasari munculnya istiiah seks berdasar variasi genetik. Suatu materi 

genetik selalu berusaha menyebar rata ke lingkungannya. Jika ada perpindahan gen dari 

satu organisma ke organisma lain, ini berarti ada seks. Jika populasi gen telah merata 

ke semua populasi bakteri di lingk:ungan maka keadaan disebut tidak ada seks. jadi 

transformasi gen adalah peristiwa seksual. 

Dalam kaitan gen atau plasmid pengkode kebal antimikroba, telah diketahaui bahwa dalam 

keadaan bakteri terpapar antimikroba, maka akan terjadi peningkatan ekspresi plasmid, 

dimana kadar plasmid dalam sel akan meningkat.Keadaan ini akan mengakibatkan 

perubahan ke arah peningkatan variasi genetik atau ke arah ketidak. seimbangan genetik. 

Berdasar teori keragaman genetik, bisa dikatakan bahwaakan terjadi perringkatan va....rians 

seks yang berarti pros~s aliran gen atau perkawinan akan meningkat. Hal ini yang akan 

me11ingkatkan penyebaran gen atau plasmid pengkode kebal antimikroba. 
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2.2.2 Transposon 

Transposon adalah untai DNA yang mampu berpindah ('transposing)' dari satu 

rnolekul DNA ('donor') ke DNA yang lain ('resipien') . Transposon tidak memiliki 

kemampuan sendiri untuk replikasi dan harus berada di dalam sistem replikon yang lain, 

misalnya plasmid atau kromosom (Russel and Chopra, 1990). Nama transposon 

(' translocatable DNA sequence') tidak dapat dipisahkan dari untai DNA yang disebut 

'Insertion Sequence' (IS) . IS adalah potongan DNA yang dapat melakukan rekombinasi 

dengan DNA atau kromosom lain. Proses rekombinasi ini tidak. membutuhkan gen recA 

seperti rekombinasi pada umumnya (Russel and Chopra, 1990), namun terjadi melalui 

proses yang disebut transposisi (Hardy, 1986; Russel and Chopra, 1990) Proses 

transposisi ini terjadi melalui pemutusan dan penyambungan kembali ikatan fosfodiester, 

namun tidak membutuhkan untai DNA homolog. Ini berbeda dengan rekombinasi pada 

umumnya yang membutubkan untai DNA homolog antara DNA donor dan resipien 

(Bennett, 1992). Kemampua..'l transposon untuk dapat berpindah-pindah dari plasrnid ke 

piasmid, hal ini dikatakan sangat menentukan pada evolusi plasmid ~ (Farrar, 1983 ). 

Kekebalan antirnikroba yang diperankan oleh transposon, kini telah diketahui pada 

ampisilin, tetrasiklin, klorarnfenikol, trimetoprim, streptomisin, kanarnisin, neomisin, 

gentamisin, tobrarnisin dan makrolid (Farrar, 1983; Cooksey, 1991). Manfaat plasmid 

dalam penelaahan suatu sumber wabah menggunakan sidik jari plasmid ('plasmid finger 

printing') sangat bermanfaat. Namun adanya transposon dengan kemampuan tinggi untuk 

berpindah dengan cepat, hal ini menjadikan kendala tersendiri dalam analisis hasil sidik jari 

plasmid (Farrar, 1984). 
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Insertion Sequence (IS) yang telah ditemukan sampai saat ini, mempunyai ukuran 

beragam antara 0,768 sampai 5,7 kb. IS pertama kali diketahui melalui kemampuannya 

mela..lrukan transposisi atau insersi pada kromosom Escherichia coli sehingga berakibat 

perubahan sifat atau mutasi. lSI diketahui mudah melakukan insersi pada untai DNA yang 

kaya adenin dan timin. IS telah diketahui ada sekitar 15 jenis, di antaranya yang sering ada 

pada Escherichia coli adalah /Sl , /S2, IS3 , IS4, IS30. Setiap IS pada ujung-ujungnya 

terdapat rantai DNA dengan urutan sating berlawanan yang dikenal dengan nama 'Inverted 

Repeat' (IR), kecuali pada Tn9 yang urutannya searah yang disebut 'Direct Repeat' (DR). 

Pada kromosom Escherichia coli telah diketahui ada beberapa jenis IS. Gambaran selintas 

beberapa IS ini dapat dilihat pada Tabel 2.2. 

Setiap IS minimal mengkode satu atau dua protein yaitu transposase dan protein 

kontrol untuk berfungsinya transposisi. Dua bagia.1 utama DNA yang berpcran pada 

tnmsposisi disebut 'Open Reading Frame' (Ol?.F). Enzim transposase mempunyai tempat 

pengenalan ('Recognation site') pada DNA target maupun IR pada IS transposon tersebut 

(Be~ett, 1992). 

Transposon adalah gabungan antara IS dengan materi genetik yang dapat diamati 

pada ekspresi fenotipik, yang dapat berupa kekebalan terhadap antimikroba maupun logam 

berat. Hal ini menyebabkan transposon mempunyai kemampuan melakukan transposisi 

seperti IS, namun juga mampu mengkode sifat fenotipik seperti kekebalan terhadap 

antimikroba (Bennett, 1992). 

Transposon dikenal ada dua jenis yakni: a) . transposon komposit ('Composite 

transposon') dan b). trar.sposon kompleks ('Complex transposon') . Transposon kompleks 

sering disebut 'transposon mirip Tn3' ('Tn3 like transposon'). Transposon komposit 
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ditandai dengan adanya materi genetik yang diapit oleh dua IS pada ujung-ujungnya, 

dimana IS tersebut sering dalam orientasi terbalik. Sedangkan transposon kompleks 

ditandai adanya materi genetik yang berada di dalam IS itu sendiri. Contoh trasnposon 

komposit maupun transposon kompleks dapat dilihat pada Gamb~r 2.4. 

Tn3 mengandung gen tnpA yang rnengkode enzim transposase dengcn berat 120 

KDa; tnpR rnengkode protein represor dengan berat 21 KDa; dan gen bla yang mengkode 

enzim beta laktamase dengan berat 20 KDa. Protein represor ini dapat mengikat promoter 

pada titik res ('Cointegrade resolution site') sehingga proses transkripsi berhenti. 

Transposon yang lain adalah Tnl mengkode kebal ampisilin; Tn5 mengkode kebal 

kanamisin, bleomisin dan streptomisin; TnlO mengkode kebal tetrasiklin; Tn21 mengkode 

kebal merkuri; Tn1721 mengkode kebal tetrasiklin; Tn1681 mengkode produksi 

enterotoksin tah~n panas (Bennett, 1992). 

Tabel2.2 'Insertion Sequence' (IS) yang ditemukan pada Esc.'t.erichia coli K-12. 

(Bennett, 1992). 

Jumlah IS pada 
Nama Ukuran/S(bp) Ukuran IR(bp) Target(bp) Kromosom 

EcoliK-12 
IS1 768 20/23 9 4-10 
IS2 1.327 32/41 5 4-13 
IS3 1.400 32/38 3 5-6 
IS4 1.426 16/18 11-13 1-2 
ISS 1.195 15/16 4 10- 11 
IS30 1.221 23/26 ? 2-8 

Keterangan: 
IR = 'Inverted Repeat'; bp = 'base pairs'; pF =plasmid F; 
pRJ = plasmid Rl; * = 20 bp homolog diantara 23 bp pada IR; 
? = Belurn diketahui secara jelas. 

pF 

0 
1 
2 
? 
? 
? 

pR1 

2 
0 
0 
? 
? 
0 
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A: Tn3 dalam plasmid R1 

IR tnpA 

transposase 
(120 KDa) 

re~ 
I 
tnpR 

resolvase 
(21 KDa) 

bla 

~ laktamase 
(20 KDa) 

B: TnlO dalam plasmid 222 (disebutjuga plasmid NRJ) 

tetD /SlO-kanan 

• ? ? 

1 
JSlO-kanan 

I IR-dalam j I JR-luar 

mR.~.~A transposase 

Gambar 2.4 

IR 

Struktur transposon lmmp!eks (A) dan transposon komposit (B) (Bennett, 1992). 
Keterangan: 

27 

rapA=gen transposase; tnpR=gen represor; res='Cointegrade resolution site'; bla= gen 
beta laktamase; tet=gen tetrasiklin; IR='lnverted repeat';?=belum diketahui. 

Insersi transposon pada DNA sasaran, terjadi melalui proses seperti pemutusan 

rantai DNA untai ganda oleh enzim restriksi yang berakibat terjadinya ekor ssDNA pada 

kedua sisi potongan dsDNA, kemudian diikuti penyambungan transposon pada kedua 

ujung ssDNA. Selanjutnya terjadi sintesis DNA pasangan pada kedua ssDNA menjadi 

dsDNA . Hal iPj berakibat terjadinya duplikasi untai DNA pada kedua sisi tempat insersi, 

dengan urutan searah yang disebut 'Direct repeat' (DR) (Bennett, 1992). Pada prinsipnya 
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Gambar2.5. 
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Transposisi transposon secara. replikatif (a) dar. cara konservatif atau insersi 
sederhana (b) (Russel and Chopra, 1990). 
Keterangan: 
~ 

DONOR 
= transposon 
=DNA donor yakni piasrnid atau kromosom yang mengandung 

transposon 
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RESIPIEN = DNA resipien yakni plasmid atau kromosom yang menerima transposon 

2.3 Epidemiologi Bakteri Kebal Antimikroba 

Pada pemeriksaan bakteri flora tinja domba liar di Jepang, dari 283 domba yang 

diperiksa, hanya ada 2,5% domba yang mengandung bakteri Escherichia coli yang kebal 

terhadap antimikroba. Namun pada 37 domba liar yang ditangkap dan dipe!ihara di 

lingkungan penduduk, 97% domba mengandung bakteri kebal (Kinjo et al., 1992). 
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ada dua cara transposisi transposon ke dalam DNA asing, yakni cara transposisi replikatif 

dan transposisi konservatif (Russel and Chopra, 1990). Transposisi replikatifterjadi 

melalui fusi dua replikon (salah satu mengandung transposon) sehingga menjadi satu DNA 

gabungan ('co-integrate') . Selanjutnya mengalarni resolosi (pemisahan) menjadi dua untai 

DNA kembali dengan masing-masing mengandung elemen t1ansposon. Sedangkan 

transposisi konservatif adalah insersi elemen transposon ke dalam DNA target, dan DNA 

donor dapat menghilang atau mengalarni proses lain. Lihat Gambar 2. 5. 

Sampai k.ini belum pernah ditemukan adanya IS bebas dalam sel, namun diketahui 

pada /S1 0 yang ekspresinya sangat tinggi, ditemukan adanya bentukan sirkuler dalam 

gabungan dengan protein. Bentukan ini diduga sebagai bentuk antara ('Transposition 

intermediate') (Bennett, 1992). 
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Pada terapi kloramfenikol terhadap 15 anak dari 107 anak di asrarna, setelah 14 

hari pengobatan, terjadi peningkatanjumlah anak yang mengandung bakteri kebal terhadap 

klcramfenikol. Pada anak yang mendapat terapi, terjadi peningkatan dari 8% menjadi 

100% dari anak yang mengandung Staphylococcus epidermidis yang kebal terhadap 

klcramfenikol. Sedang pada anCl.k yang tidak mendapat pengobatan, terjadi peningkatan 

dari 7% menjadi 58%. Peningkatan bakteri kebal ini juga terjadi terhadap antimikroba lain 

(kebal ganda), dimana pada kelompok anak yang mendapat terapi terjadi peningkatan dari 

0% menjadi 93%, sedang pada kelompok yang tidak mendapat terapi terjadi peningkatan 

dari 6% menjadi 41% (Bentley et al., 1970). 

Pada bayi-bayi neonatus yang dirawat di ruang perawatan intensif sebuah rumah 

sakit di Florida Amerika Serikat, setelah keluar dari rumah sakit, sarnpai 12 bulan di 

rumah, 43% flora Escherich;a coli pada neonatus tersebut mengandung plasmid 

kekebalan kanamisin. Sedang pada penelaahan dalam waktu 1 bular.., 3-4 bulan, 5-11 bulan 

setelah keiuar ruma.i. sakit, angka kejadian kekebalan kanarnisin yang dikode plasmid 

adalah berturut-turut 82%, 80% dan 58%. Pada penelaahan anggota keluarga, temyata 

33% mengandung plasmid kekebalan kanamisin, sedangkan pada keluarga bayi-bayi sehat 

tidak ditemukan kekebalan kanamisin yang dikode plasmid (Damato et al., 197 4). 

Pada suatu penelaahan infeksi oleh Klebsiella pneumonia penghasil enzim beta 

laktamase spektrum luas tExtended Spectrum Beta Lactamase = ESBL )pada suatu ruang 

perawatan intensip di rumah sakit, diketahui bahwa kejadian infeksi oleh Klebsiella 

pneumonia sangat berkaitan dengan adanya kolonisasi Klebsiella pneumonia di usus 

penderita. Setelah dilakukan pembatasan penggunaan antimikroba golongan beta laktam, 
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dalam waktu dua tahun terjadi penurunan yang bermakna, angka kejadian infeksi 

Klebsiella penumonia penghasil ESBL (Pena eta!., 1998). 

2.4 Bakteri Koliform Flora Rumah Sakit 

Bakteri ko!iform adalah bakt~ri batang negatif Gram keluarga Enterobacteriaceae, 

bersifat anaerobik fakultatif dan tidak berspora. Termasuk koliform adalah Escherichia 

coli, Enterobactcr spp dan Klebsiella spp. Bakteri ini mudah tumbuh pada media 

sederhana dan mempunyai daya tahan tinggi terhadap pengaruh sekitar. Bakteri ini 

biasanya sebagai flora usus manusia dan hewan, disamping banyak di lingkungan (Gallis, 

1980). Di dalam air, dapat hidup beberapa bulan. 

Rumah sakit adalah suatu sistem komuPitas yang terdi.ti dari bangunan beserta 

isinya yang meliputi perangkat keras berupa alat-alat, lingkungan tumah sakit tennasuk 

limbah mmah sakit dan sumber daya manusia yang meliputi dokter, paramedis dan staf 

yang lain. Disamping itu juga terdapat penderita yang dirawat di rurnah sakit. 

Penderita yang diberi antimikroba yang banyak diekskresi ke saluran cema, seperti 

sefoperason dan seftriakson, cepat membunuh bakteri usus dalam 24 jam, dan dalam 5 

sampai 8 hari kemudian muncul flora Klebsiella, Enterobacter dan juga Pseudomonas dan 

Serratia yang bersifat kebal ganda. Sedang pada pemberian sefotaksim yang hanya 5% 

diekskresi ke saluran cerna, tidak berakibat munculnya bakteri kebal ganda (Guggenbichler 

and Kofler, 1984). Matinya flora normal tubuh, dapat berakibat menurunk:an Daya Tolak 

Kolonisasi (DTK) ('Colonization Resistance = CR) usus (van der Waaij, 1971; Itoh and 

Freter, 1989; van der Waaij, 1990;). Hal ini diikuti meningkatnya daya kolonisasi bakteri 

sekitar, salah satunya adalah bakteri koliform .. 
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2.5 Antimikroba Golongan Cincin Beta Laktam 

Golongan antimikroba yang mempunyai inti cincin beta lak:tam ada 4 kelompok 

yakni: a. penisilin yaitu cincin beta lak"tam dengan senyawa samping cincin tiaz0lidin~ b. 

sefalosporin yaitu cincin beta laktam dengan senyawa samping cincirr dihidrotiasin; c. 

monobaktam yaitu cincin beta laktam dengan senyawa samping sulfur; d. karbapenem 

yaitu cincin beta lak:tam dengan senyawa samping hidroksietil (Yao and Moellerring Jr, 

1991). 

Golongan penisilin meliputi bensil penisilin, metisilin, oksasilin, kloksasilin, 

ampisilin, amoksisilin, karbenisilin dan juga dikenal adanya penisilin semisintetik seperti 

meslosilin, aslosilin, piperasilin dan sulbenisilin. Struktur dan aktifitas sulbenisilin sangat 

mirip karbenisilin, setelah suntikan irrtra vena sekitar 80% dapat ditemukan dalam air 

kemih dalarn bentuk aktif (Kucers and Bennet, 1982). Termasuk sefalosporin adalah 

sefalosporin generasi I ysng meliputi sefasolia, sefaleksin, sefalotin; termasuk generasi II 

meliputi sefaklor, sefamandol, sefotiam, sefuroksin, sefoksiti...'l; termasuk generasi ill 

meliputi sefiksim, sefotaksim, sefo~erason, seftriakson (Yao and Moellering Jr, 1991 ), dan 

sefdimir (Yamaguchi, 1995). Kini telah pula diperkenalkan sefalosporin generasi IV, 

seperti sefepim dan sefpirom, mempunyai ak:tifitas yang sangat baik terhadap · bakteri 

positif Gram seperti sefalosporin generasi I dan II, dan terhadap bakteri negatif Gram 

seperti sefalosporin generasi III (Okamoto eta!., 1994). 

Obat golongan penisilin bekerja dengan mengikat PBP yang berperan penting 

untuk sintesis peptidoglikan penyusun dinding sel bakteri. PBP adalah karboksipeptidase 

dan transpeptidase, yang merupakan enzim yang sangat diperlukan pada tahap akhir 

sintesis dinding sel bakteri (Dever and Dermody, 1991). Hal ini berakibat kem::ttian bakteri 
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karena otolisis. Dikenal ada PBP 1, PBP2 dan PBP3 yang sangat berperan pada sintesis 

dinding sel bakteri . Ketiga protein ir.i dapat diikat oleh antimikroba golongan cincin beta 

laktam, yang dapat berakibat lisis sel, perubahan bentuk sel dan hambatan pembelahan se! 

bakteri. 

Ampisilin dan amoksisilin sangat baik diserap melalui usus, dan tersebar luas ke 

seluruh tubuh, kecuali otak dan cair otak. Pengeluaran dari tubuh terutama melalui ginjal, 

dan sekitar 30% - 50% ditemukan dalam air kemih dalam bentuk aktif (Flaherty and 

Gambertoglio, 1990). 

Beberapa obat golongan sefalosporin juga diserap baik lewat usus, dan tersebar 

luas ke seluruh tubuh. Hal ini meliputi sefaleksin dan sefadroksil (generasi I) . Sefaklor 

(generasi ll) diserab Jewat usus dalam jumlah sedang. Sefalosporin lain yang cukup baik 

diserab l~wat usus adalah asam klavulanat dan sulbaktam (Flaherty and Gambertoglio, 

1990). Dari golcnga..TJ sefalosporin generasi III yang cuk.-up baik diserab lewat usus adalah 

sefdimir (Yamaguchi, i 995). Pengeluaran utama dari tubuh adalah melalui ginja!, kecuali 

sefoperason melalui tinja. 

Kekebalan terhadap obat golongan cmcm beta laktam, dapat terjadi karena 

dihasilkannya enzim beta laktamase, perubahan sasaran titik tangkap obat dan perubahan 

protein pada lapisan luar dinding sel, sehingga mengganggu penembusan dan bekerjanya 

obat (Dever and Dermody, 1991). Kesemua ini dapat dikode oleh gen dalam kromosom 

maupun dalam plasmid. 

Enzim beta laktamase bekerja dengan menghidrolisa ikatan arnida pada cincin beta 

laktam sehingga menghasilkan produk bentuk asam yang tidak aktif (Rolinson, 1991). 

Dikenal ada banyak jenis enzim beta laktamase dengan spesifisitas yang khusus maupun 
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lebih umum. Dikenal pula adanya enzun esterase yang dapat merusak golongan 

sefalosporin, namun tidak terhadap golongan penisilin. 

Pada bakteri Haemophilus influenzae yang kebal terhadap obat cincin beta laktam, 

diketahui tidak menghasilkan enzim beta laktamase. Pada bakteri ini temyata dijumpai dua 

jenis PBP, yakni PBP3a dengan berat 65 Kilo Dalton (KDa) dan PBP3b dengan berat 63 

KDa, yang ternyata afinitasnya rendah terhadap obat cincin beta laktarr.. (Clairoux et a!., 

1992). Telah ditemukan plasmid dengan berat 140 kb pada Escherichia coli yang 

mengkode kebal berbagai antirnikroba, termasuk ampisilin dan tikarsilin (Jallat et a!. , 

1994). Kitzis eta/. (1988) menemukan plasmid dengan ukuran 84 kb yang mengkode 

enzim beta laktamase, dan plasmid in.i telah tersebar pada berbagai bakteri meliputi 

Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Citrobacter freundi, Enterobacter aerogenes, 

Proteus morganii dan Serratia mC!rcescens. Enzim ini selain dapat merusa.~ golongan 

pt:nisilin, juga dapat merusak golongan sefalosporin, seperti sefotaksim yang merupakan 

sefalosporin generasi 3. 
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2.6. Perkembangan Penelitian Plasmid Pengkode Kebal Antimiki'oba 

Sejak ditemukannya plasmid kekebalan, berbagai penelitian terns berkembang. 

Telaah munculnya plasmid kekebalan dalam kaitan penggunaan antimikroba telah banyak 

laporan. Kebanyakan laporan mempunyai tujuan sama yakni melihat penyebaran secara 

epiderniologis bakteri kebal a~au plasmic! kekebalan, akibat penggunrum. antimikroba 

Sebagai indikator penelitian hampir selalu menggunakan flora pada tubuh manusia. Hal ini 

seperti pada penelitian Bentley et a! (1970) menggunakan Staphylococcus epidermidis 

flora tenggorok; Damato eta! (1974) dan Burman et al (1992) menggunakan indikator 

flora Escherichia coli neonatus yang dirawat di rumah sakit; Kinjo et a! (1992) 

menggunakan Escherichia coli flora tinja sebagai indikator. Bahkan Pena et al (1998) 

menggunak:an Klebsiella pneumonia baik penyebab infeksi maupun flora tubuh penderita 

di r.1mah sakit. Di.ketahui bahwa ba.lcteri yang berada dalam suatu lingkungan akan 

menyebar ke sekitar melalui kolonisasi silang. Jika hal ini terjadi di rumah. sak:it, 

perpindahan dapat melalui kontak tangan petugas kesehatan dengan penderita dan benda 

di sekitamya (Struelens, 1998). Meskipun penelitian ditujukan menganalisis bakteri 

lingkungan, namun belum ada peneliti yang secara optimal menggunakan bahan limbah 

sebagai sampel, padahal diketahui bahwa limbah rumah sakit adalah tempat terkumpulnya 

semua mikroba di lingkungan tersebut. 

Di pihak lain, beberapa peneliti telah berhasil menemukan plasmid dengan berbagai 

ukuran dari kecil sampai besar (Tenover et al, 1987; Camphel and Mee, 1987; Kitzis et al, 

1988; Jallat eta!, 1984). Namun ukuran plasmid ini belum pemah dianalisis tersendiri 

dalam kaitan penggunaan antirnikroba. Dua penelitian in vitro yang melakukan analisis 

dampak paparan antimikroba terhadap perubahan ukuran gen atau plasmid kebal 
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antimikroba adalah DeGuglielmo et al (1991) dan Normark et al (1977). Namun kejadian 

di lapangan belum pernah ada laporan. 

Suatu peningkatan ekspresi plasmid pengkode kebal antimikroba yang disertai 

dengan peningkatan replikasi plasmid, beberapa laporan menunjukkan terjadinya 

peringkatan kompatibilita~ plasmid dengan plasmid lain. Jika hal ini terjadi di alam atau 

rumah sakit, maka bisa diperkirakan bahwa akan berdampak munculnya kebal ganda. 
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konseptual Peran Plasmid pada Terjadinya Kebal Antimikroha 

BAKTERI-1 
(PEKA) 

I 

ADAPTASI ------------~ 

KROMOSOM 

TRANSPOSON 

PLASMID 

t l 

DINDING SEL # 

METABBARU 

SASARAN# 

ENSIMPERUS 
A.M. 

~.:·. ·.·.····.· .. • ... ·:··-.·.···-<- · -.·---.··- .-.-.' - l 
DIMERISASIPLASMID 

BAKTERI-1 
(KEBAL) 

... -.-.,-.-........ r ·-····_· - 1... , 1 

!tiidRA~:BL.ASMID t I ---:!_ ~~- -- -.. lt®.\t I 

D L
ml 

Gambar 3.1 Kerangka konseptual terjadinya kekebalan pada bakteri. 
Keterangan: 

A.M. = antimikroba 
( +) = meningkatkan 
# = berubah atau berbeda 
AMP = Ampisilin 
NIR-AMP = buk.an Ampisilin 
KHM = Kadar Hambat Minimal 

[-] PLA 
[+] PLA 
:E 

= Tidak mengandung plasmid 
= Mengandung plasmid 
= Jumlah 

B-LAKT = Antimikroba golongan beta laktam 

~ atau I? e I = Hubungan belumjelas 

37 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



38 

Penjelasan gambar 3 .1. 

a. Banyaknya penggunaan antimikroba dala.rn suatu lingkungan, mengakibatkan 

peningkatan jumlah bak:teri kebal. 

b. Kekebalan bakteri terhadap antimikroba, dapat melalui empat cara yakni: 1). secara 

ensimatik, merusak antimikroba sehingga menjadi tidak aktif; 2). merubah reseptor 

titik tangkap antirnikroba sehingga antirnikroba tidak dapat bekerja; 3). antimikroba 

sulit masuk ke dalam sel bakteri karena perubahan struktur dinding sel bakteri, atau 

kalau sudah masuk cepat keluar dari sel bakteri, sehingga obat tidak dapat mencapai 

kadar yang cukup untuk bekerja di sasaran; 4) . dibentuknya jalur metabolisme baru 

sehingga tidak dikenal oleh antirnikroba .. 

c. Terjadinya kekebalan dapat berdasarkan adaptasi akibat pembahan fisiko-ki!Piawi pada 

sel bakteri, khususnya perubahan struktur dinding sel sehingga mengganggu 

transportasi a...'ltirri..laoba meialui dinding sci bakteri. Adaptasi ini terutama mela.lui 

perubahan ekspresi gen akibat pengaruh lingkungan, dengan akibat perubahan ekspresi 

gen protein pengatur sistem tiansportasi pada sel bakteri, k.1.ususnya protein porin. 

d. Kekebalan yang terjadi melalui perubahan genetik, dapat bersifat kromosomal yaitu 

dikode oleh gen yang ada dalam kromosom, atau dapat juga dikode oleh plasmid yang 

merupakan gen ekstrakromosomal. Selain itu ada yang dikode oleh transposon yang 

selain dapat masuk ('insersi') ke dalam plasmid, dapat juga masuk dalam kromosom. 

e. Suasana antimikroba dalam kadar sub-letal dapat meningkatkan kepindahan plasrnid 

pengkode kekebalan terhadap antirnikroba yang bersangkutan. Adanya paparan 

antimikroba kadar sub-letal, dapat meningkatkan ekspresi plasmid. Ekspresi plasmid 

mempunyai dua makna, yakni: 1). Gen dalam plasmid melakukan transkripsi dan 
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dilanjutkan dengan translasi uP..tuk membentuk protein fenotipik; 2). Plasmid 

melakukan replikasi sehingga jurnlah plasmid menjadi lebih banyak. Kadar plasmid 

yang lebih tinggi, bisa berakibat salah satu atau lebih dari tiga hal berikut ini: a) . 

Plasmid menjadi makin mudah pindah ke bakteri lain di sekitarnya; b) . Pada paparan 

antimihoba yang berkelanjutan, akan berl'\.kibat terjadinya dimerisasi (= 

penggabungan) plasmid sejenis sehingga ukuran plasmid menjadi makin besar seperti 

deret hitung; c). Plasmid menjadi lebih kompatibel dengan plasmid lain yang berada 

bersama dalam satu sel bakteri, namun diketahui pula adanya plasmid lain yang malah 

keluar dari sel. Hal ini sangat dipengaruhi oleh derajat inkompatibilitas plasmid. 

f Plasmid dapat pindah antar bakteri melalui tiga cara yakni: 1). konjugasi yaitu 

perpindahan plasmid meialui 'perkawinan' (penempelan antara dua bakteri), dan 

plasmid pindah melalui saluran penghubung yang disebut pili seksual; 2). transformasi 

yaitu bahan genetik yang iepas ke medium, masuk ke dalam sel bakteli lain melalui 

dinding sel; 3). transduksi yaitu kepindahan plasmid melalui perantara virus. 

g. Adanya paparan antimikroba selain golongan beta laktam, akan meningkatkan 

ekspresi plasmid pengkode antimikroba yang bersangkutan. Hal ini aka..>t makin 

rnempermudah terjadinya penggabungan dengan plasmid pengkode kebal ampisilin. 

h. Hubungan an tara ukuran plasmid dengan KHM sampai saat ini belum jelas 

1. Adanya gen nir-ampisilin yang ikut bergabung dalam plasmid pengkode kebal 

ampisilin, akan berakibat munculnya bakteri kebal ganda ('Multiple resistance ') 

J. Perjalanan pencemaran ampisilin maupun obat golongan beta laktam secara umum 

bisa dilihat pada gambar 3 .2. 
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Bagan alir pencemarsn ampisilin atau antimikroba golongan beta laktam yang 
lain, di lingkungan rumah §akit. 
Keterangan: 

LINGK 
A.M. 

Penjelasan gambar 3.2 

= Lingkungan sekitar 
= Antimikroba 
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a. Antimikroba (golonga11 penisilin) yang diberikan pada seorang penderita akan 

menyebar ke seluruh tubuh, kecuali ke cair otak. 

b . Antimikroba dikeluarkan dari tubuh terutama melalui saluran air kemih. Sejumlah 30-

50% di keluarkan dalam air kemih dalam bentuk aktif. Mengingat segala kegiatan 

pembuangan air kemih dilakukan di kamar mandi, maka pencemaran antimikroba akan 

sampai pada saluran buangan kamar mandi. 
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c. Di dalam tubuh, antimikroba akan menuju bakteri sasaran. Namun tidak bisa dihindari 

akan terpapar dengan flora tubuh, salah satunya adalah flora Escherichia coli. Hal ini 

berakibat terjadinya peningkatan kekebalan bakteri. 

d. Di dalam ruang perawatan rumah sakit, flora tubuh akan saling berpindah antara 

penderita, staf dan lingkungan rumah sakit. Karena segala kegiatan kebersihan 

dilakukan di kamar mandi atau berakhir dengan pembuangan limbah cair ke kamar 

mandi, maka flora inipun akan terkumpul di tempat tersebut termasuk saluran 

pembuangannya. 

3.2 Hipotesis Penelitian 

a. Plasmid pengkode kebal antimikroba lebih banyak terjadi pada lingkungan dengan 

tingkat penggunaan antirnikroba yang tinggi dibanding lingkungan dengan tingkat 

penggunaan antimikroba yang rendah. 

b. Plasmid pengkode kebal antimikroba yang dipisahkan da..ri lingkungan dengan tingkat 

penggunaan anti.mi..lcroba yang tinggi mempunyai u~ran rata-rata lebih besar dibanding 

plasmid yang dipisahkan dari lingkunga..TI dengan tingkat penggunaan antimikroba yang 

rendah. 

c. Tipe plasmid pengkode kebal antimikroba yang dipisahkan dari lingkungan dengan 

tingkat penggunaan antirnikroba yang tinggi, berbeda terhadap tipe plasmid yang 

dipisahkan dari lingkungan dengan tingkat penggunaa.n-antimikroba yang rendah. 
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BAB 4 l\1ETODE PENELITIAN 

4.1 Pendekatan Penelitian 

Penelitian dilakukan secara observasional-analitik dengan pendekatan Cross 

Sectional. Pada pendekatan 'Cross Sectional', dilakukan pengumpulan sampellimbah cair 

dari tempat penelitian yakni ruang rawat inap Bedah Urologi dan ruang rawat inap 

Kedokteran Jiwa RSUD Dr Soetomo Surabaya. Pada waktu bersamaan, dilakukan 

pemisahan Escherichia coli dari sampel-sampel tersebut. Selanjutnya dari bakteri yang 

telah dipisahkan tersebut, dilakukan uji kepekaan terhadap ampisilin. Maka akan diperoleh 

hasil Escherichia coli dari kedua tempat yang kebal atau peka terhadap ampisilin. 

Pada bakteri yang telah diketahui kebal terhadap ampisilin, dilakukan UJI 

transfurmasi pada bakteri acuan (Escherichia coli kompeten dari galur DH5alfa). 

Selar~utnya pada hasil transformasi positif dilakukan analisis lebih lanjut terhadap sifat 

plasmid. 

4.2 Tempat Penelitian dan Pengambilan Sampel 

4.2.1 Tempat penelitian 

Sebagai tempat penelitian dipilih ruang rawat inap pada UPF Bedah Urologi 

RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Sebagai kontrol untuk tempat dengan tingkat penggunaan 

antimikroba yang rendah, dipilih ruang rawat inap pada UPF Kedokteran Jiwa RSUD Dr. 

Soetomo Surabaya. 
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4.2.2 Pengambilan sampel penelitian 

Sampel penelitian adalah limbah cair buangan sepanjang saluran yang berasal dari 

kamar mandi yang diambil dari 'lingkunganl' (UPF BU) dan lingkungan2 (lJPF IKJ). Hal 

ini karena kamar mandi merupakan tempat utama penderita membuang air kemih, 

sedangkan 30-40% ampisilin yang diminum penderita dike!uarka.'l melalui air kemih dalam 

bentuk aktif. Karer.a itu, dih:rrapkan paparan antimikroba ampisilin terhadap flora 

linngkungan, khususnya Escherichia coli pada limbah cair buangan kamar mandi akan 

tinggi. Disamping hal diatas, adanya kolonisasi bakteri lingkungan pada tubuh penderita 

akan terbilas saat mandi dan terbuang lee saluran pembuangan limbah kamar mandi. 

4.3 Tingkat Penggunaan Antimikroba di Lokasi Penelitian 

Tingkat pengaruh antimikrcba didasarkan pada rlua h3l yakni: 1 ). berapa prosen 

penderita rawat inap di lokasi penelitian yang mendapat pengobatar.. ampisilin ; 2). berapa 

dosis rata-rata ampisilin (dalam miligram) per penderiia. Pencatatan penggunaan 

antimikroba dilakukan setiap hari selama tiga bulan, dengan cara mencatat setiap 

antimikroba yang diberikan pada penderita dan tercatat dalam buku penderita-rawat inap. 

Perbedaan pengaruh dianalisis secara statistik dengan uji khi kua~rat untuk ad. 1) 

dan uji t bebas untuk ad. 2). Pengaruh antimikroba dikatakan lebih tinggi jika dua 

parameter di atas lebih besar. 
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4.4 Populasi, Sampel Penelitian dan Besar Sampel 

4.4.1 Populasi 
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Sebagai populasi target adaiah flora Escherichia coli yang ada di lingkungan 

penelitian. Sedangkan populasi sampel adalah Escherichia coli yang dipisahkan dari 

limbah cair buangan kamar mandi di lokasi penelitian. 

Sampei limbah diambil sebanyak 2 sampai 3 kali setiap minggu, dengan jurnlah 3 

sampai 4 sampel tiap pengambilan. Dari setiap sampel, dibiakkan di laboratorium dan 

dipisahkan bakteri Escherichia coli, sehingga akan terkumpul Escherichia coli sejumlah 

yang disyaratkan pad a perhitungan jumlah sam pel (butir 4.4. 2. 3). 

4.4.2 Sampel penelitian 

4.4.2.1 Unit analisis 

Sebagai unit analisis pada penelitian tersebut adalah flora Escherichia coli yang 

dipisahkan dari sampel yang dia.mbil dari lingkungan penelitian. 

Escherichia coli dipakai sebagai petunjuk paparan terhadap berbagai antimikroba 

karena beberapa alasan yakni: 

a. Flora normal dari golongan koliform pada manusia, selalu dijumpai adanya Escherichia 

coli. 

b. Escherichia coli mempunyai habitat utama dalam usus manusia dan hewan, juga pada 

permukaan tubuh terutama sekitar anus. Bakteri ini juga banyak ditemukan pada 

lingkungan sekitar manusia, termasuk limbah cair di lingkungan sekitamya. 

c. Escherichia coli mempunyai daya tahan hidup yang relatif tinggi pada berbagai tempat, 

termasuk lingkungan sekitar. 
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d. Berkaitan dengan keberadaan Escherichia coli dalam usus manusia, permukaan luar 

(ku!it) tubuh maimsia maupun pada iingkungan atau limbah sekitar, maka setiap 

konsumsi antirnikroba oleh seseorang, harnpir selalu terjadi juga paparan antirnikroba 

dengan flora Escherichia coli . 

e. Seiain sebagai flora normal, temyata Escherichia coli sering juga menjadi penyebab 

penyakit infeksi pada manusia, baik infeksi nosokornial maupun infeksi bukan 

nosokornial. 

f. Telah banyak ditemukan adanya plasmid kekebalan berada dalam bakteri Escherichia 

coli . 

4.4.2.2 Cara pengambilan sampel 

Sampel diambil dengan menggunakan semprit steril isi 5 mililiter, diambil sebanyak: 

5 ml sampel limbah cair di beberapa tempat berbeda di saluran buangan kamar mandi. 
I 

Sampei langsung dibawa ke Laboratorium Tropical Disease Center (TDC) Universitas 

Airlangga, untuk selanjutnya dilakukan pemeriksaan mikrobiologis. Sampei dikumpulkan 

secara bergantian antara kedua lokasi penelitian. Pada setiap sampel limbah diambil 

sebanyak 3 galur Escherichia coli sampai diperoleh sejumlah sampel yang disyaratkan 

4.4.2.3 Besar sampel penelitian 

Penelitian tersebut adalah membandingkan proporsi kekebalan Escherichia coli 

antara dua tempat. Maka dapat menggunakan rumus 4.1. (Snedecor & Cochran, 1980). 

Berdasar rumus 4.1, perlu diketahui perkiraan proporsi kekebalan Escherichia coli di 

kedua lokasi penelitian (p 1 dan p2). 
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(Za + ZP)2 (pl.q1 + p2.q2) 
n == ----------------------------------

(pl- p2)2 

Rumus 4.1 
Rumus rara menghitung besar sampe! (n) \mtuk uji 
banding proporsi dua kelompok. 
Keterangan: n == besar sampel tiap perlakuan; Z == Indeks Standard penyimpangan 

a == tingkat kesalahan; p == kuat uji ('Power') 
p 1 == proporsi kekebalan di tempat penelitian-1 
p2== proporsi kekebalan di tempat penelitian-2 
q1== 1-p1 q2 == 1- p2 
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Penelitian tersebut menggunakan tingkat kesalahan 5% satu ekor dengan kuat uji 

90%. Maka angka (Za + zp)2 == 8,6. Hal ini dapat dilihat Tabel4.1. 

Pada penelitian pendahuluan tentang adanya plasmid pengkode kebal ampisilin 

pada Escherichia coli dari isolat yang berasal UPF IKJ dan UPF BU, telah dilakukan pada 

12 sampel limbah cair rumah sakit dari masing-rnasir1g lokasi penelitian. Dari i2 sampel 

telah dipisahkan 3 sampel tiap sampel sehingga terkumpul sebanyak 36 Escherichia coli 

pada tiap lokasi penelitian. Pada pemeriksaan kekebalan terhadap ampisilin cara 

pengenceran agar, diperoleh hasil 30 galur Escherichia coli dari UPF IKJ kebal arnpisilin 

dan dari UPF BU didapatkan 3 2 galur kebai ampisilin. Pada uji transformasi dari isolat 

plasmid dari masing-rnasing bakteri kebal ampisilin, 7 galur dari 30 galur kebal arnpisilin 

yang berasal dari UPF IKJ diketahui mengandung plasmid pengkode kebal ampisilin. 

Sedangkan 12 galur Escherichia coli dari 32 galur kebal Bmpisilin yang berasal dari UPF 

BU, mengandung plasmid pengkode kebal arnpisilin. Jika angka kejadian plasmid tersebut 

dihitung dari jumlah total isolat Escherichia coli dari kedua lokasi penelitian, maka 
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19,44% isolat Escherichia coli dari UPF IKJ mengandung plasmid pengkode kebal 

ampisilin, sedangkan dari UPF BU ada 33,33%. Berdasar hasil ini maka jurnlah sampel 

penelitian dapat dihitung mengguna.lcan rumus 4.1., sehingga n= 168,86. Berdasar 

pemik.iran ini peneliti mengarnbil sampellimbah cair rumah sakit sebanyak 70 sampel dari 

masing-masing lokasi, dan setiap sampel dipisahkan sebanyak 3 galur Escherichia coli, 

sehinggajurnlah total sampel adalah 210 galur Escherichia coli. 

Tabel4.1 
Angka pengali ('Multiplier:) dari pada cr2/f:? untuk sampel berpasangan, dan 
2cr2/f:? pada sampel bebas, yang dibutuhkan untuk menentukan besar masing
masing sampel. 

Kuat uji Tingkat kemaknaan (Dua ekor) Tingkat kemaknaan (Satu ekor) 
(Power 1% 5% 10% 1% 5% 10% 
80% 11,7 7,9 6,2 10 6,2 4,5 
90% 14,9 10,5 8,6 13 8,6 6,6 
95% 17,8 i3 10,8 15,8 10,8 8,6 

Keterangan: 2cr2 = (p l.q 1 + p2.q2) p:ida rumus 4 .1. 
Angka pengali = (Za + Z~)2 pada rumus 4.1. 

4.5 Tempat Pemeriksaan 

Pemeriksaan mikrobioligis dan uji kepekaan, serta pemisahan plasmid pengkode 

kebal arnpisilin, dilakukan di Laboratorium TDC Universitas Airlangga dan dengan 

bantuan Laboratorium Biokimia, Pusat Antar Universitas (P AU) Bioteknologi Universitas 

Gadjah Mada Y ogyakarta. 
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4.6 Pemeriksaan Mikrobiologis 

Pemisahan dan pemeriksaan Escherichia coli menurut cara (Baron et al. , 1994; 

Munro, 1992). Tiap sampel ditanam pada media Eosin Methylen Blue (EMB), setelah 

dierarnkan 37 oc suasana aerobik selama 18 jam, diambil 5 koloni yang berbentuk bulat 

ukuran sekitar l-2 milimeter, serta bersifat lah.i:csa positif dan berwama kilap logam. 

Selanjutnya dilakukan pemeriksaan kepastian dengan uji TSI ('Triple Sugar Iron) ; IMViC 

( Indol, Metil merah, Voges-Proskauer, Penggunaan sitrat); uji urease dan motilitas, 

sampai terdiagnosis spesies Escherichia coli. Tata cara pemeriksaan aglutinasi, biokirniawi 

dan motilitas dapat dilihat pada Lampiran 2. Spesies Escherichia coli ditegakkan berdasar 

hasil berikut ini: TSI (Slant: Asam; Butt: asam, ada gas, tidak ada H2S); Indol (positif); 

MR. (positif); VP (negatif); Pemakaian sitrat (negatif); motilitas (positif); produksi urease 

(negatit) dar. aglutinasi (positif) . Penjelasan hasii positif dan negatif ada di Lampiran 2. 

Untuk kepastian diagnosis, dilakukan dengan uji agiutinasi menggunakan aniisera 

polivalen terhadap Escherichia coli. Dipergunakan antisera buatan BioFarma Bandung. 

Pemeriksaan dilanjutkan dengan uji kepekaan terhadap ampisilin, menurut cara baku dari 
,. 

NCCLS dengan modifikasi ('National Committee for Clinical Laboratory Standard) 

(Baronet al. , 1994; Sahm and Washington, 1991)). Tiap sampe] li..11bah dipisahkan 3 galur 

Escherichia coli sebagai unit analisis. 
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4.7 Uji Kepekaan Cara Pengenceran Agar 

Cara ini dipilih karena pada uji-uji selanjutnya, IT'isalnya pada uji seieksi 

kepindahan kekebalan, dilakukan pada media agar yang mengandung antimikroba yang 

diuji . 

Antimikroba uji dipersiapkan dalam bentuk iaruian simpanan ('Stock solution') 

dengan kadar 64 miligram per mililiter akuades. 

Sebagai media uji adalah media agar MH ('Muelier Hinton') yang dibuat menurut 

petunjuk pabrik. Antimikroba ditambahkan saat agar masih cair, sebelum dituang ke 

lempeng petri. Tiap lempeng petri diisi 20 ml agar MH (Sahm and Washington II, 1991). 

Kadar antimikroba yang dipakai sebagai petunjuk kekebalan pada uji tersebut adalah 16 

mikrograrn per ml ampisilin. Hal ini sesuai dengan batas kadar bunuh minimal yang 

disepakati . Eakteri dikatakan kebal jika tumbuh pada media yang mengandung ampisilin 

kadar 16 mikrogran1 per mililiter atau lebih. Cara ini seperti juga yang dilaknkan Tutlus et 

al ( 1990) untuk menentukan kekebalan Escherichia coli flora tinja neonatJs. 

Persiapan inokulum dilakuka.n denglll'1. membiakkan bakteri sampel pada media cair 

Muelier Hinton, dieramkan suhu 3 7 C semalam. Selanjutnya diencerkan dengan garam 

faali (NaCl 0,85%) sampai kekeruhan setara dengan standard McFarland 0,5 yang berarti 

mengandung bakteri sebanyak 108 per mililiter. Selanjutnya diencerkan lagi 10 kali. 

Sebagai inokulum adalah sebanyak 2 mikroiiter suspensi bakteri. 

Sebagai kontrol kualitas dipergunakan Escherichia coli galur ATCC25922. 

Metode dianggap tepat dan baik jika dengan cara yang sama, diperoleh KHM (Kadar 

Hambat Minimal) terhadap ampisilin adalah 2-8 mikrogram per ml. Hal ini sesuai dengan 

ketentuan NCCLS (Sahm and Washington II, 1991). 
J ' 
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4.8 Pemeriksaan Kekebalan Dikode Plasmid 

4.8.1 Isolasi plasmid dari Escherichia coli sampel 
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Untuk melakukan transfonnasi, piasmid harus dipisahkan dahulu dari sel bakteri, 

dengan cara menghancurkan sel bakteri. Dipergunakan cara alkali ('Lysis by Alkali') 

(Sambrook eta!., 1989). Prinsip cara ini ada dua tahap yakni: 1 ). Persiapan biakan bakteri; 

2). penghancuran bakteri dengan cara kimiawi untuk memisahkan plasmid. 

Bakteri dibiakkan pada media cair Luria Bertani (LB) dan dieramkan suhu 37 C 

semalam. Diambil 1 ml suspensi biakan dan ditampung dalam tabung Eppendorf. 

Selanjutnya dilakukan pemisahan plasmid menurut cara baku. (Sambrook et al.,1989). 

Prinsip pemisahan plasmid cara alkali adalah dinding sel bakteri dihancurkan dengan 

larutan alkali, setelah dilakukan pemusingan, supernatan yang berisi plasmid dipisahkan. 

Plasmid dipresipitasi menggunakan etanol dengcm pemusingan kecepatan tinggi (12.000 

rpm). Cara kerja secara rinci dapat dilihat pada Larnpiran 2. 

4.8.2 Transformasi plasmid pad a Escherichia coli kompcten ('Competent 

Escherichia coli') 

Tahap ini meliputi: 1). Penyiapan Escherichia coli kompeten, sebagai penerima (resipien) 

atau penangkap plasmid; 2). Transformasi plasmid ke dalam Escherichia coli kompeten 

dan uji ekspresi kekebalan terhadap ampisilin pada media LB. 
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4.8.2.1 Penyiapan Escherichia coli kompeten ('Competent Escherichia coli1 sebagai 

penangkap plasmid ('Recipient') 

Escherichia coli kompeten adalah Escherichia coli acuan sebagai penenma 

('recipient') yang diolah secara kimiawi sehingga mudah menangkap plasmid bebas. 

Dipergunakan Escherichia coli galur DHSa yang dikenal efisien menangkap piasmid pada 

uji transformasi (Sambrook et al., 1989; Miller, 1992). Bakteri ini diketahui mempunyai 

defek pada gen lac sehingga tidak mampu mendegradasi laktosa. Jika dibiakkan pada 

media MacConkey, maka koloni akan berwarma putih atau tidak berwarna, berbeda 

dengan Escherichia coli sampel yang berwarna merah. Ini bermanfaat pada saat 

konfirmasi sel transforman hasil uji transformasi. Sel transforman yang betul adalah 

bersifat kebal ampisilin, dan jika dibiakkan pada media :MacConkey akan berwama putih. 

Gambaran gen lac secara skematis dapat dilihat pada Gambar 4 .1. 

Gen f/i.# 
I ####ff### I -~ ----- lorotcin CAP J 

.-----~ 

## I®@@@ 1$$ I 
Lac] P 0 z y A 

L !Protein represor Jr-----------------_J 

Gambar4.1 
Struktur gen Lac pada Escherichia coli (Miller, 1992) 
Keterangan: crp = gen crp pengkode protein CAP; 

Lac I, P, 0, Z, Y, A= gen Lac-operon 
CAP = 'Catabolic Activator Protein' 
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Tatacara pembuatan sel kompeten dilakukan menurut cara baku dengan cara 

mencuci bakteri menggunakan CaC12 (Sambrook eta!., 1989; Nakata,1997). Tata-cara 

selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 2. 

4.8.2.2 Transformasi plasmid pada Escherichia coli kompetec dan uji seleksi 

Uji ini ditujukan memasukkan plasmid ke Escherichia coli kompeten. Selanjutnya 

diberikan media dan pengeraman khusus untuk ekspresi plasmid kekebalan terhadap 

ampisilin. Semua dilakukan menurut cara baku (Sambrook et a!., 1989; Nakata et a!., 

1997). 

Seleksi dilakukan pada media yang mengandung ampisilin kadar 64 mikrogram per 

mililiter. Adanya pertumbuhan bakteri pada media seleksi, menunjukkan adanya perubahan 

Escherichia coli kompeten dari peka menjadi kebal, ya.ng berarti ada plasmid kekebalan 

yang masuk. Kontrol pertumbuhan dilakukan dengan menanam bakteri kompeten tanpa 

transformasi pada media seleksi, sedangkan kontrol trartsformasi positif dilakukan dengan 

melakukan transformasi pBR322 pada sel kompeten. Plasmid pBR322 adalah plasmid 

r 

yang diketahui mengandung gen pengkode kebal ampisilin dan tetrasiklin. Pada setiap 

melakukan uji transformasi plasmid sampel, selaiu disertai transformasi pBR322 dan hasil 

seleksi transforman pBR322 harus positif Sebagai media seleksi sebenarnya dapat 

menggunakan media MacConkey atau Luria Bertani. Namun dalam penelitian ini 

dipergunakan media Luria Bertani (LB). Hal ini sesuai dengan protokol oleh Nakata et 

a/., ( 1997), d:m juga dari penelaahan pendahuluan oleh peneliti diketahui bahwa 

penggunaan media LB lebih efisien dibanding media MacConkey. Hasil penelitian 

pendahuluan tersebut menunjukkan bahwa hasil transformasi pada media LB mendapatkan 
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jumlah sel transforman dua kali lebih banyak dibanding pada media MacConkey 

(Kuntaman, 1999). 

Cara kerja secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 2. 

4.8.3 Visualisas! dan peneraan ukui"an plasmid pengkode kebal ampisilin 

Pada semua sel transforman, dilakukan isolasi plasmid menurut cara baku dengan 

cara lisis alkali (Sambrook et a!., 1989). Plasmid dielektroforese pada agarose 0,8% 

dengan bufer elektroforese adalah TBE 0,5 X (Tris-Boric acid-EDT A kekuatan 0,5 kali). 

Sebagai alat penera ('marker') ukuran plasmi~ dipergunakan lambdaHindlll dengan 

ukuran tertinggi adalah 23.130 bp dan terendah 125 bp. Ukuran marker secara lengkap 

dapat dilihat pada Tabel 5. 7. Elektroforese dijalankan dengan voltase 100 volt dan 

membutuh..lcan waktu selama 1 jam. Potor1gm DNA yang bermuatan negatif akan bergerak 

ke kutub positif e!ektroforese, dengan kecepatan berhanding terbalik dengan ukurannya. 

Selanjutnya agarose dicat dengan etidium bromide 50 ng% (10 mikroiiter larutan 1% 

dalam 200 m1 akuades) dalam akuades ~lama 30 menit dan difoto dengan kamera 

polaroid menggunakan film hitam putih. Hasilnya adalah pita-pita DNA yang dapat diamati 

sebagai pita putih dengan latar beiakang hitam. Ukuran DNA dapat diperkirakan berdasar 

kesetaraan kedudukannya terhadap pita DNA marker. DeGugiielmo et al (1991) untuk 

melihat plasmid ukuran sampai 36 Mda (=36.000 Kda = ± 70 kb) menggunakan agarose 

0,8%. 
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4.8.4 Penentuan ekspresi gen pengkode kebal antimikroba selain ampisilin sebagai 

penyerta gen pengkode kebal ampisilin pada sel transforman 

Semua sel transforman telah diketahui kebal ampisilin. Untuk melihat adanya gen 

pengkode kebal antimikroba selain ampisilin, perlu dilakukan uji ekspresi kekebalan 

terhadap berbaga! ant!mikroba. Untuk itu pada semua sel transforman dilakukan uji 

kepekaan terhadap beberapa antimikroba dengan cara difhsi cakram. Tata cara uji 

kepekaan dilakukan berdasar ketentuan NCCLS (Munro, 1992~ Sahm and Washington II, 

1991). Sebagai pedoman penentuan kepekaan hasil uji, ditentukan berdasar diameter 

daerah hambatan berdasar ketentuan standard, seperti·Tabel4.2. Cara selengkapnya lihat 

pada Lampiran 2. 

Tabel 4.2 
Jenis antimilc..roha uji dan pedoman penentuan kekebalan pada uji kepekaan 

cara difusi cakram te~hadap sel trausforman -
I Lebar daerah hcu11batan (mililimeter) sebagai 

I 

I Jenis Antimikroba pedoman pembacaan kekebalan 
I Kebal {=<) 
I ' 

I Intermediate 
i 

Peka (>=) 

ll.Ampisilin AMP10) 113 114-16 , ... 
- I 

1 2.Eritromisin(E15) p I 14-17 18 _ _, 

3 .Klonunfenikol(C30) 12 13-17 18 
4 .Kanamisin (K30) 13 14-17 18 
5. Sefaleksin(CL30) 14 15-17 18 
6. Sefotaksim(CTX30) 14 15-22 23 
7.Sefotiam(CTM30) 14 15-17 18 
8. Sulbenisilin(SUL 1 00) 13 14-17 18 
9.Tetrasiklin (TE30) 14 15-18 19 
10. Trimetoprim (W5) 13 14-15 16 

Sebagai antimikroba uji, dipilih 10 cakram antimikroba yang golongannya 

mencakup sejumlah antimikroba yang dipergunakan di lokasi penelitian dan yang telah 

dikenal bahwa kebal terhadap antimikroba yang bersangkutan telah dilaporkan dikode 
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oleh plasmid (Cooksey, 1991). Lihat Tabel 4.3. Antimikroba ini meliputi golongan Gincin 

beta laktam (a.mpisi!in, sulbenisilin, sefaleksin, scfotiam, sefotaksim), eritromisin, 

kloramfenikol, aminoglikosida (kanamisin), tetrasiklin dan trimetoprim. 

Tabel 4.3 
Mekanisme ker.ia dan peran gen kebal pada beberapa an_ti_m_i_k_r_o_b_a ____ __, 

Ailtimihoba Mekanisme utama kekebalan J 
-~-L-~-~-~ 

Beta laktam Perusakan oleh ensim P, K, Tn 
Makrolid Perubahan sasaran obat P, K, Tn 
Kloramfenikol Perusakan oleh ensim P, Tn 
Aminoglikosida Perusakan oleh ensim P, K, Tn 
Tetrasiklin Perubahan sasaran ooat, P, K, Tn 

dan Efluks 
Trimetoprim Perubahan sasaran obat P, K, Tn 

Keterangan: P=Plasmid; K =Kromosom; Tn=Transposon 

4.9 Variabel, Parameter dan Analisis Statistik 

4.9,1 Variabel b~has 

Sebagai variabel bebas adalah tingkat penggunaan ampisilin di lokasi penclitian. 

Pengamatan diiakukan der.gan cara survei penggunaa..'l ampisilin pada penderita rawat inap 

di lokasi penelitian. Sebagai parameter adalah: a). Prosen penderita rawat inap yang 

mendapat ampisilin. Skala nominal dan uji statistik menggunakan uji khi kuadrat; b). Do sis 

(gram) ampisilin (atau anti.!nikroba beta laktam) rata-rata per penderita, yang diberikan 

pada penderita rawat inap. Skala rasio dan analisis statisti.k menggunakan uji t bebas. 

4.9.2 Variabel tergantung 

4.9.2.1 Pola kekebalan 

Pola kekebalan dinyatakan Escherichia coli yang peka atau kebal terhadap 

ampisilin. Skala nominal dan analisis statistik menggunakan uji khi kuadrat. 
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4.9.2.2 Pola kekebalan yang dikode plasmid 

Pola kekebalan yang dikode plasmid adalah kekebalan yang dikode dan yang tidak 

dikode plasmid. Skala nominal dan analisis statistik menggurtakan uji khi kuadrat. 

4.9.2.3 Ukuran plasmid 

Ukuran plasmid dinyatakan dengan skala ordinal yakni dikelompokkan berdasar 

kesetaraannya dengan marker yang dipergunakan. Kelompok 1 dengan ukuran plasmid 

sama atau lebih kecil 4.361 bp, kelompok 2 dengan ukuran antara lebih besar 4.361 bp 

sampai 9.416 bp dan kelompok 3 lebih besar 9.416 bp sampai 23 .130 bp. Ukuran dan 

spesifikasi marker beserta penjelasannya dapat dilihat pada Bah 5 butir 5.1.3 . Perhitungan 

statistik uji banding ukuran plasmid menggunakan uji Mann-Whitney. 

4.9.2.4 Tipe plasmid berdasar antibiogram pada sei transforman 

Plasmid yang b~rhasil dipisahkan dipastikan mengandung gen p~ngkode keba! 

ampisilin. Untuk melihat apakah plasmid tersebut juga mengandung gen pengkode kebal 

antimikroba yang lain yang sering disebut sebagai kebal ganda ('Multi resistance '), maka 

plasmid dibagi menjadi beberapa tipe. Tipe plasmid yang sama berarti mengandung jumlah 

dan jenis ekspresi gen yang sama. Penamaan tipe dilakukan dengan pemberian nomor urut 

angka, yang didasarkan urut abjat nama antimikroba yang diketahui mempunyai gen kebal 

sebagai gen penyerta terhadap gen pengkode kebal ampisilin. Penamaan dimulai tipe 1, 2, 

3 dan seterusnya. Penjelasan lebih rinci pada bah 5 butir 5.5. 

Bagan alir metode penelitian secara keseluruhan dapat dilihat pada Gambar 4.2. 
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R = Kebal ('Resistant'); S = Peka ('Sensitive'); A.M. = Antimikroba; AMP = Ampisilin; 
+=Ada;-= Tidak ada; <<= Sedikit; >> = Banyak; X"2 = Uji Khi Kuadrat; Pos-Neg = 
ada atau tidak ada plasmid; Ukuran = Ukuran plasmid; Tipe = Tipe plasmid; M-W = Uji 
Mann-Whitney; X"2 = Uji Khi Kuadrat; Uji Stat = Uji Statistik yang sesuai; % = 
Persentase penderita rawat inap yang mendapat ampisilin; mg = berat rata-rata ampisilin 
( dalam miligram) per penderita; Antibiogram = Hasil uji kepekaan cara difusi cakram pada 
sel transforman; L: gen _ R = Jumlah gen kebal antimikroba 
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BAB 5 BASIL PENELITIAN 

5,1 Data Penelitian 

5.1.1 Tingkat Penggunaan Antimikroba di RP Dmu Kedokteran Jiwa dan 

RP Bedah Urologi RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

Penelitian tentang penggunaan antimikroba di lokasi penelitian dilakukan dalam 

dua tahap, tahap pertama dilakukan selama 31 hari mulai tanggal 20 November 1995 

sampai tanggal 20 Desember 1995 sedang tahap kedua dilakukan selama 76 hari mulai 

tanggal 17 Juni 1996 sampai dengan tanggal 31 Agustus 1996. Jumlah hari penelitian total 

adalah 107 hari. 

Pencatatan semua jenis dan dosis obat dilakukan pada semua penderita yang 

dirawat di rumah sakit, dan dicatat setiap hari sampai waktu yang ditentukan. Pencatatan 

dilakukail oleh perawat jaga di ruang perawai:an mmah sakit dengan pengawasan oleh 

peneliti dan perawat kepala ruang, menggunakan daftar isian yang telah disiapkan. 

F ormulir pencatatan dapat dilihat pad a Lampira..'l 1. 

Pada penelitian tersebut telah diperoleh basil bahwa jumlah penderita yang masuk 

dalam pencatatan adalah 169 ora.ng penderita di RP IKJ dan 197 orang di RP BU. 

Berdasar 4 jenis penyakit utama alasan penderita masuk rumah sakit pada RP IKJ adalah, 

105 orang menderita skizofrenia, 12 orang menderita psikosa reaktif singkat (PRS), 12 

orang dengan psikosa dan 5 orang dengan Sindroma otak organik. Penyakit lain dengan 

jumlah kasus antara 1 sampai 5 kasus misalnya adiksi, intoksikasi, gangguan 

kepribadian, nerosa, parafrenia, psikosomatik dan lain-lain. Sedang alasan penderita 

dirawat di RP BU adalah 67 orang menderita penyakit pembesaran prostat jinak (Benign 
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Prostat Hypertrophy = BPH), 26 orang menderita penyakit batu ginjal dan ureter, 24 

orang menderita penyakit striktura uretra dan 11 orang menderita batu buli-buli . Penyakit 

lain dengan jumlah kasus antara 1 sampai 8 kasus misalnya basalioma, fistula ani, hernia, 

kanker buli-buli, hidrokel dan lain-lain. Secara lebih jelas dapat dilihat pada Tabel 5 .1. 

Tabel5.1 
Jenis dan jumlah penyakit pada penderita rawat inap RP Dmu 
Kedokteran Jiwa dan RP Bedah Urologi RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

,--------------------------------------------------------, 

NO 
1 

3 
4 

RSUD DR Soetomo Surabaya 
RPIKJ 

Jenis Penyakit Jml 
Skizofrenia 105 
PRS 12 
Psikosa 12 
soo 5 

Persen 
62,13 

7,10 
7,10 
3 

RPBU 
Jenis Penyakit 
BPH 
Batu Ginjal/Ureter 
Striktura uretra 
BBB 

Jml 
67 
26 
24 

Persen 
34,72 
13,47 
12,44 

5 1 Lain-lain 35 20,71 Lain-lain 
11 
69 

5,6 
35,03 

Keterangan: Jml = Jumlah 
PRS = Psikosa Reaktif Singkat; SOO = Si.'ldroma Otak Organik 
BPH =Benign Prostat Hypertrophy; BBB = Batu Bu!i Buli 

Berdasar gambaran sebaran Jerus penyakit pada kedua lokasi penelitian 

menunjukkan bahwa penderita di RP BU dirawat dengan penyakit yang mempunyai resiko 

tinggi untuk terjadinya infeksi. Sedangkan penderita di RP IKJ dirawat dengan penyakit-

penyakit yang bukan infeksi atau resiko lebih kecil untuk terjadinya infeksi. Khusus di RP 

BU, pemberian antimikroba selain ditujukan untuk pengobatan penyakit infeksi, juga 

diberikan sebagai pencegahan pada penderita menjelang dilakukan tindakan operas1 

dengan kemungkinan terjadi infeksi. 

Pada penelaahan obat antimikroba dari berbagai jenis (golongan cincin beta laktam 

maupun bukan golongan cincin beta laktam), diperoleh hasil bahwa pada RP IKJ ada i8 

orang (10,7%) mendapat antimikroba dari berbagai Jerus. Jika diamati tiap-tiap 
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antimikroba, 9 orang (5,3% dari jumlah total penderita) mendapat ampisilin, tidak ada 

penderita yang mendapat sulbenisilin maupun sefalosporin, sedang golongan cincin heta 

laktam gabungan da..ri berbagai jenis (ampisilin dan nir-ampisilin) diatas diberikan kepada 

14 orang (8,28% dari jumlah total penderita yang dirawat). Pada RP BU, 163 orang 

(84,46%) mendapat antimikroba dari berbagai jenis. Jika pengamatan dilakukan pada 

setiap antimikroba, 46 orang (23,83% dari jumlah total penderita) mendapat ampisilin, 63 

orang (32,64%) mendapat sulbenisilin (penisilin semisintetik), 48 orang (24,87%) 

mendapat sefalosporin, sedang golongan cincin beta laktam gabungan dari berbagai jenis 

(ampisilin dan nir-ampisilin) diberikan kepada 142 orang (73 ,58% dari jumlah total 

penderita). Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel5 .2. 

Pada pengamatan yang dilakukan berdasar dosis antimikroba yang diberikan pada 

penderita, U!ltuk RP IKJ, ampisilin total yang dibcrikan pada penderita selama penelitian 

adalah 63 gram. Dosis rata-rata per penderita (jurrJah penderita total= 169 orang) adalah 

0,3728 grain dengan simpangan baku 1,66& gram. Sedangkan di RP BU, ampisilin total 

yang diberL'can kepada penderita sela.ma penelitian adalah 189 gram. Dosis rata-rata per 

penderita adalah 0,9793 gram dengan simpangan baku 2,452 gram. 

Pada pengamatan antimikroba golongan cincin beta laktam nir-ampisilin, yakni 

sulbenisilin dan sefalosporin, menunjukkan hasil yang mirip. Dosis total sulbenisilin yang 

diberikan kepada penderita di RP IKJ adalah nol, sedangkan dosis total yang diberikan 

pada penderita di RP BU sebesar 461 ,8 gram dengan rata-rata per penderita 2,3927 gram. 

Untuk antimikroba sefalosporin, dosis total yang diberikan penderita di RP IKJ juga nol 

sedangkan di RP BU adalah 186,9 gram dengan dosis rata-rata 0,9684 gram per penderita. 

Jika semua antimikroba .· golongan cincin beta laktam (ampisilin dan nir-ampisilin) 
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digabung, diperoleh basil bahwa dosis total untuk penderita di RP IKJ adalah 87,95 gram 

dengan rata-rata 0,5204 gram, sedangkan untuk RP BU. dosis total adalah 857,7 gram 

dengatl rata-rata per penderita adalah 4,4440 gram. 

Tabel5.2 
Distribusi penggunaan antimikroba di RP Dmu Kedokteran Jiwa dan 
RP Bedah Urolo i RSUD Dr. Soetomo Suraba a 

Antimikroba 
RSUD DR Soetomo Suraba a 1 

r--~RP-IKJ---.----RP-B~U'-------t Khi-2 (p) 

Jumlah Per sen Jumlah Per sen 
1. Mendapat AM* 18 10,65 163 84,46 0,001 
2. Mendapat AM 9 5,33 46 23,83 0,001 

A1npisilin 
3. Mendapat AM 0 0 63 32,64 0,001 

Sulbenisilin 
4. Mendapat AM 0 0 48 24,87 0,001 

Sefalosporin 
5. Mendapat semua 14 8,28 142 73,58 0,001 

AM golongan beta 
laktam 

~--------------+-------------+--------------+------·~ 
Penderita totai 169 100 193 * * 100 ! 

Keterangun: Kill 2 = Uji Khi Kuadrat; (p) = nilai p 
~\1 = Antinlikrcba 
AM* = Antimikroba satu jenis atau lebih 

** = Penderita totall97, data tidak lengkap ('A1issing') 4 orang 
Perser: = Jumlah penderita mendapat AM. jumlah total penderita 

Tabel5.3 
Dosis ampisilin dan antimikroba g9longan dncin beta laktam yang !ain yang 
diberikan p&da penderita di RP Dmu Kedokteran Jiwa dan RP Bedah Urologi 
RSUDD S S b r. oetomo ura aya 

RSUD DR Soetomo Surabaya 
RPIKJ RPBU Uji M-W 

Antimikroba (169 Penderita) (193 Penderita) (p) 
Do sis Dosis Per Do sis Do sis Per 
Total Penderita Total Penderita 

1. Ampisilin 63 0,3728 189 0,9793 0,001 
2. Sulbenisilin 0 0 461,8 12,3927 0,001 
3. Sefalosporin 0 0 186,9 0,9684 0,001 
4. Semua a.m. golong 87,95 0,5204 857,7 14,4440 0,001 

an beta laktam 
Keterangan: Uji M-W = Uji statistik Mann-\\'hitney; p = nilai p 
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5.1.2 Isolat Escherichia coli kebal ampisilin yang dikode plasmid 

5.1.2.1 Isolat Escherichia coli kebal &mpisilin 

Pengambilan sampel limbah cair rumah sakit dilakukan mulai bulan Mei 1996 

sampai bulan Desember 1996 dengan frekuensi 2 sampai 3 kali pengambilan per minggu. 

Sampel diambil dari berbagai tempat pada aliran limbah cair keluar ruang perawatan 

penderita, baik di RP IKJ maupun RP BU. Pengambilan sampel dilakukan secara 

bergantian antara kedua lokasi penelitian. 

Tiap satu sampellimbah cair, dipisahkan sebanyak 3 galur Escherichia coli. Dalam 

kurun waktu 6 bulan, telah dipisahkan sebanyak 210 galur Escherichia coli dari masing-

masing lokasi penelitia..11. Pada uji kepekaan cara pengenceran agar, diperoleh hasil bahwa 

pada 210 galur Escherichia coli da..ri RP IKJ, 39 galur (18,06%) peka terhadap ampisilin 

dan 171 ga!ur (80,95%) kebal, sedang isoht dari RP BU, 36 galur (17, 12%) peka dan 174 

galur (81,4%) kebal terhadap ampisilin. 

Tabel5.4 
Hasil pemeriksaan kepekaan pada 210 isolat Escherichia coli terhadap ampisilin 
pada isolat dari RP Dmu Kedokteran Jiwa dan RP Bedah Urologi RSUD Dr. 
Soetomo Surabaya 

RSUD DR Soetomo Surabaya 
Kepekaan RPIKJ RPBU Uji Khi-2 

Jumlah Persen Jumlah Per sen (p) 
isolat isolat 

Peka 39 18,60 36 17,10 

Kebal 171 81,40 174 82,90 0,7989 

Total 210 100 210 100 
Keterangan: Uji Khi-2 = Uji Khi Kuadrat 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



,, 
63 

5.1.2.2 Isolat Escherichia coli kebai ampisilin yang dikode plasmid 

Telah diperoleh hasil bahwa pada 210 isolat Escherichia coli dari RP IKJ, terdapat 

171 galur Escherichia coli kebal ampisilin..., sedangkan pada 210 isolat dari RP BU, 

terdapat 17 4 galur kebal ampisilin. Selanjutnya semua galur kebal ampisilin diperiksa 

adanya plasmid pengkode kebal ampisilin melalui uji transformasi. 

Pada 171 galur Escherichia coli kebal ampisilin dari RP IKJ, menunjukkan ada 28 

galur (16,3 7%) mempunyai plasmid pengkode kebal ampisilin, sedangkan pada 174 galur 

Escherichia coli dari RP BlJ, 58 galur (33,33%) menunjukkan uji transformasi positif 

ya...TJ.g berarti mengandung plasmid pengkode kebal ampisilin. Lihat Tabel 5.5 . Uji 

transformasi positif ditandai dengan adanya pertumbuhan Escherichia coli acuan galur 

DH5alfa yang telah ditransformasi, pada media Luria Bertani {LB) yang diisi ampisilin 

kadar 64 mikrogram per rnililiter. Lihat Gambar 5.1. 

Tabei 5.5 
H2sil uji transformasi untuk mencari adanya plasmid pengkode kebal ampisiiin 
pada 171 isolat Escherichia coli kebal ampisilin yang dipisahkan dari RP IKJ 
dan 174 isolat dari RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

RSUD DR Soetomo Surabaya 

Transformasi Uji Khi-2 
r----------r--------~, 

Jurnlah Persen Jurnlah Persen ~ _..._ ___ --1 

RPIKJ RPBU 

Positif 28 16,37 58 33,33 0,001 

Negatif 143 83,63 116 66,67 

Total Isolat 171 100 174 100 
Kebal Ampisilin 

Keterangan: Uji Khi-2 = Uji Khi Kuadrat 
Transformasi = Hasil uji transformasi 
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Gam bar 5.1 Foto basil uji transformasi positif dengan kontrol pBRJ22 
Keterangan: 

TBE 14 : Hasil transformasi sampel BE 14 
TBE77 : Hasil transformasi sampel BE77 
pBR322 : Hasil transformasipBR322 sebagai kontrol 
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5.1.3 Ukuran plasmid pengkode kebal ampisilin 

Untuk membuktikan bahwa kebai ampisilin tersebut diperankan oleh plasmid, perlu 

dilakukan visualisasi adanya plasmid yang mengikuti munculnya bakteri acuan yang semula 

peka menjadi kebal. Visualisasi plasmid yang merupakan untaian DNA dengan panjang 

tertentu dalam satuan pasangan basa (base pair=vp atau kilc base pair = kb ), dapat dilihat 

dengan melakukan elektroforese dengan menggunakan agarose 0,8% dalam larutan dapar 

TBE 0,5 X, dan selanjutnya dilakukan pengecatan dengan larutan etidium bromid 0,5 ng 

per ml. Selanjutnya difoto dengan kamera polaroid hitam putih menggunakan filter oranye. 

Hasilnya adalah pita putih dalam latar belakang hitam. Dengan menyertakan petanda 

(M:arker) ukuran DNA, maka ukuran panjang plasmid dapat diperkirakan. Sebagai petanda 

adalah lambda Hindlll sehingga menghasilkan potongan DNA dengan ukuran panjang 

berturut-turut 23 ,130 kb, 9,416 kb, 6,557 kb, 4,361 kb, 2,322 kb, 2,027 kb, 0,564 kb, 

0,125 kb (Sambrook et al., 1989). Dipergunakan peta.nda buatan Promega. Lihat Tabel 

5.6. 

Tabel5.6 
Potongan petanda (Marker) Lambda Hind/11 

NO. Ukuran (kb) 
1 23,130 kb 
2 9,416 kb 
3 6,557 kb 
4 4,361 kb 
5 2,322 kb 
6 2,027 kb 
7 0,564 kb 
8 0,125 kb 
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Hasil foto petanda (marker) dengan kontrol pBR322 dengan ukuran 4,363 kb dapat 
dilihat pada Gambar 5.2 

23,130 kb . - ';.;,~·-:.•.·-•.;.; 

9,416 kb 
6,.557 kb .· 

4,361 kb 
2,322 kb . . 
2,027 kb 

0,564 kb 

125 kb 

Gambar5.2. 
Basil foto polaroid petanda lambda Hindlll dan pBR322 yang mempunyai ukuran 
4,363 kb. 
Keterangan: Lajur 1 = Hasil elektroforese Lambda Hindlll 

Lajur 2 = Hasil elektroforese pBR322 (ukuran = 4,363 kb) 
isolat dari sel tr+sforman pBR322-DH5alfa 

Sebagai persiapan visualisasi plasmid, pada semua sel Escherichia coli 

transforman, yakni sel acuan yang semula peka ampisilin menjadi kebal ampisilin setelah uji 

transformasi, dilakukan pemisahan plasmid metode lisis alkali (Sambrook et a/., 1989). 

Selain itu dilakukan juga pemisahan plasmid pada Escherichia coli acuan sebelum 

dilakukan uji transformasi sehingga diketahui adanya plasmid yang secara alami telah 
I 

dimiliki oleh Escherichia coli acuan (Escherichia coli galur DH5alfa). 

Hasil pemisahan plasmid pada Escherichia coli acuan yang telah diisi pBR322 

temyata disamping adanya pBR322 de,gan ukuran 4,363 kb, ditemukan juga isolat 

(plasmid) dengan perkiraan ukuran sekitar 23 kb dan 60 kb. Lihat Gambar 5.2. Jadi 
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adanya plasmid baru diluar ukuran tersebut dianggap sebagai plasmid baru pengkode kebal 

ampisilin yang berasal dan Escherichia coli sampel. 

0,564 kb 

kb Lajur 1 2 3 4 

Gam bar 5.3. 
Basil foto elektroforese agar terhadap isolat plasmid pengkode kebal ampisilin dari 
sampel TBE77 (sel transforman Eschericia coli DHSalfa dengan isolat plasmid dari 
sam pel Escherichia coli BE77 dari RP BU). 
Keterangan: Lajur I : Petanda (Marker) faga lamda dipotong dengan enzirn Hindlll 

Lajur 2: lsolat pBR322 dari sel transforman E coli DH5alfa dengan 
pBR322 (Produksi Promega) 

Lajur 3: Isolat plasmid dari sampel Escherichia coli nomor 77 dari 
RPBU(BE77) 

Lajur 4: Isolat plasmid pada sel transforman sampel nomor BE77 
dari RP BU (TBE77; T berarti transforman) 

Hasil visualisasi plasmid pengkode kebal ampisilin, dapat dilihat pada Gambar 5.3. 

Pada gambar ini terlihat bahwa pada sampel nomor 77 isolat Escherichia coli dari RP BU, 

mempunyai ukuran panjang sekitar 4 kb. Pada isolat lain, yakni pada sampel Escherichia 
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coli nomor 14 dari RP BU, ditemukan plasmid dengan ukuran perkiraan 7 kb. (Gambar 

5.4). Plasmid dengan ukuran lebih besar ditemukan pada beberapa sampel, seperti sampel 

dari RP BU nomor 6, 22 dan 55 dengan ukuran sekitar 15 kb. (Gambar 5.5.) 

23,130 kb 

9,416 kb 
6,557 kb 
4,361 kb ' 

2,322 kb ~-'"'~"--'' 

2,027 kb 

0,564 kb 

0,125 kb 

Gambar 5.4 

Lajur 1 2 3 

Foto polaroid isolat plasmid pada elektroforese agar menggunakan pengecatan 
etidium bromid , dari sel transforman Escherichia coli DH5alfa dengan sampel 
nomor 14 dari RP BU dan ditemukan plasmid ukuran 7 kb. 
Keterangan: Lajur 1: Petanda (Marker) Faga lamda dipotong dengn enzim Hindlll 

Lajur 2: TransformanpBR322 padaEscherichia coli DH5a/fa 
Lajur 3: Isolat plasmid kebal ampisilin dari sel transforman TBE 14 

(pAmp_r TBE14 dengan perkiraan ukuran = ± 7 kb) 

Sedangkan pada Gambar 5.6, dapat dilihat beberapa plasmid dari isolat RP IKJ 

dengan ukuran sekitar 3,5 kb. 
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23,130 kb 

9,416 kb 
6,557 kb 
4,361 kb 

2,322 kb 
2,027kb 

I

. p. ·aR3·· 22-- : · .. ;.;: •4 .. , ... 3 .. 63. kb. · .... ,.: .. ·.· •·>·: ....... .. .. ·.·:····.·.·.• ... ·· •... ·.• .. ·.··.1 

..... · .·j : ) ; t .. /. ); : -

Lajur 1 2 3 4 5 

Gambar 5.5 
Foto polaroid isolat plasmid pada elektroforese agar dengan pengecatan etidium 
bromid dari sel transforman Escherichia coli DH5alfa dengan sampel nomor 6, 

22 dan 55 dari RP BU dan ditemukan plasmid ukuran sekitar 15 kb. 
Keterangan: Lajur I: Petanda (Marker) Faga lamda dipotong dengn enzim Hind/11 

Lajur 2: Transforman pBR322 pada Escherichia coli DH5alfa 
Lajur 3: Plasmid kebal ampisilin dari sel transforman TBE6 
Lajur 4: Plasmid kebal ampisilin dari sel transforman TBE22 
Lajur 5: Plasmid kebal ampisilin dari sel transforman TBE55 
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9,416 kb 
6,557 kb 
4,361kb 

2,322 kb 
2,027kb 

Lajur 

Gambar 5.6 
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1 l 3 4 5 6 7 8 9 10 

Foto polaroid isolat plasmid pada elektroforese agar dengan pengecatan etidium 
bromid 50 ng%, dari sel transforman Escherichia coli DH5alfa dengan sampel 

nomor 1, 6, 15, 17, 20, 26, 29 dan 37 dari RP IKJ dan ditemukan plasmid ukuran 
sekitar 3,5 kb. 

· Keterangan: Lajur 1: Petanda (Marker) lamda Hindi!! 
Lajur 2: TransformanpBR322 padaEscherichia coli DH5alfa 
Lajur 3 sampai dengan 10 adalah isolat plasmid dari RP IKJ (TJE) 

TJE 1, 6, 15, 17, 20, 26, 29 dan 37 

Pada pemeriksaan Escherichia coli transforman, diperoleh hasil bahwa terdapat 

plasmid baru dengan berat berbagai ukuran. Untuk itu peneliti membagi ukuran plasmid 

dalam tiga kelompok yakni kelompok 1 dengan ukuran panjang 4,361 kb atau lebih kecil, 

kelompok 2 dengan ukuran lebih besar 4,361 kb sampai dengan 9,416 kb dan kelompok 3 

dengan ukuran lebih besar 9,416 kb sampai dengan 23,130 kb. Penggolongan ini 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



71 

didasarkan pada empat pertimbangan yakni: 1 ). ukuran plasmid kekebalan telah dikenal 

sebagai plasmid kecil dengan berat pada kisaran 15 kb; 2). gen pengkode kebal ampisilin 

pada berbagai isolat, mempunyai ukuran sekitar 1 kb sampai 1,5 kb yang menjadi panjang 

karena bergabungnya berbagai gen lain; 3). pada penelaahan beberapa isolat plasmid pada 

penelitian ini, diketemukan plasmid dengan ukuran sekitar 3 kb sampai sekitar 15 kb. 4). 

petanda (=Marker) yang tersedia di pasaran yang sesuai untuk menjaring ukuran plasmid 

kekebalan yang merupakan plasmid kecil adalah lambda Hindi!! (Lihat Tabel 5.6). 

Berdasar pengelompokan ukuran plasmid tersebut diketahui bahwa ukuran plasmid 

pengkode kebal ampisilin dan· isolat RP IKJ adalah 28 galur untuk panjang kelompok 1, 

dan tidak ada plasmid dengan ukuran kelompok 2 dan 3. Sedangkan hasil isoiat dari RP 

BU diperoleh hasil ukuran panjang plasmid dalam kelompok 1 sebanyak 38 (65,52 %) 

galur, kelompok 2 ada 10 (17,24 %) galur dan kelompok 3 ada 10 (17,24 %) gaiur. Lihat 

Tabel 5.7. 

Tabel5.7 
Distrihusi plasmid berdasar kelompok ukuran panjang, pada Escherichia coli isolat 
dari RP IKJ dan RP BU RSUD Dr. Soetomo Sur2baya 

RSUD DR Soetomo Surabaya 
Kelompok Ukuran Plasmid RPIKJ RPBU Total 

Jml Per sen Jml Per sen Jrnl Per sen 
1. =< 4,361 kb 28 100 38 65,52 66 76,74 
2. > 4.361- 9,416 kb 0 0 10 17,24 10 11,63 
3 . > 9,416 kb- 23 ,130 kb 0 0 10 17,24 10 11,63 
Total 28 100 58 100 86 100 

Keterangan: JrrJ : Jurnlah ; =< : Sarna atau lebih kecil; > : Lebih besar 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



72 

5.1.4 Tipe plasmid berdasar antibiogram sel transforman 

Ukuran plasmid pengkode kebal ampisilin yang ditemukan pada penelitian ini 

adalah plasmid dengan ukuran beragam dari kecil sampai yang !ebih besar. Muncuinya 

plasmid dengan ukuran yang lebih besar, dapat terjadi karena tiga kemungkinan yaitu: 1). 

Terdapat berbagai plasmid kekebalar1 pada bakteri daiam limbah cair rumah sakit akibat 

penggunaan berbagai antit-nikroba secara berkelanjutan dalam waktu lama. Pada suatu 

kesempatan berbagai plasmid tersebut masuk dalam bakieri yang sama, kemudian 

menggabung (rekombinasi) satu terhadap yang lain; 2). Terjadinya dimerisasi atau 

penggabungan antar plasmid sejerus, sehingga panjangnya bertambah dengan kelipatan 

panjang plasmid itu sendiri; 3). Menggabungnya berbagai plasmid pengkode kebal 

antimikroba dengan plasmid pengkode metabolisme yang lain, khususnya pencemar limbah 

cair rumat'l sakit seperti bahan detergen yang secara rutin dipergunak:an setiap hari. 

Pada kesempatan ini peneliti menga.rtalisis kemungkinan pertama, yakni 

antimikroba selain ampisilin yang juga dikcde oleh gen yang berada bersa.'lla dengan 

plasmid pengkode kebal ampisilin ('ampicillin associated resistance pfa_qr.id') dalam sel 

transforman. Untuk itu pada semua sel transforman (=Escherichia coli galur DH5alfa 

yang telah berisi plasmid sampel) dilakukan uji kepekaa.'l cara difusi cakram. Sifat 

kekebalan baru yang ada pada sel transforman, namun tidak ada pada sel acuan 

(Escherichia coli galur DH5alfa), dianggap sebagai kekebalan barn yang diperankan oleh 

plasmid sampel. 
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Pada pemeriksaan kepekaan galur acuan Escherichia coli DH5alja, menunjukkan 

bahwa bakteri tersebut peka terhadap antimikroba arnpisilin, kloramfenikol, kanamisin, 

sefaleksin, sefotaksim, sefotiam, sulbenisilin, tetrasiklin dan trimetoprim; bersifat 

intermediate terhadap antimikroba eritromisin. Hasil pemeriksaan secara lengkap dapat 

diEhat pada Tabel 5.8. 

Tabel5.8. 
Basil uji kepekaan cara difusi cakram pada Escherichia coli DH5alfa 
terhadap berbagai antimikroba. 

Jenis Antimikroba 

l..A.mpisilin (AMPIO) 
2.Eritromisin(El5) 
3 .Kloramfenikol(C30) 
4.Kanamisin (K30) 
5. Sefaleksin(CL30) 

, 6.Sefotaksim(CTX30) 
I7.Sefotiam(CTM30) 

8. Sulbenisilin(SUL 1 00) 
9.Tetrasiklin (TE30) 
10. Trimetoprim (WS) 

Keterangan: mm = milimeter 

Lebar daerah hambatan sebagai pedoman 
pembacaan kekebalan 
Diameter daerah 
hambatan (mm) 

28 

Kesimpulan 

Peka 

24 I 
14 
32 

L1termediate 
Peka 
Peka 

I 26 Peka 
46 1 Peka 
32 Peka 
34 Peka 
34 Peka 
38 Peka 

Sel transforman yang dihasilkan dari uji transformasi adalah sebanyak 28 galur 

dari RP IKJ dan 58 galur dari RP BU. Pada uji kepekaan cara difusi cakram, ditemukan 

hasil yang beragam. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada lampiran 5. Untuk itu peneliti 

membagi ke dalam beberapa tipe kekebalan berdasar jenis antimtkroba yang telah menjadi 

kebal. Untuk menggolongkan tipe tersebut, antimikroba diurut berdasarkan abjat huruf 

pertama nama antimikroba dan diikuti huruf berikutnya. 
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Berdasar atas kekebalan terhadap beberapa antimikroba, ditemukan 3 tipe sel 

transforman (yang mencermi.'lk:an 3 tipe plasmid) yaitu: 

a. Tipe 1: Kebal terhadap Ampisilin, Eritromisin, Kanamisin, Sulbenisilin, 

Trimetoprim. 

b. Tipe 2: Kebal terhadap Ampisilin, Kioramfenikol, Sulbenisilin, Trimetoprim 

c. Tipe 3: Kebal terhadap Ampisilin, Sulbenisilin 

Berdasar penggolongan tersebut, pada analisis uji kepekaan Escherichia coli 

transforman dari isolat plasmid pada RP IKJ diketahui bahwa tidak ada galur yang 

mempunyai kekebalan tipe 1; 3 (10,7%) galur mempunyai kekebalan tipe 2; 25 (89,29%) 

galur mempunyai kekebalan tipe 3. Sedang basil di RP BU, 4 (6,~/o) galur mempunyai 

kekebalan tipe 1; 6 (10,34%) galur mempunyai kekebalan tipe 2 dan 48 galur mempunyai 

kekebalan tipe 3. Basil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 5.9. Gambaran secara jelas 

kaitan kemuncu!an piasm.id yang disertai dengan munculnya kekebalan baru dapat dilihat 

pada Gambar 5.7. 
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Tabel5.9 
Basil uji kepekaan sel transforman terhadap beberapa jenis antimikroba 
yang menunjukkan tipe plasmid pada sel trasnforman. 

RSUD Dr. Soetomo Surabaya 
Hasil uji kepekaan RPIKJ RPBU X-2 
= tipe _Qlasmid Jumlah Persen Jumlah Persen {p) 
Tipe 1 0 0 4 6,90 
Tipe2 3 10,71 6 10,34 
Tipe 3 25 89,29 48 82,76 
Jumlah total 28 100 58 100 0,363 

Keterangan: X-2 = Uji Khi kuadrat; 
p = nilap p pada uji statistik 

Tipe plasmid dinyatakan sebagai pola kekebalan sel transforman 
terhadap antimikroba acuan 

Tabel5.10. 

75 

Perubahan kekebalan sel transforman TBE77 yang berasal dari Escherichia coli 
DHSalfa sete!ah mendapatkan plasmid dari sampel Escherichia coli BE77 yang 
berasai dari RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

Bakteri yang diuji 
Jenis Antimikroba I E o coli DH5alfa I TBE77 

l.Ampisilin AMPlO) I s R 
20Eritromisin(E 15) I T I J. 

3 0Kloramfenikol(C30) s s 
40K<ma.'llisin (K30) s s 
50 Sefaleksin(CL30) s ~ s 

160Sefotaksim(CTX30) s s 
70Sefotiam(CTM30) s s 
80 Sulbenisilin(SUL1 00) Is R 
9 0 T etrasiklin (TE3 0) s s 
100 Trimetoprim (WS) s s 

Keterangan: TBE77 = sel transforman setelah ditransformasi oleh isolat plasmid 
berasal dari Escherichia coli BE77 0 

BE77 = Escherichia coli isolat nomor 77 dari RP BU 
S = Peka ('Sensitive'); ! =Intermediate; R = Kebal ('Resistant) 
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Sebagai gambaran perubahan kekebalan berkaitan dengan plasmid barn, dapat 

dilihat pada Tabel 5.10, sedangkan hasil uji kepekaan cara difusi cakram dapat dilihat 

pada Gambar 5.7. Pada hasil ini terlihat bahwapBR322 yang diketahui mengandaung gen 

kebal ampisilin dan tetrasiklin, menunju!r.kan hasil sel transforman yang kebal terhadap 

ampisilin, tetrasiklin dan sulbenisilin. Kekebalan sulbenisilin ini menunjukkan bahwa 

plasmid menghasilkan ensim beta laktainase yang selain merusak ampisilin, juga merusak 

sulbenisilin. 

Kebal sulbenisilin temyata sama 100% dengan kebal ampisilin, dan menurut 

peneliti, memang kedua kekebalan ini diperankan oleh satu gen yang sama dan salah satu 

gen yang berperan sama yakni gen pengkode ensim beta laktamase. Jadi gen penyerta pada 

plasmid pengkode kebal a.-npisilin adalah tiga gen ( eritromisin, kanawisin, trimetoprim) 

untuk plasmid tipe 1~ dua gen ( kloraii'Jenikol, trimetoprim) untuk plasmid tipe 2~ dan tipe 

3 tidak mengandung gen penyerta. Sedangkan jumlah gen total pada tiap tipe plasmid 

adalah tipe 1 ada 4 gen kebal antinlikroba, tipe 2 ada 3 gen dan tipe 3 ada l gen. 

Selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 5.11 . 
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Gambar5.7. 
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Basil foto polaroid isolat plasmid dari transforman pBR322-Escherichia coli 
DH5alfa, sel transforman (TBE77) dan Escherichia coli sampel (BE77), 
serta basil uji kepekaan terhadap 10 jenis antimikroba 
Keterangan: Lajur 1 : M =Marker= Petanda Ukuran plasmid 

Lajur 2: TransformanpBR322 padaEschrichia coli DH5alfa 
Lajur 3 : BE77 =Escherichia coli sampel nomor 77 dari RP BU 
Lajur 4 : TBE77 = Sel transforman DH5alfa dengan plasmid dari BE77 
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Tabel5.11 Jumlah gen yang berada bersama pada tiap tipe plasmid pada 86 
plasmid pengkode kebal ampisilin di RSUD Dr. Soetomo 
Sun!baya 

RSUD DR SOETOMO SURABA YA 
Tipe Pla RPIKJ RPBU 

Jml Pla Gen R GenP Jml Pla Gen R Gen P 
1 0 - - 4 4x4=16 3x4=12 
2 3 3x3=9 2x3=6 6 3x6=18 2x6=12 
3 25 lx25=25 0 48 lx48=48 0 
Total 28 34 6 58 82 24 

Keterangan: 
Tipe Pla = Tipe plasmid 
Jml Pla = Jumlah plasmid 
Gen R = Jumlah gen pengkode kebal antimikroba (ampisilin dan mr

ampisilin); Plasmid tipe 1 = 4 gen; tipe 2 = 3 gen; tipe 3 = 1 gen 
Gen P = Jumlah gen kebal penyerta (nir-arnpisilin) 

Plasmid tipe 1 = 3 gen; tipe 2 = 2 gen; tipe 3 = nol 

Uji Statistik Uji Mann-'Whitney Gen _R: RP BU >< RP IKJ: p = 0~3822 
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5.2. Analisis dan Basil Penelitian 

5.2.1 Tingkat Penggun::al! Antimikroba di RF llmu Kedoktenm Jiwa dan 

RP B~dah Urologi RSUD Dr. Soetomo Surabaya 
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Data tentang jurnlah penderita yang mendapat antimikroba selama perawatan, yang 

kemudian dinyatakan dalam prosen, adalah data nominal. Jadi perhitungan statistik 

dilakukan dengan uji non-parametrik khi kuadrat. 

Jika ditelaah jurnlah penderita yang mendapat antimikroba dengan berbagai jenis, 

atau yang mendapat ampisilin, maupun yang mendapat antimikroba golongan cincin beta 

laktam, terdapat perbedaan yang bermakna antara RP IKJ terhadap RP BU dalam batas 

kemaknaan 5%. Pada perhitungan statistik dipero!eh nilai p untuk penderita yang 

mendapat antimikroba dengan berbagai jenis adalah 0,001 (lebih kecil dari 0,05), untuk 

penderita yang mendapat ampisilin, sulbenisilin maupun sefalosporin, maupun gabungan 

antimi.laoba golcngan beta laktam, nilai p adaiah 0,001 (lebih kecil dari 0,05). (Tabel 5.2. 

dan Lampiran 4) . 

Data penelitian tentang jurnlah ( dalam gram) penggunaa.'l antijnikroba adalah skala 

ratio, namun pada uji normalitet dengan uji Kolmogorov-Smirnov, data tidak normal 

dengan nilai p untuk semua parameter ( ampisilin, sulbenisilin, sefalosporin, dan gabungan 

semua antimikroba golongan beta laktam) adalah 0,001. Karena itu uji beda Mean 

dilakukan dengan uji non-parametri Mann-Whitney. Semua analisis dilakukan dengan 

program komputer SPSS/PC+. (Lampiran 4) . 

Pada perhitungan statistik antara RP IKJ dan RP BU, untuk penggunaan 

antimikroba (dalam gram per penderita), menunjukkan perbedaan bermakna pada taraf 

kemaknaan 5% dengan nilai p untuk semua parameter (ampisilin, sulbenisilin, sefalosporin, 
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gabungan antimikroba golongan beta lak.1:am) adalah 0,001 (!ebih kecil dari 0,05) (Tabel 

5 . ~. dan Lampiran 4). 

Dari berbagai analisis tingkat penggunaan antimikroba di kedua lokasi penelitian, 

disimpulkan bahwa baik dilihat dari prosentase penderita yang mendapat antimikroba, 

maupun dosis rata-rata antimihoba per penderita, khususnya ampisilin maupun golongan 

cincin beta iaktam yang lain, baik secara sendiri-sendiri maupun gabungan antimikroba 

golongan cir..cin beta laktam, di RP BU adalah lebih tinggi dan berbeda bermakna 

dibanding RP IKJ. 

5.2.2 Isolat Escherichia coli kebal ampisilin yang dikode plasmid 

5.2.2.1 Isolat Escherichia coli kebal ampisilin 

Data hasil pemeriksaan kekebalan adalah skala nominal, yaitu bakteri peka atau 

kebal terhadap ampisilin. Karena itu uji beda dilakukau dengan uji ncn-parametrik khi 

kuadrat. 

Hasil uji beda antara RP IKJ dan RP BU, menunjukkan hasil tidak ada beda 

bermakna dengan nilai p = 0,7989 (lebih besar dari 0,05) (Tabel5.4 dan Lampiran 6). 

5.2.2.2 Isolat Escherichia coli kebal ampisilin yang dikode plasmid 

Data hasil pemeriksaan kekebalan adalah skala nominal, yaitu pada bakteri kebal 

ampisilin, apakah mempunyai atau tidak mempunyai plasmid pengkode kebal ampisilin. 

Karena itu uji beda dilakukan dengan uji non-parametrik khi kuadrat. 

Pada perhitungan statistik menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna angka 

kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin antara RP IKJ dan RP BU RSUD Dr. Soetomo 
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Surabaya, dengan nilai p = 0,001 (lebi kecil 0,05). (Tabel 5.5. dan Lampiran 6). Hal ini 

berarti hipotesis diterima. 

5.2.3 Ukuran plasmid pengkode kebal ampisilin 

Data ukuran plasmid adalah data ordinal yakni dala..11 bentuk kelompok. Maka uji 

beda dilakukan dengan uji non-parametrik Mann-Whitney. 

Tabel5.12 
Basil perhitungan statistik distribusi ukuran plasmid berdasar kelompok dengan 
uji khi kuadrat, pada isolat dari RP IKJ dan RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

RSUD DR Soetomo Surabaya 
Kelompok Ukuran Plasmid RPIKJ RPBU M-W 

Jml Pro sen Jml Pro sen (p) 

1
~. -4.361 bp 28 100 38 65,5 
2 . > 4.361- 9.416 bp 0 0 10 17,2 
3 . >9.416bp-23 .i3obp I 0 0 10 17,2 
Total 28 100 58 100 I o,oo1 

Keterangan: Jml : Jumla..i. ; =<: Sarna atau lebih kecil; > : Lebih bes(II 
M-V/ : Uji Ma..·m-Whitney; p : nilai p pada uji statistik 

Pada perrj_tungan statistik dengan menggunakan uji Mann-Whitney diperoleh hasil 

perbedaan yang bermakna pada batas kemaknaan 5% dengan nilai p = 0,001 (lebih kecil 

0,05) (Tabel 5.12 dan Lampiran 6). Hal ini berarti hipotesis diterima. 
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5.2.4 Tipe plasmid berdasar antibiogram sel transforman 

Data tipe plasiPid adulah data nominal, maka uji beda dilakukan dengan uji khi 

kuadrat. Jika dilakukan analisis angka kejadian beberapa tipe kekebalan yang diperankan 

oleh plasmid antara RP IKJ dan RP BU dengan menggunakan uji statistik khi kuadrat, 

didapatkan basil p= 0,3627 (lebih besar dari 0,05) . Hal ini menunjukkan bahwa pada batas 

kemaknaan 5%, tidak ada perbedaan distribusi tipe plasmid diantara kedua lokasi 

penelitian, jadi hipotesis ditolak. Berdasar hal ini pula bisa disimpulkan bahwa tipe 

plasmid diantara kedua lokasi penelitian adalah sama. 

Jumlah total gen kebal antimikroba (ampisilin dan nir-ampisilin) pada tiap tipe 

plasmid (tiap sel transforman) merupakan data skala ratio. Dengan uji normalitet 

menggunakan uji Kolmogorov-Smimov menunjukkan bahwa data tidak normal dengan 

nilai p = 0,001. Maka analisis statistik uji beda dilakukan dengan uji Mann-Whitney. 

Hasilnya adalah pada batas kemaknaan 5%, tidak ada beda jumlah gen kebal antimikroba 

(ampisilin dan nir-ampisilin.) antara RP IKJ dan RP BU dengan p=0,3822 (lebih besar dari 

0,05). (Tabel 5.11). 

Untuk melihat apakah kebersamaan gen kebal antimikroba tersebut berkaitan 

dengan makin panjangnya ukuran piasmid, perlu dilakukan uji korelasi antara ukuran 

plaswid dengan jumlah gen kebal antimikroba pada tiap tipe plasmid. Hasil uji korelasi 

menunjukkan bahwa tidak ada korelasi antara makin panjangnya ukuran plasmid dengan 

makin banyaknya jumlah gen kebal antimikroba, dengan nilai r = 0,0717 (Lampiran 6). 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6,1 Tingkat Penggunaan Antimikroba di RP Dmu Kedokteran Jiwa dan RP Bedah 

urologi RSUD Dr. Soe!omo Surabaya 

Tingginya penggunaan antimikroba di rumah sakit kiranya dapat dipahami, 

mengingat penderita yang dirawat di rumah sakit banyak yang menderita infeksi, 

disamping mempunyat resiko yang tinggi terhadap terkena infeksi. Resiko untuk 

mendapat infeksi terutama berkaitan dengan dua hal yakni: 1 ). adanya tindakan invasif 

atau adanya luka terbuka atau luka pasca operasi; dan 2). keadaan lingkungan tidak 

selamanya dalam keadaan aseptis. Keadaan inilah menurut peneliti menyebabkan para 

dokter memberikan obat antirnikroba, baik sebagai terapi maupun sebagai pencegahan. 

Tingginya penggunaan antimikroba di RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

dibanding RP IKJ, kiranya berkaitan dengan dua faktor resiko tersebut diatas. Makir1 

tir1ggi resiko tersebut, akan rnakin banyak pula penggunaan antirnikroba. Kuntaman dkk 

(19962
) dalCI.m penelitiannya menunjukkan bahwa penderita yang dirawat di RP BU RSUD 

Dr. Soetomo Surabaya, mengidap 6 penyakit terbanyak adalah : pembesaran prostat jinak, 

striktur uretra, varikokel, batu ginjal, batu ureter dan batu buli-buli. Hampir semua 

penderita tersebut mendapat tindakan invasif atau menjalani pembedahan yang akan 

meningkatkan resiko untuk teijadinya infeksi. Sedangkan di RP IKJ RSUD Dr. Soetomo 

Surabaya, 6 penyakit terbanyak pada penderita rawat inap adalah: skizofrenia, parafrenia, 

psikosa reaktif singkat, sindroma otak organik, adiksi dan nerosa (Kuntaman 2 dkk, 

19961
) . Keadaan penyakit di RP IKJ mencerminkan faktor resiko yang rendah untuk 
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terjadinya infeksi yang membutuhkan penggunaan antintikroba. Adanya penggunaan 

antimikroba di RP IKJ adalah karena alasan penyakit yang lain yat1g mempakan penyakit 

ikutan. 

Antimikroba yang paling senng diberikan kepada penderita adalah golongan 

penisilin yakni ampisilin. Ada dua antimikroba golongan penisilin yang paling banyak 

beredar di pasaran dan sering dipergunakan yakni arnpisilin dan arnoksisilin. Utji (1998) 

pada penelaahan penggunaan antimikroba di Rumah Sakit Persahabatan . Jakarta 

melaporkan bahwa antimikroba yang paling banyak diresepkan adalah golongan pePisilin, 

baik oleh dokter umum 'maupun dokter spesialis. Hasil ini mirip dengan apa yang dijumpai 

di RSUD Dr. Soetomo Surabaya. 

Soegijanto (1998) pada penelitian di Bagian anak RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

menunjukk.an bahwa penggunaan arnpisilin di ruang perawatan Hematologi meliputi 65% 

penderita, di ma.,g Syaraf 56% penderita, dan di ruat1g Penyakit Paru 52% penderita. 

SedC~.ngkan di ruang Menular Anak, 62% penderita mendapat obat golongan cincin beta 

laktam ya.ng terdiri 32% penderita mendapat arnoksisilin, 5% penderita mendapat penisilin 

prokain, 17% penderita mendapat arnpisilin dan 8% penderita mendapat kloksasilin. 

Tingginya penggunaan antimikroba golongan cincin beta laktarn ini, temtarna 

karena toksisitasnya yang rendah. Penggunaan yang tinggi ini tidak hanya di Indonesia, 

namun juga di negara lain. Di RS Bellvitge di Spanyol yang merupakan rumah sakit besar 

dengan 1000 tempat tidur, antimikroba utarna yang dipergunakan, khususnya di ruang 

perawatan intensip adalah seftriakson, sefotaksim dan seftasidim yang semuanya adalah 

kelompok sefalosporin dari golongan cincin beta laktarn (Pena et al., 1998). Juga di RS 

Tikur Anbessa di Addis Ababa dan RS Karolina di Stockholm Swedia, antimikroba utama 
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yang dipergunakan adalah antimikroba golongan cincin beta laktam, meliputi penisilin G, 

V dan ampisilin (Ringertz et al., 1990). 

Jika ditelaah dalam hal dosis ampisilin yang diberikan kepada penderita, temyata 

do sis kumulatif selama penelitian dalam kunm waktu yang sama yakni 107 hari, di RP IKJ 

adaiah 63 gram, jauh lebih renda.'l dibanding di RP BU yang mencapai 189 gram. Jika 

dihitung rata-rata per penderita adalah 0,3728 gram per penderita di RP IKJ, jauh lebih 

kecil (p=0,001) dibanding RP BU yang mencapai 0,9793 gram. Jika dihitung tingkat 

penggunaan ampisilin per hari, maka didapatkan hasil bahwa penggunaan ampisilin di RP 

IKJ adalah 0,589 gram per hari, sedangkan di RP BU adalah 1,747 gram per hari. Hal ini 

menunjukkan bahwa tingkat penggunaan ampisilin, baik per penderita maupun per hari di 

lingkungan RP IKJ lebih rendah diba.flding RP BU. Berdasar keadaan ini dapat 

disimpulkan bahwa tingkat penggunaan antimikroba golongan penisilin, khususnya 

ampisilinJ di RP IKJ lebih kecil dibanding di RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Jika 

dianggap rata-rata 40% diekskresi dalam bentuk aktif lewat air kemih, hal ini berarti rata-

rata tiap hari ampisilin yang terbuang lewat saluran liinbah adalah 40% X 0,589 gram = 

0,236 gram per hari di RP IKJ dan 40% X 1,747 gram= 0,699 gram per hari di RP BU. 

Hal ini berarti penggunaan di RP BU 3 kali lebih besar dibanding RP IKJ. Tingkat 

penggunaan yang lebih kecil di RP IKJ ini juga terjadi pada antimikroba golongan cincin 

beta laktam yang lain, terutama sulbenisilin dan sefalosporin, bahkan gabungan pada 

semua antirnikroba golongan cincin beta laktam. Penggunaan total antirnikroba golongan 

cincin beta !aktam di RP IKJ adalah 87,95 gram sedang di RP BU adalah 857,7 gram. Tika 

rata-rata 40% diekskresi lewat air kemili dan dibuang ke saluran air limbah, maka jumlah 

obat dikeluarkan setiap hari di RP IKJ adalah 40% X 87,95 gram X11107 =---0,3-~---et" ........... _ 
. , LI.K 

'"' .\ 1\.AA "i 
· .s Ad!LA NOOA 

____ KABA YA 
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sedangkan di RP BU adalah 40% X 857,7 gram X 1/107 = 3,206 gram. Hal ini berarti 

penggunaan di RP BU adalah 10 kali lebih tinggi dibanding RP IKJ. 

6.2 Isolat Escherkhia coli Kebal Ampisilin 

Pada 210 sampel Escherichia coli dari masing-masing lokasi penelitian, 

menunjukkan bahwa angka kejadian bakteri yang kebal ampisilin, adalah sebesar 171 galur 

(81,4%) di RP IKJ dan 174 galur (82,90%) di RP BU. Perbedaan ini secara statistik tidak 

berbeda bermakna (p=O, 7989). Hal ini menunjukkan bahwa tingkat kekebalan Escherichia 

coli isolat limbah rumah sakit sudah sangat tmggi. Jika hasil ini dibandingkan dengan 

kekebalan Escherichia coli penyebab penyakit pada manusia, temyata sangat tinggi. Utji 

(1998) dalam penelitiannya pada Escherichia coli penyebab penyakit pada manusia, 47% 

diketahui telah kebal ampisilin. Pada analisis kekebalarr Escherichia coli terhadap ampisilin 

pada flora usus staf perawat rumah salcit, didapat!c..an sebanyak 47,66% telah kebal 

ampisilin (Kuntama.11 dlr~ 1997). 

Tingginya kejadian kebal <unpisilin pada Escherichia coli isolat limbah cair rumah 

sakit, dapat teijadi karena beberapa hal, meliputi: 1 ). Keadaan pencemaran atau 

penggunaan antimikroba golongan cincin beta laktam, yang teijadi secara terns menerus 

sejak pertama kali obat tersebut dipergunakan di tempat tersebut, sehingga teijadi efek 

kumulatif; 2). Paparan secara langsung berbagai bahan kimia yang ada dalam limbah cair 

rumah sakit, yang dapat mengakibatkan perubahan fenotipik, k:hususnya dinding sel 

bakteri, sehingga berakibat peningkatan kekebalan terhadap erbagai antimikroba, 

khususnya arnpisilin. Tinggi.1ya angka kejadian kebal antimikroba tersebut terlihat sangat 

terkait dengan faktor lingkungan khususnya penggunaan antimikroba. Faktor lingkungan 
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dapat dilihat pada hasil penelitian Kinjo et al (1992) tentang prcfil kekebala.n Escherichia 

coli isolat dari flora tinja domba, dimana angka kejadian plasmid pengkode kebal 

antimikroba pada domba liar yang sebesar 2,5%, setelah dipelihara di lingkungan 

penduduk meningkat menjadi 97%. Di Yunani, dimana penggunaan antimikroba sangat 

bebas, pada penelaahan pola kekebalan bakteri penyebab infeksi pada 55 rum::~_h sakit di 

tempat tersebut, didapatkan bahwa kekebalan Enterobacter spp terhadap antimikroba beta 

laktam yang meliputi sefalotin telah mencapai 95%, dan terhadap sefotaksim mencapai 

77%. Sedangkan kekebalan Klebsiella pneumoniae terhadap sefalotin mencapai 63% dan 

terhadap sefotaksim mencapai 51% (Giamarelou and Antoniadou, 1997). Pada penelaahan 

flora tinja bayi yang dirawat di rumah sakit, menunjukkan tingginya kebal antimikroba 

pada flora bayi sangat berkaitan dengan tingkat penggunaan antirnikroba di lingkungan 

(Tullus eta!., 1988). Dengcul tingkat penggunaan ampisilin mencapai 43% terhadap semua 

obat a..'ltimikroba yang diberikan, flora Escherichia coli yang kebal ampisilin mencapai 

88%, sedangkan Klebsiella spp yang kebal ampisi!in mencapai 89%. 

Perubahan dinding sel dengan akibat peningkatan kekebalan, terutama karena 

menurunnya ekspresi protein porin OmpF sebagai pembentuk saluran pada dinding sel 

bakteri bagian luar (Kunin et a/., 1994; Baron et a/. , 1986), disamping dapat juga karena 

penurunan ekspresi protein porin OmpC (Komatsu et al. , 1991). Diketahui bahwa saluran 

yang dibentuk protein OmpF adalah 7-9% lebih besar dibanding saluran yang dibentuk 

protein porin OmpC, sehingga gangguan pada protein OmpF lebih nyata dalam 

mengganggau transportasi obat (Komatsu et al., 1991). 

Pada suatu percobaan dengan membiakkan Escherichia coli dalam NaCl 5 M, 

ternyata berakibat sintesis protein dengan berat 3 1 Kda, dan hal ini ternyata disertai 
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dengan penurunan ekspresi protein OmpF (Baron eta!., 1986). Penurunan protein OmpF 

yang disertai dengan peningkatan kekebalan bakteri, juga telah diketahui karena paparan 

dengan asam salisilat yang disertai peningkatan kekeb<dan terhadap tetrasiklin (Kunin et 

a!. , 1994). Komatsu et al (1991) juga mendapatkan fakta bahwa penurunan ekspresi 

protein OmpF berakibat peningkatan kekebalan 4 - 3 2 kali, terhadap antimikroba 

golongan beta laktam, kloramfenikol, tetrasiklin dan kuinolon. 

Kemungkinan lain tetjadinya peningkatan kekebalan terhadap ampisilin tersebut 

adalah akibat bocornya dinding sel bakteri akibat suatu mutasi, sehingga ensim beta 

laktamase yang dihasilkannya bocor keluar (Norstrom et a!. , 1970). Pada galur mutan 

Escherichia coli, kebocoran ensim ini dapat mencapai 20% bagi ensim beta laktamase 

yang berisifat kromosomal, dan dapat mencapai 75% untuk ensim beta laktamase yang 

dikode oleh plasmid. Pada fakta ini temyata juga disertai peningkatan kekebalan terhadap 

antili'ikroba lain, seperti kanali'isin, strepiomisin dan ldoramfenikol. 

Dari hasil ini peneliii menyimpuikan bahwa pola kekeba!an bakteri ierhadap 

antimikroba tanpa memperhatikan apakaJ1 dikode oleh piasmid atau tidak, sanga.t banyak 

dipengaruhi oleh berbagai faktor lingkungan baik antimikroba maupun non-antimikroba. 

Keadaan ini menyebabkan perubahan kekebalan tidak hanya ditentukan oleh adanya 

paparan antimikroba saja, melainkan juga oleh paparan bahan kimiawi lain selain 

antimikroba, seperti keadaan tekanan osmotik yang tinggi di lingkungan, dan adanya 

papara.TJ. bahan kimia salisilat. Dengan parameter yang lebib spesifik, yakni plasmid yang 

berisi gen pengkode kekebalan terhadap antimikroba, masalah ini akan dapat dipecahkan. 
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6.3 Isolat Plasmid Pengkode Kebal Ampisilin 

Angka kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin pada isolat Escherichia coli dari 

RP BU lebih banyak dibanding angka kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin pada 

isolat Escherichia coli dari RP IKJ. Perbed3.an ini bermakna pada batas kemaknaan 5% 

dengan nilai p =0,001. Hal ini membuktikan bahwa perbedaan tingkat penggunaan 

ampisilin di kedua tempat tersebut akan terdapat pula perbedaan tingkat kejadian plasmid 

pengkode kekebalan terhadap ampisilin. Jika peneliti memberikan istilah keberadaan 

plasmid tersebut sebagai pencemaran plasmid, maka dapat dikatakan bahwa tingginya 

penggunaan ampisilin akan ditemukan pula tingginya pencemaran plasmid pengkode kebal 

ampisilin . 

Peneliti lain telah pula menunjukkan gambaran serupa, tentang kaitan penggunaan 

antimikroba golonga...'l beta laktam khususnya ampisilii1 dan sefulosporin, dengan kejadian 

phsmid pengkode ensi.in beta laktamase. Burn1an et al (1992) dalarn penelitian..,ya 

menunjukkan bahwa penggunaan a.rnpisilin sebagai obat utama di beberapa ruang 

perawatan neonatus, berkaitan secara bermakua dengan tingginya kejadian Escherichia 

coli penghasil ensim beta lak:tamase TEM-1 ya.'lg dikode plasmid. Kelompok anak yang 

mendapat terapi ampisilin temyata ditemukan Escherichia coli penghasil ensim beta 

laktamase TEM-1 sebanyak dua kali lebih tinggi dibanding kelompok anak yang tidak 

mendapat terapi ampisilin. Hasil yang mirip juga terjadi pada bakteri Klebsiella 

pneumonia yang dipisahkan dari tinja anak tersebut. Pada penelitian Burman et al (1992) 

ini diketahui pula bahwa tingginya penggunaan sefalosporin Genis yang dipergunakan di 

sini adalah. sefuroksim), temyata tidak berkaitan dengan tingginya kejadian Escherichia 

coli penghasil ensim beta laktamase yang dikode plasmid. Hal ini mungkin karena 
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Escherichia coli di tempat tersebut masih bersifat peka terhadap sefuroksim, sehingga 

bakteri penghasil ensim beta laktamase juga dapat terbunuh. Hal ini dapat dijelaskan 

melalui peneiitian Pena et al (1998) tentang penggunaan obat beta laktam di rumah sakit . 

Dalam p~nelitian ini dilaporkan bahwa tingginya p~nggunaan sefalosporin Genis yang 

dipergunakan adalah seftasidim) pada ruang perawatan intensif dalam suatu mmah sakit, 

sangat berkaitan dengan tingginya kejadian Klebsiella pneumonia penghasil ensim beta 

laktamase jenis ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase). Setelah dilakukan intervensi 

dengan cara menurunkan secara bertahap tingkat penggunaan sefalosporin pada terapi 

penderita ( dalam dua tahun penurunan mencapai sampai 1/8 kali), temyata terjadi 

penurunan bermakna kejadian Klebsiella pneumonia penghasil ESBL, sedangkan angka 

kejadian Klebsiella pneumonia bukan p~nghasi! ESBL makin banyak. 

Tingginya angka kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin di RP BU, dapat 

terjadi karena peningkatan ekspresi plasmid yang disertai dengan peningkata...'1 kadar 

plasmid dalam sel bak.'i:eri. Hal ini mengakibatkan plasmid mudah berpin.dah ke bakteri 

sekitar, disamping tingginya kada plasmid tersebut mengakibatkan menurunnya tingkat 

pembebasan plasmid pada bakteri turunannya. Nordstrom et a1 (1984) memberi istilah LF 

(= 'Loss of Plasmid Free Cell ') yang diartikan sebagai berapa persen turunan bakteri yang 

terbebas dari plasmid dalam tiap generasi pembelahan. Sebagai contoh pada percobaan 

plasmid R1 yang berada dalam Escherichia coli, jika jumlah plasmid per sel adalah satu, 

maka nilai LF = 13% yang berarti pada setiap 100 bakteri generasi baru ada 13 bakteri 

yang piasmidnya terlepas. Jika bakteri dibiakkan pada media cair LB, maka kadar plasmid 

dalam sel berada pada jumlah 3-4 plasmid per sel bakteri. Hal ini temyata memberikan 

angka LF sangat kecil yakni 1,5 X 10-3 (0,15%) sampai 8 X 10-5 (0,008%) per generasi. 
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Artinya pada setiap 1500 sampai 800.000 generasi baru ada satu bakteri yang tidak 

mengandung plasmid R1 . 

Kaitan tingginya angka kejadian kebal antimikroba, khususnya kebal ampisilin 

dengan tingkat penggunaan antimikroba, telcu~ banyak diulas oleh beberapa peneliti dengan 

beberapa penekanan sudut pandang. Antimikroba sulfonamid, tetrasiklin, streptomisin dan 

kloramfenikol yang sejak tahun 1950 dipakai d.i Jepang untuk terapi penyakit disenteri, 

pada tahun 1957 ditemukan 2% populasi Shigella spp telah kebal salah satu antimikroba 

tersebut. Pada tahun 1960 angka ini menjadi 13%, bahkan telah ditemukan kejadian kebal 

ganda terhadap sulfonamid, tetrasiklin, streptomisin dan kloramfenikol pada 9% iso1at. 

Perjalanan peningkatan kebal antimikroba pada Shigella spp dari tahun 1974 sampai 1982 

dapat dilihat pada Gambar 6.1 (Hardy, 1986). 

Di Inggris, dimana tetrasiklin mulai dipakai sebagai campuran makanan 

ayam dan temak sebagai pcmercepat pertumbuhan, ternyata berakibat peningkatan 

kejadian Escherichia coli flora ayam yang kebal tetrasiklin. Angka kejadian kebal 

tetrasildin pada Escherichia ccli yang semula hanya 3,5% pada tahun 1957, pada tahun 

1958 meningkat menjadi 20,5%, tahun 1959 menjadi 40,9% dan pada tahun 1960 menjadi 

63,2% (Hardy, 1986). Sejak dilakukan pembatasan penggunaan tetrasiklin sebagai 

campuran makanan ternak yang dimulai sejak talmo 1971, dan evaluasi dilakukan. pada 

tahun 1975, ternyata hanya terjadi sedikit penurunan angka kejadian Escherichia coli 

kebal tetrasiklin, namun dari data ini tampak penurunan yang menonjol kekebalan yang 

diperankan plasmid dibanding yang tidak diperankan oleh plasmid. Hal ini menunjukkan 

bahwa angka kejadian plasmid pengkode kekebalan lebih peka dipergunakan sebagai 

petunjuk adanya tingkat penggunaan antimikroba dibanding kekebalan itu sendiri. 
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% Kebal antimikroba 

.--------.. ...- - - - - - - - - - - - -- - --- - - _.,._ / -- - - - - - ....._ - ~ · v ~ 

··"' 
"' ' ~str"ep : 

Gambar 6.1. Kebal antimikroba pada Shige112i spp, taium 1974-1982. 
Ket~ra!Jgan: suifo = sulfonamid; strep = streptomisin; tetra = tetrasiklin; 

an1pi = ampisilin; trime = tri.'lletoprim 

Keadaan serupa ini temyata juga terjadi pada bakteri positif Gram. Penggun~ 

!Ultimikroba golongan glikopeptid yakni avoparsin sebagai campuran makanan tem,ak, 

temyata berakibat meningkatnya galur Streptococcus jaecium yang kebal vankomisin 

(sering dikenal dengan nama VRE = Vancomycin Resistant Enterococcus faecium), 

antirnikroba satu golongan dengan avoparsin. Kekebalan ini temyata dibawa oleh 

transposon Tnl546. (Wegener et al., 1999). Pada tahun 1994, penggunaan vankomisin 

untuk terapi di Denmark adalah sebanyak 24 kg, sedang penggunaan avoparsin sebagai 

perangsang pertumbuhan sebanyak 24.000 kg. Hal ini menunjukkan betapa pentingnya 
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peran penggunaan antimikroba pada hewan. Sejak pembatasan penggunaan avoparsm 

sebagai campuran makanan ternak di Denmark pada semester II tahun 1995, ternyata 

sejak itu, kejadian galur VRE menurun tajam, dari 82% menjadi 12% pada semester I 

tahun 1998. 

Kekebalan terhadap golongan penisilin, khususnya yang diperankan oleh ensim 

penisilinase (atau beta laktamase), pertama kali dilaporkan pada tahun 1940 oleh Abraham 

dan Chain. Sedangkan plasmid yang berisi gen multiresisten pada bakteri pertama 

dlaporkan oleh Akiba, Koyama dan Ishiki pada Shigella dysenteriae di Jepang pada tahun 

1959 (Dikutip dari Tenover and Hughes, 1996) , kemudian pada akhir tahun 1960 

ditemukan gen multiresistan pada Staphylococcus aureus. Kaitan penggunaan 

antimikroba dengan peningkatan kebal antimikroba, khususnya yang diperankan oleh 

plasmid telah banyak laporan (Bently et ai., 1970; Damato et al., 1974; Burman et al., 

1992; Arason et al., 1996; Pena et al. , 1998). Pena et cl (1998) dalam peuelitiannya 

mendapatkan bahwa penderita yang dirawat di Unit Perawatan Intensip dimana obat 

utama yang dipergunakan adalah golongan sefalcsporin, ~ari kasus infeksi yang teijadi 

pada 63% penderita, sebanyak 43% disebabkan oleh Klebsiella pneumcniae penghasil 

ensim beta laktamase. Bahkan diketahui bahwa ensim beta laktamase ini adalah jenis ESBL 

('Extended Spectrum Beta Lactamase ') yang selain dapat merusak ampisilin, juga dapat 

merusak berbagai golongan sefalosporin generasi yang ba.t-u. Bahkan ensim ini juga dapat 

merusak obat moksalaktam (Poyart et al., 1998). Pada penelitian Pena et al (1998) juga 

dilakukan penurunan penggunaan antimikroba sefalosporin (seftasidim) secara bertahap 

selama 2 tahun sampai menjadi 118 kali. Temyata hal ini berakibat menurmmya angka 

kejadian Klebsiella pneumoniae penghasil ESBL, sedangkan kejadian Klebsiella 
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pneumoniae bukan penghasil ESBL makin tinggi. Fak:ta ini menunjukkan bahwa dengan 

perubahan kekebalan yang tidak terlalu nyata, namun sudah menunjukkan perubahan 

angka kejadian plasmid penghasil ESBL yang nyata. (Gambar 6.2). 
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Angka kejadian Klebsiella pr.eumonia kebal sefalosporjn penghasil ESBL dan 
bukan penghasil ESBL di ruang Perawatan Intinsip Rumah Sakit, setelah 
pembatasan penggunaan seftasirlim (beta laktam oksi-imir.o) (Pena et al., 1998) 
Keterangan: 

=Klebsiella pneumonia penghasil ESBL (ESBL-KP) 

= Klebsiella pneumonia bukan penghasil ESBL (Non-ESBL-KP) 

= Penggunaan antimikroba beta laktam oksi-imino (seftriakson, 
sefotaksim,seftasidim) dalam DDD (Defined Daily Doses). 

Munculnya galur peka yang berasal dari bakteri kebal, setelah terbebas dari 

paparan antimikroba, pemah dilaporkan oleh Praseno (1994), dimana pada percobaan in 
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vitro dengan membiakkan pada media bebas antimik:roba pada Escherichia coli kebal 

ganda, temyata setelah 60 hari pembiakkan, muncul galur peka. 

Dru.i berbagai fakta di atas terlihat bahwa naik turunnya kejadian kebal antimikroba 

pada bakteri, mengik."llti dan terkait dengan tingkat penggunaan antimikroba di lingkungan. 

Hal ini khususnya kekebalan yang diperankan oleh plasmid, mempunyai kaitan lebih erat 

dibanding kekebalan yang tidak diperankan oleh plasmid. 

Jika ditelaah tentang istilah pencemaran terhadap keberadaan plasmid pengkode 

kebal ampisilin, apakah istilah pencemaran ini tepat ?. Untuk itu peneliti mencoba 

menguraikan definisi pencemaran. Pencemaran adalah terdapatnya suatu bahan dalam 

konsentrasi yang besar atau yang sebelumnya tidak ada menjadi ada, pada suatu 

lingkungan hidup manusia ( dapat fisik, biologik atau so sial), yang diliasifr...an oleh proses 

aktifitas kehidupan manusia itu sendiri, yartg akhimya merugikan eksistensi manusia juga 

(Amsyari, 1986). Peneliti melihat tiga hal untuk dapat memberi istilah pencemaran yalrJI.i: 

1). adanya bahan yang kadarnya menjadi besar atau dari tidak ada menjadi ada; 2). 

merugikan eksistensi manusia dan 3). teijadi akibat aktifitas manusia. Temyata ketiga 

unsur ini sesuai dengan fungsi dan keberadaan plasmid pengkode kebal ampisilin. Pada 

suatu simposium masalah kekebalan antibiotika, dalam suatu diskusi, Raquero mengatakan 

bahwa para industri farmasi harus berani mengatakan bahwa dirinya adalah industri 

pencemar ('pollutant industry') yang merubah lingkungan rnikroba di bumi akibat 
' 

pencemaran antibiotika (Giamarellou and Antoniadou, 1997). 

Makin tingginya angka kejadian plasmid pengkode kekebalan, merupakan suatu 

kerugian bagi manusia dalam kaitan pemberantasan suatu penyakit infeksi. Kerugian ini 
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rneliputi dua hal yakni: 1 ). Bakteri yang rnengandung plasmid kekebalan, biasanya tidak 

dapat diatasi dengan antirnikroba dosis tinggi karena rnemepunyai KHM derajat tinggi 

('High Level resistance') , bahkan keberadaan antimikroba justru akan rneningkatkan 

ekspresi dan replikasi plasmid (Adrian et a/. , 1993; Pena et a!., 1998); 2). Plasmid 

kekebalan dapat berpinda.h ke bak:teri lain, sehingga dapat merubah bak.-teri yang peka 

rnenjadi kebal (Christie & Dunny, 1984; Lambert et al., 1988; Kitzis et al. , 1988; Rice et 

a/., 1992). 

J adi rnenurut peneliti, peningkatan keberadaan plasmid pengkode kebal 

antimikroba, sangat tepat dikatakan sebagai pencernar lingkungan, dan pencernaran 

plasmid itu sendiri dapat dipergunakan sebagai petunjuk penggunaan antirnikroba di 

lingkungan 

6.4 Ukuran Plasmid 

Plasmid kekebalan telah dikena! secara !uas sebagai plasmid dengan ukuran kecil, 

sekitar 15 kb. Gen yang berfungsi sebagai pengkode kekebalan terhadap arnpisilin, yang 

kini banyitk. dijual dipasaran sebagai petanda rekayasa genetika, mernpu.nyai u.kuran sekitar 

1,2 kb yang dirangkai dengan fungsi-fungsi lain sehingga rnenjadi plasmid dengan ukuran 

total beragam, misalnya pBR322 = 4,363 kb, pUC18/19 = 2,690 kb, pSP64 = 3 kb dan 

pGEM3/4 = 2,870 kb (Sarnbrook eta/., 1989). Camphell and Mee (1987) pada penelitian 

plasmid pengkode kebal trimetoprim, diketahui pada plasmid yang mempunyai ukuran 

21,94 kb, 22,79 kb, dan 27,18 kb, ternyata yang berperan pada kebal trirnetoprim adalah 

potongan gen dengan panjang 1,83 kb. Demikian juga dengan plasmid pengkode kebal 

tetrasiklin dengan ukuran sampai 46 kb, temyata yang berperan terhadap kebal tetrasiklin 
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adalah potongan dengan uk:uran 2,5 kb (Tenover eta!., 1987). Jadi gen penentu kekebalan 

itu secara sendiri adalah relatif kecil, kemudiar1 makin panjang sesuai pengaruh lingkungan. 

Pada penelaahan uk:uran plasmid, telah dijelaskan bahwa dilak:ukan pembagian 

uk:uran dalam tiga kelompok yakni kelompok 1, kelompok 2 dan kelompok 3. Berdasar 

penggolongan ini, maka jurnlah plasmid kebal ampisilin dengan berat masi.ng-masing untuk 

RP IKJ adalah 28 plasmid dengan berat kelompok 1, tidak ditemukan plasmid dengan 

uk:uran kelompok 2 dan 3. Sedangkan untuk RP BU, 38 plasmid dengan berat kelompok 

1, 10 plasmid dengan berat kelompok 2 dan 10 plasmid dengan berat kelompok 3. (Tabel 

5.8 dan Tabel 5.9) . 

Ukuran plasmid yang makin besar, khususnya plasmid pengkode kebal 

antimikroba, dapat terjadi meialui dua mekanisme yakni: a) . Proses dimerisasi plasmid 

karena paparan dan rangsangan antirnikroba yang terus-menerus dan berkelanjutan dalam 

jangka waktu !ama; b) . Terjadinya penggabungan dengan plasmid-plasmid han, khususnya 

plasmid daia.m satu grup inkompatibilitas yang sama, yang kebetulan berada bersama 

dalam satu sel bakteri. 

Proses dimerisasi plasmid yakni proses penggabungan beberapa pl~mid yang 

sama, sehingga membentuk plasmid baru dengan ukuran menjadi kelipatan dua, tiga, 

empat, dan seterusnya sesuai dengan deret hitung. Hal ini pemah dilaporkan pada gen 

pengkodekebal eritrornisin yang dipisahkan dari bakteri flora tinja babi yang makanannya 

diberi bahan tambahan antirnikroba golongan makrolid (DeGuglielmo eta!., 1991). Pada 

kejadian ini terjadi replikasi plasmid dan disertai dimerisasi plasmid sampai ukuran plasmid 

meningkat menjadi 16 kali lebih besar. Stryer (1988) mengatakan bahwa dimerisasi terjadi 

melalui penggabungan senyawa yang homolog dan kaya gugus AT (Adenin-Timin). Proses 
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dimerisasi ini makin diperrnudah jika bakteri inang mempunyai gen recA yang 

menghasilkan protein yang sangat bermanfaaf untuk proses rekombinasi (Brent and 

Ptashne, 1981 ; Little et al. , 1981 ; Stryer, 1988). Menurut peneliti, tingginya paparan 

ampisilin atau antimikroba golongan cincin beta laktam, akan berakibat ekspresi dan 

repiikasi plasmid makin meningkat dengan salah satu akibat adalah terjadinya dimerisasi 

plasmid. Hal ini lebih nyata terlihat pada plasmid yang dipisahkan dari RP BU dibanding 

plasmid yang dipisahkan dari RP IKJ. 

Kemungkinan lain adalah terjadinya penggabungan beberapa plasmid, khususnya 

plasmid pengkode kebal antimikroba yang berada dalam satu ·grup inkompatibilitas 

('Incompatibility group '). Bahkan pemah dilaporkan penggabungan plasmid pengkode 

kebai ganda terhadap beberapa antimikroba, denga.11 plasmid yang berperan pada 

patogenitas Escherichia coli sehingga terbentuk plasmid dengan ukuran sangat besar 

~ampai 140 kb (Jallat et C!l., 1994). Dna atau lebih piasmid yang berada bersama dalam 

satu sel bakteri, ak.an mengalami dua kemungkinan, yakni tetap menyendiri kemudian 

keluar lagi dari sel atau menggabung satu terhadap yang lain. Adanya gen rec, makin 

meningkatkan kemungkinan rekombinasi dan kecil kemungkinan terjadi inkompatibilitas 

(Balganesh and Setlow, 1986). Pada suatu per.elitian terhadap 20 plasmid pengkode kebal 

antimikroba, dimana tiap plasmid mengkode satu atau lebih antimikroba (yakni 

streptomisin, tetrasiklin, ampisilin, dan sulfatiasol) temyata 20 plasmid ini terbagi menjadi 

4 grup i...'lkompatibilitas (Grant and Pittard, 1974). Hal ini berarti rata-rata 5 plasmid 

termasuk dalam satu grup inkompatibilitas, yang berarti akan mudah menggabung jika 

berada dalam satu sel bakteri yang sama. Sebagai contoh plasmid yang berada dalam satu 

grup inkompatibilitas dapat dilihat pada Tabel 6.1. 
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Praseno (1994) dalam penelitiannya mencoba membiakkan beberapa bakteri kebal 

ganda, dengan cara melakukan subkultur setiap hari selama 60 hari, dalam medium Bill 

('Brain Heart Infusion Broth'). Temyata terjadi perubahan dari kebal menjadi peka 

berikut ini: 1). pada hari ke 20, Klebsiella spp menjadi peka terhadap kloramfenikol; 2). 

pada hari ke 40, Shigella spp menjadi peka terhadap sulfametoksasol, dan 3). pada hari ke 

60 Escherichia coli menjadi peka terhadap tetrasiklin. Hal ini diperkirakan ada plasmid 

yang lepas karena tidak ada faktor seleksi, sehingga kemungkinan terjadinya 

penggabungan plasmid menjadi kecil, atau makin kecil kemungkinan plasmid untuk 

menjadi bertambah panjang .. 

Tabel6.1. 
Plasmid pengkode kebal antimikroba isolat d2ri Escherichia coU 
yang berasal dari tinja hewan (iembu, ayam, babi) yang te!"golong 
dalam satu grup inkompatibilitas. 

Galur Escherichia coli Kebal antimikroba ya."lg_ dikode 
..:.:....:....----! 

1. JP819 I Sm 
2. JP820 Sm, Tc 
3. JP821 Tc 
4. JP822 Sm, Tc 
5. JP826 Tc, Ap 
6. JP881 Sm, Su 

Keterangan: JP = kode peneliti yang tidak ada penjelasan 
Sm = Streptomisin; Tc = Tetrasiklin; Ap = Ampisilin; 
Su = Sulfatiasol 

Perubahan ukuran gen telah pula dilaporkan terjadi pada kromosom Escherichia 

coli, akibat paparan ampisilin. Pada galur mutan akibat paparan ampisilin, dimana terjadi 

peningkatan KHM dari 1 mikrogram per mililiter menjadi 100 mikrogram per mililiter, 

temyata hal ini diakibatkan oleh peningkatan produksi ensim beta laktamase. Pada 
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penelaahan gen ampC pada kromosom yang berperan pada produksi ensim beta laktamase, 

ternyata terjadi perpanjangan ukuran gen ampC tersebut. Perpanjangan gen ini terjadi 

melalui pengulangan gen ('gene repetition') (Normark et al., 1977). Peningkatan ukuran 

gen ini berkaitan dengan peningkatan produksi ensim beta laktamase. Namun diketahui 

pula bahwa pada galur mutan kebal 100 mikrogram ampisilin per militer pada penelitian 

tersebut, mempunyai ukuran gen ampC yang berbeda. Jadi peningkatan pengulangan 

panjang gen, tidak diik:uti peningkatan pengulangan yang sama terhadap produksi ensim 

beta laktamase. Hal ini mirip yang ditemukan oleh DeGuglielmo et al (1991) dimana 

kenaikan ukuran plasmid pengkode kebal eritromisin sampai 16 kali, namun hanya terjadi 

peningkatan KHM dua kali. 

Fukukawa et al (i 993) telah melakuka..r1 pengamatan terhadap plasmid pencerna 

detergen atau bahan senobiotik ('Xenobiotic = Man maid compounds') . Bak1:eri yang 

mengaudung plasrnid yang berisi gen bph hanya dapat mencema detergen golongan bifenil, 

sedang plasmid yang berisi gen tod hanya dapat mencema detergen golongan toluen. 

Kedua plasmid secara sendiri-sendiri tidak dapat m~ncema detergen trikhloroetilen. Jika 

gen bph dan gen tod digabung dalam satu plasmid, temyata plasmid yang berisi gen 

gabungan ini dapat mencerna ketiga deterger. diatas. Pencemaan detergen trikhloroetilen 

oleh gabungan dua gen yang berasal dari dua plasmid ini oleh Minshull (1995) diberi istilah 

penghancuran oleh konsorsium mikroba ('Degrade by a consotium of Microorganisms') . 

Kejadian ini dikatakan sebagai tahapan evolusi horisontal. Jadi keberadaan plasmid baru 

yang merupakan gabungan dari dua gen tersebut mempunyai kemampuan lebih dibanding 

masing-masing gen. Kemampuan menggabung ini kiranya juga dapat terjadi pada gen-gen 

pengkode kebal antinlikroba. Hal ini seperti yang terjadi pada galur mutan Escherichia 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



101 

coli, dimana peningkatan kekebalan terhadap ampisilin adalah akibat peningkatan produksi 

ensim beta laktamase, dan hal ini disertai bocomya ensi:n tersebut keluar ruang perilasmik. 

Ternyata kebocoran akibat gangguan pada dinding sel bakteri ini, berpengaruh pula 

terhadap antimikroba lain, yakrli peningkatan kekebalan terhadap kanamisin, streptomisin 

dan kloramfenikol (Norstrcm eta!., 1970). 

6.5 Tipe Plasmid Berdasar Gen Kebal Antimikroba (selain ampisilin) Sebagai Gen 

Penyerta, Berdasar Antibiogram pada Sel Transforman 

Tipe plasmid, suatu penggolongan yang dibuat peneliti berdasar adanya gen 

pengkode kebal antimikroba selain ampisilin pada sel transforman, menunjukkan tidak ada 

perbedaan bermakna antara kedua lokasi penelitian. Jika dianalisis satu persatu adanya gen 

penyerta tersebut, diketahui bahwa dari 28 isolat plasmid dari RP IKJ, 3 galur (10,7%) 

mengandung gen kebal kloramfenikol, 3 galur (10,7%) mengandung gen kebal 

trimetoprim, sedangkan gen kebal sulbenisilin ada pada semua plasmid. Sedangkan 

plasmid isolat dari RP BU, 4 gaiur (6,9%) mengandung gen kebal eritromisin, 4 galur 

(6,9%) mengandung gen kebal kanamisin, 6 galur (10,35%) mengandung gen kebal 

kloramfenikol, 10 galur (17,24%) mengandung gen kebal trirnetoprim dan gen pengkode 

kebal sulbenisilin ada pada semua isolat plasmid. (Tabel6.2). 

Tdak adanya perbedaan tipe plasmid antara kedua lokasi penelitian, menurut 

peneliti karena beberapa faktor seperti: 

a. Tingkat penggunaan antimikroba (selain golongan cincin beta laktam) tidak ada beda 

antara kedua lokasi penelitian, ataupun kalau ada, terlalu kecil untuk dapat meiakukan 

suatu proses seleksi a tau sensitisasi . 
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b. ftka plasmid pengkode kebal terhadap antimikroba selain ampisilin tersebut ada, 

kemungkinan hanya sebagian kecil yang masuk dalam satu grup inkompatibilitas 

dengan plasmid pengkode kebal ampisilin, sehingga sebagian besar akan keluar lagi 

dari scl akibat sensitisasi oleh ampisilin. 

c. Adanya pl~smid dari luar rumah sakit atau dari ruangan lain di dalam rumah sakit, 

dengan beragam jenis plasmid, kemudian mengalami sensitisasi dan penggabungan di 

dalam lokasi penelitian di rurnah sakit juga rnerupakan salah satu faktor yang perlu 

dipertimbangkan. 

Tabel6.2 
Angka kejadian ekspresi gen pengk!>de kebal antimikroba se!ain ampisilin yang 
t b dal I . d k d k b l . T erga ung amp asm1 ~eng o e e a ampiStm 

I RSUD Dr. Soetomo Surabava I 

Kebal antimikrcba yang dikode RPIKJ RPBU 
.Tumlah Pros en Jumla...i. Pro sen 

1. Eritromisin - 4 6,90 
2. Kanamisin - 4 6,90 
3. Kloramfenikol 

I 
3 10,70 11~ 10,35 

4. Trimetoprirn 3 10,70 17,24 
5. Sulbenisilin 28 100,00 Iss 100,'20 

Pada penelaahan penggunaan antimikroba selain golongan cincin beta laktam 

selama penelitian, diketahui bahwa tingkat penggunaan obat tersebut cukup rendah, baik 

frekuensi rnaupun kadar obat rata-rata per penderita. (Tabel6.3). 

Untuk dapat rnengetahui lebih jelas kiranya perlu penelitian tersendiri dengan 

sasaran pokok adalah plasmid pengkode antirnikroba tersebut (selain ampisili.11), dengan 

· seleksi awal pada transformasi juga adalah antimikroba yang bersangkutan. Misalnya 
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seleksi menggunakan kloramfenikol untuk mencari plasmid pengkode kebal kloramfenikol 

dan seterusnya. Pada famili Enterobacteriaceae telah dikenat ada 25 grup inkompatibilitas 

plasmid. Inkompatibilitas plasmid biasanya terjadi karena tiga hal (Hardy, 1986) yakn..i: 1 ). 

Plasmid yang satu menghasilkan protein represor (misalnya protein RNA I) terhadap 

p10tein replikoa (misalnya protein repA1) plasmid lain; 2). Saat replikasi plasl!lid, 

dibutuhkan membrane bakteri sebagai tempat melekat. Tempat perlekatan ini adalah 

spesifik dan jumlahnya terbatas. Jika ada satu plasmid dalam jumlah besar telah melekat 

pada membran sel, maka plasntid lain tidak mendapatkan tempat lagi dan melepas dari sel; 

3). Salah satu syarat agar bakteri dapat bertahan dalam generasi berikutnya, adalah hams 

dapat melekat pada membrane sel, sebagai tahapan masuk ke generasi barn. Ketidak 

rnampuan melekat pada membran sel, akan menurunkan kesempatan bakteri dapat masuk 

dalam generasi bakteri yang bam, sebagai hasil perkembang-biakan, sehingga plasmid 

melepas dari sel bakieri. 

Tabel6.3 
Tingkat penggunaan antimikroba selain golongan cincin beta laktam di RP IKJ dan 
RP BU RSUD D S t S b r. oe omo ura a_y_a 

RSUD Dr. Soetomo Surabaya 
Antimikroba RPIKJ RPBU 

JmlPx Berat Berat M JmlPx Berat Berat M 
1. Aminoglikosida 4 1,24 0,0073 21 9,23 0,048 
2. Kloramfenikol - - - 1 24 0,1244 
3. Kotrimoksasol 1 4,9 0,03 1 1,92 0,01 
4. Rifampisin - - - 1 4,050 0,021 
5. T etrasiklin 1 4,5 0,027 - - -
6. Eritromisin - - - - - -

Keterangan: Jumlah penderita total adalah RP IKJ = 169 orang; RP BU = 193 orang 
J ml Px = Jumlah penderita yang mendapat antimikroba 
Berat = Berat (gram) total antimikroba yang diberikan pada penderita 
Berat_M = Berat (gram) rata-rata antirnikroba per penderita 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERISTAS AIRLANGGA

DISERTASI ANGKA KEJADIAN DAN ... KUNTAMAN 



104 

Pada suatu penelitian tentang plasmid pengkode kebal trimetoprim pada 357 galur 

bakteri flora tinja manusia, pernah dilaporkan bahwa terjadi penggabungan gen-gen 

pengkode kebal antimikroba yang lain, yang meliputi jurrJah 1 sampai 9 gen pengkode 

kebal antimikroba (Adrian et al., 1993). Pada penelitian tersebut telah berhasil dipisahkan 

seba.'1yak 184 isolat plasmid pengkode kebal trimetoprim. Dari jurnlah ini ternyata 30% 

mengandung gen pengkode kebal tetrasiklin, 56,6% mengandung gen kebal ampisilin, 

0,5% mengandung gen kebal sefotaksim, 2,6% mengandung gen kebal gentamisin dan 

11,7% mengandung gen kebal kloramfenikol. Adanya gen yang saling menggabung ini, 

merupakan penyebab sensitisasi silang antara antirnikroba dengan golongan atau jenis 

berbeda. Arason et al ( 1996) pada penelitian tentang penggunaan kotrimoksasol 

(antimikroba yang berisi sulfametoksasol dan trimetoprim) pada masyarakat, ternyata 

pada ke1ompok pemakai kotrimoksasol terjadi peningkatan yang bermakna terhadap angka 

kejadian Pneumococcus yang kebai penisilin. Jika dilihat pada kedua data penelitian 

tersebut terlihat kedekatan kebersama.an yang bersifat relatif antara gen kebal ampisilin 

dan gen kebal trimetroprim. 

Adanya beragam gen penyerta pada penelitian Adrian et al (1993) dan pada 

penelitian di RSUD Dr. Soetomo Surabaya tersebut, menurut peneliti sangat berkait 

dengan sejarah petjalanan penggunaan antirnikroba di lingkungan tersebut atau 

lingkungan lain dimana bakteri flora limbah berasal. Pernah dilaporkan adanya plasmid 

pengkode kekebalan terhadap makrolid-linkosamid-streptogramin B (MLS) pada 

Escherichia coli penyebab penyebab penyakit infeksi pada manusia, padahai obat tersebut 

tidak dipergunakan pada manusia. Ternyata plasmid ini berasal dari streptokokus yang 

berasal dari babi, dimana obat tersebut dipergunakan sebagai bahan tambahan pada 
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makanan babi tersebut (Christie and Dunny, 1984). Jadi keberadaan plasmid di rumah 

sakit, tidak dapat sepenuhnya terlepas dari plasmid di tempat lain atau di luar rumah sakit. 

Sedangkan tentang sulbenisilin, dimana semua gen kebal ampisilin juga kebal sulbenisitin, 

hal ini kemungkinan adalah mekanisme kerja kekebalan sarna antara ampisilin dan 

sulbenisilin. Telah diketahui bahwa sulbenisilin ada!ah penisilin semisintetik ya~g 

merupakan grup penisiEn, dan telah diketahui pula bahwa sulbenisilin secara umum 

bersifat peka terhadap ensim beta-laktarnase. Jadi plasmid pengkode kebal ampisilin ini 

menurut peneliti mengandung gen pengkode enzim beta laktamase yang juga dapat 

merusak sulbenisilin. 

Jika dilakukan analisis juwJah gen kebal antimikroba (ampisilin dan nir-arnpisilin) 

pada tiap tipe plasmid, d!.mana plasmid tipe 1 ada 4 gen penyerta, plasmid tipe 2 ada 3 gen 

penyerta dan piasrnid tipe 3 mengandung 1 gen; ternyata tidak ada beda bermakna 

jurnlah gen pengkode kebal anti.J.l'.ikroba (arnpisili.:l dan nir-ampisilin), antara kedua iokasi 

penelitian dengan nilai p= 0.3822. Pada uji korelasi antara ukuran plaswid dan banyaknya 

gen pengkode kebal antirnikroba, ternyata tidak ada korelasi bermakna (r=0,0717). Hal ini 

menunjukkan bahwa meningkatnya ukuran plasmid, tidak diakibatkan oleh bergabungnya 

(rekombinasi) plasmid lain yang mengandung gen pengkode kebal antirnikroba selain 

ampisilin. Menurut peneliti, makin panjangnya ukuran plasmid ini lebih disebabkan oleh 

mekanisme dimerisasi plasmid (DeGuglielmo et a!., 1991) atau karena pengulangan gen 

('gene repetition') (Normark et a/. , 1977). Kemungkinan lain adalah rekombinasi dengan 

plasmid lain, tapi yang hanya berisi gen pengkode kebal ampisilin saja dan tidak berisi gen 

pengkode kebal nir -ampisilin. 
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6.6 Rangkuman Pembahasan 

Berbagai laporan menunjukkan bahwa kekebalan bakteri terhadap antimikroba, 

tidak hanya disebabkan oleh suatu paparan antimikroba saja, namun juga oleh paparan 

bahan non-antimikroba. Paparan bahan non-antimikroba ini dapat dilihat pada kasus 

meningkatr..ya kekebab.n bakteri akibat berada dalam lingkungan dec.gan tekanan osmotik 

tinggi (Barron eta!., 1986), maupun terpapar oleh bahan salisilat (Kunin et al., 1991), 

disamping banyak ba.han lain. Banyaknya faktor konfonding ini yang dapat memberi 

kesimpulan salah tentang munculnya kekebalan bakteri dalam kaitan dengan faktor 

paparan dengan antirnikroba. Sebagai contoh kekebalan yang diakibatkan perubahan 

komponen dinding sel bakteri akibat pengaruh tekanan osmotik tinggi, tidak akan ada 

perubaha.'l genetik yang spesifik pada bakteri yang bersanglmtar... Kalaupun ada 

perubahan genetik, lebih bersifat umum dan pengaruhnya juga berlaku secara umum 

terhadap berbagai antimikroba (Baronet a/., 1986 ~ Komatsu et al. , 1991 ~ Kunin eta!., 

1994). Hal ini berbeda dengan keberadaan plasmid pengkode kebal ampisilin, yang selalu 

diikuti munculnya bakteri kebal ampisilin, ada maupun tidak ada perubahan struktur 

dinding sel bakteri. Hal ini yang menyebabkan tidak adanya perbedaan pola kekebalan 

antara dua tempat, walau dengan perbedaan tingkat penggunaan antimikroba 

(ampisilin/golongan cincin beta laktam) yang tinggi. 

Plasmid kekebalan yang berisi gen pengkode kekebalan terhadap antimikroba, 

hanya dipengaruhi oleh paparan antimikroba yang bersangkutan dan tidak banyak 

dipengaruhi oleh faktor lingkungan yang lain. Terdapatnya plasmid pengkode kebal 

ampisili.n, selalu berkaitan dengan adanya paparan antimikroba ampisilin atau antimikroba 

sejenis dalam kelompok ampisilin, yakni golongan obat dengan inti cincin beta laktam. 
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Adanya plasmid kekebalan terhadap ampisilin, dipastikan bahwa bakteri menjadi kebal 

terhadap ampisilin. Namun adanya bakteri ya..11g kebal terhadap ampisilin, tidak selalu 

mempunyai plasmid pengkode kebal ampisilin, tetapi dapat karena perubahan struktur 

dinding sel bakteri akibat pengaruh bahan selain ampisilin (Baronet a/. , 1986; Komatsu et 

a!. , 1991 ; Kunin eta/., 1994). Mekanisme ini menunjukkan kedekatan keterk:!itan antara 

plasmid pengkode kebal ampisilin dengan pap~an ampisilin dibanding kekebalan bakteri 

terhadap paparan ampisilin, seperti yang dihasilkan dalam penelitian ini. 

Perubahan ukuran plasmid pengkode kebal ampisilin, juga sangat berkaitan dengan 

tingkat paparan ampisilin atau obat sejenis ampisilin yang termasuk di dalam kelompok 

antimikrcba dengan inti cincin beta laktam.. Hal ini karena adanya sensitisasi silang antara 

obat dala..'ll satu golongan. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ada keterkaitan 

peningkatan kekebalan bakteri terhadap ampisilin denga...11 peningka.tan ukuran gen 

pengkode k~bal ampisilin (Nonnark et al. , 1977; DeGuglielmo et a/., 1991). Na1nun 

peningkatan ukuran gen tersebut tidak berbanding lurus dengan peningkatan kekebalan 

terhadap ampisilin. Dilaporkan adanya peningkatan KHM kekebalan yang sama, namun 

tetjadi peningkatan ukuran gen yang berbeda (Normark et a/. , 1977). Dilaporkan juga 

adanya peningkatan ukuran plasmid sampai 16 ka!i namun peningkatan KHM hanya dua 

kali (DeGuglielmo et a/., 1991). Keterkaitan ukuran plasmid dengan tingginya KHM 

sampai saat belum banyak laporan, bahkan belum peiTiat~ ada penelitian khusus yang 

menganalisis kaitan an.tara ukuran plasmid dengan tingginya KHM. Namun kekebalan yang 

dikode plasmid pada umumnya mempunyai KHM yang tinggi atau sangat tinggi (Adrian et 

a/., 1993). Untuk KHM kekebalan terhadap antimikroba yang diperankan oleh gen dalam 

kromosom, juga belum banyak laporan. Pada Escherichia coli galur K-12, yang 
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mempunyai gen ampC pengkode kebal ampisil.in, ternyata mempunyai KHM 1 mikrogram 

~r mililiter, suatu batas yang menunjukkan bakteri tersebut saagat peka terhadap 

ampisilin. Setelah dilakukan paparan dengan ampisi~ muncul galur baru dengan berbagai 

KHM mulai 4 mikrogram per mililiter sampai 100 mikrogram per ml (Normark et a/., 

1977). 

Peningkatan ul-..-uran plasmid pengkode kebal ampisilin temyata juga tidak ada 

korelasi dengan banyaknya gen pengkode antimikroba (ampisilin dan nir-ampisilin) atau 

bergabungnya gen atau plasmid pengkode kebal antimikroba selain ampisilin. Jadi 

walaupun masuknya gen lain tersebut akan meningkatkan ukuran plasmid, namun 

peningkatan ukuran plasmid ini lebih disebabkan oleh faktor lain, dan menurut peneliti hal 

ini karena adanya pengulangan gen ('gene repetition') (Normark eta!., 1977) atau adanya 

dimerisasi plasmid itu sendiri seperti yang pemah dilaporkan oleh DeGuglielmo et al 

{1991). Jika tetjadi rekombinasi hanya terbatas dengan plasmid yang hanya berisi gen 

pengkode kebal ampisilin saja. Keadaan ini mung.kin juga karena berbagai plasmid 

pengkode kebal nir-ampisilin lain di lingkungan tersebut sebagian besar bersifat 

inkompatibel ('incompatible'), sehingga sulit melakukan rekombinasi atau penggabungan 

dengan plasmid pengkode kebai ampisilin. Kemungkinan lain, galur Escherichia coli di 

lingkungan tersebut hanya sedikit yang merniliki gen recA yang fungsi utamanya 

memfasilitasi tetjadinya rekombinasi antar DNA (Sambrook et al., 1989). 

Adanya kedekatan keterkaitan angka kejadian maupun ukuran plasmid pengkode 

kebal antimikroba (ampisilin) terhadap tingginya penggunaan antimikroba (a..'Tlpisilin/ 

golongan cincin beta laktam), menunjukkan pentingnya parameter plasmid untuk dapat 

dipergunakan sebagai petunjuk tingkat pengguna.an antimikroba pada suatu lingkungan. 
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Dengan model plasmid pengkode kebal ampisilin llli, dapat dikembangkan untuk 

antimikroba lain. 

Sedangkan tipe plasmid yang sama antara kedua lingkungan., menunjukkan bahwa 

timbulnya kebal ganda ('antimicrobial multi tresistance') pada bakteri, tidak terkait dengan 

tinggi atan rendahnya tingkat penggunaan antirnikroba, namun disebabkan oleh hal lain 

yang masih perlu dicari penyebabnya. 
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1 Kesimpulan 

Penggunaan antimikroba golongan cincin beta laktam khususnya ampisilin, di RP 

BU lebih tinggi dibanding penggunaan di RP IKJ. 

Tingkat kekebalan Escherichia coli di kedua lokasi penelitian sudah sangat tinggi, 

dan tidak ada beda antara kedua lokasi penelitian. Namun pada pengamatan angka 

kejadian plasmid pengkode kebal ampisilin isolat dari Escherichia col yang berasal dari 

RP BU lebih tinggi dibanding isolat yang berasal dari RP IKJ. 

Ukuran plasmid yang berasal dari RP BU, lebih besar dibanding plasmid yang 

berasal dari RP IIG. Sedangkan pengamatan t!pe plasmid yang didasarkan pada banyaknya 

ekspresi gen kebal antimikroba (ampisilin da.'l Pir-ampisilin), tidak ada beda antara kedua 

lokasi penelitiarr. Juga tida.k ada korelasi antara ukuran plasmid dengan banyaknya gen 

pengkode kebal antimikroba tiap plasmid. Fakta ini menunjukkan berta...'Ilbah besarnya 

ukuran plasmid tidak disebabkan oleh bergabungnya gen pengkode keba.l nir-ampisilin. 

Dari semua fakta di atas, menunjukkan bahwa: 

1). Angka kejadian dan karakter pasmid pengkode kebal antimikroba (ampisilin), dapat 

dipergunakan sebagai petunjuk tingkat penggunaan antirnikroba (ampisilin/golongan 

cincin beta laktam) di lingkungan. Penggunaan antimikroba yang berlebihan, bisa 

mengakibatkan penyebaran kekebalan terhadap antimikroba. 

2). Bakteri limbah dapat dipergunakan sebagai petanda (indikator) tingkat penggunaan 

antimikroba di lingkungan, khususnya di rumah sakit, yang sangat berkaitan dengan 

pola kekebalan bakteri di rumah sakit. Dengan dapat dimanfaatkannya bakteri limbah, 
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maka untuk peilentua pola kepekaan dapat dilakukan tanpa hams menunggu isolat 

bakteri yang berasai dari penderita. 

3). Kejadian kebal ganda ('antimicrobial multi resistance') tidak berkait dengan tinggi 

atau rendahnya tingkat penggunaan antimikroba, tetapi karena hal lain yang masih 

perlu dicari penyebabnya. 

7.2 Saran 

7 .2.1 Saran pengembangan lebih lanjut 

Dilak.-ukan karakterisasi lebih lanjut dengan pendekatan lain terhadap plasmid 

pengkode kebal ampisilin pada spesies bakteri yang telah diidentifikasi, yakni melalui 

sidik jari plasmid ('Plasmid finger printing'), dan dilakukan pada bakteri limbah dari 

berbagai lokasi denga..i1 berbagai tingkat penggunaan antirnikroba. Hal ini dalam 

jangkauan ke depan diharapkan dapat menja.di alat pelacak sumber infeksi nosokomial 

atau sumber wabah melalui paradikma bakteri ( saat ini masih menggunakan paradigma 

klinik), khususnya melalui peran plasmid. 

7.2.2. Saran penerapan praktis 

Kebal antirnikroba pada limbah rumah sakit, dapat mencerrninkan tingkat penggunaan 

antimikroba yang sangat berkaitan dengan pola kekebalan bakteri di lingkungan rumah 

sakit . Karena itu dalam kaitan penentuan kebijakan penggunaan antirnikroba, 

khususnya untuk pemberantasan infeksi nosokomial, penentuan pola kekebalan bakteri 

rumah sakit dapat dilakuka.n menggunakan bakteri limbahi, sehingga tidak hams 

menunggu isolat dari penderita .. 
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Lampiran 1 

Lembar eva!uas! dan penrlataan penggunaan obat pada penderita di RP Dmu 
Kedokteran Jiwa dan RP Bedah Urologi RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

LEMBAR EV ALUASI PENGGUNAAl~ ANTil\'IlKROBA RSUD DR SOETOMO SURABA YA 

Lab/RP 
Ruang 
Nama 
Alamat 

: Ilmu Kesehatan Jiwa 

Kelamin : L I W Umur : .. .... . TH. 
Tanggal MRS : .. ........... 199 .. 

NomorBed: .... . 

Diagnosis Utama : .. ........ ........ .. ... ...... .. ..... ....... ........ ..... .. ....... .... ..... .... . 
Diagnosis Ikutan ....... ....... .. ..... ... .. .... ... .... .... ....... .......... .. ....... ..... ....... . . 

TERAPI: 
Bulan : ................ ..... 199 .. 
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T 1 Antimikroba dan Dosis Bukan Antirnikroba dan Dosis 
-----------------+------------~------~--~ 
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Lampiran 2 

Tatacara pemeriksaan aglutinasi, biokimiawi dan motilitas Escherichia coli (A) 

Pemisahan plasmid (B), Pembuatan sel kompeten (C), Uji transformasi (D), Uji 

kepekaan cara difusi cakram (E) dan Pembuatan reagen {F) 

A. Tatacara pemeriksaan aglutinasi, biokimiawi dan motilitas Escherichia coli 

(Baron at al., 1994; Munro, 1992). 

1. Uji TSI (Triple Sugar Iron) 

Uji ini bertujuan menentukan apakah bakteri (Enterobacteriaceae) mampu meragi 

laktosa, sukrosa dan dekstrosa, dean atau tanpa menghasilkan gas dan menghasilkan 
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hidrogensulfida (H2S). Media adalah agar miring (isi media: 0,1% glukosa, 1% laktosa, 

1% sukrosa dan sodium tiosulfat) . Bakteri ditanam dengan menggunakan sengkelit, 

diusapkan pada permukaan Slant (bagian miring) dan dilanjutkan dengan menusukkan ke 

dalam Butt (bagian dasar) . Pengeraman dilalcukan suhu 3 7 o C semalam. 

Hasilnya diiihat adanya reaksi berikut ini: 

Bagian Slant apakah ada perubahan warna menjadi kuni.Tig (=asam) atau tetap 
~ 

merah 

BagianButt a. apakah ada perubahan warna menjadi kuning (=asam) atau tetap 

merah (=alkali) 

b. apakah ada produksi gas yang ditandai munculnya bulatan ruang 

kosong berisi gas (Gas positif atau negatif) 

c. apakah ada produksi H2S yang ditandai munculnya warna hitam 

(H2S positif atau negatif) . 

I 
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2. Uji Indol 

Uji ini bertujuan untuk menentukan apakah bakteri tersebut bisa rnanghasilkan indol. 

Uji dilakukan dengan membiakkan bakteri pacta media cair triptofan suhu 3 7 o C selama 

24 jam. Kemudian ditambahkan reagen Kovacs 0,5 ml (Reagen Kovac berisi: Iso arnil 

alkohol 150 ml; Para dimetil amino benzaldehid 10 g; asam HCl murni 50 ml). Uji yang 

positif ditandai terbentuknya cincin warna merah di permukaan media cair. 

3. Uji Merah Metil 

Bertujuan menentukan apakah bakteri bisa menghasilkan keasaman yang tinggi pada 

media yang dipakai . 

Bakteri dibiakkan pada media 1-'lR-VP (media Metil Red-Voges Proskauer =media 

glukose pepton fosfat yang berisi: pepton 5 g, F..2HP04 5 g, glukose 5 g, larutkan 

dengan akuadest sampai volume 1 liter), suhu 37 o C sehma 2-4 hari. Tambahkan 5 

tetes larutan Merah metil. Hasil uji positif ditandai munculnya wama merah pada media. 

(Reagen Merah metil: 0,1 g Merah metil; 300 ml 95% alkohol dan air suiinng 500 ml). 

4. Uji Voges-Proskauer 

Merupakan uji secara tidak langsung terhadap produksi 'Asetil Metil Karbinol' . Bila pada 

larutan biakan ada asetil metil karbinol, dan ditambah bahan alkali, maka akan terjadi 

asetil, dimana bahan ini akan bergabung dengan bahan dari pepton dan membentuk 

warna merah. Bakteri dibiakkan pada S ml media .tvfR-VP, dieramkan 3 7 " C selama 48 

jam. Pada 1 ml biakan tambahkan 5 tetes larutan KOH 40%, kemudian tambahkan 15 
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tetes !"eagen VP (5% alfa Naftol dalam etil alkohol) . Kocok keras dan biarkan selama 

kira-kira 15 menit. Uji yang positif ditandai terjadinya wama pink. 

5. Uji Pemakaian Sitrat 

Untuk mengetahui apakah bakteri bisa memakai sitrat sebagai sumber karbon. 
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Bakteri dibiakkan pada media Simmons Sitrat Simmon (sebagai sumber karbon hanya 

dipergunakan sitrat), dieramkan suhu 37 ° C selama 2-5 hari. Uji yang positif ditandai 

adanya pertumbuhan bakteri dan membah indikator(Bromtimol biru) dari hijau menjadi 

biru gelap. 

6. Uji Urease 

Untuk mengetahui apakah bakteri mengahsilkan enzim Urease yang bisa memecah urea 

menjadi dua moiekul amenia. 

Bakteri dibiakkan dalam media cair urea (berisi: Urea. 0,1 %, KH2P04 0,2%, NaCi 

0,5%, dan ditambah merah fenol 0,5% sebanyak 0,24 ml .setiap 100 ml media) dan 

dieramkan suhu 3 7 o C semalam. Hasil positif ditandai berubahnya warna media menjadi 

merah. 

7. Uji motilitas 

Disediakan 3-4 mililiter media semisolid dalam tabung reaksi. Dengan inokulum 

menggunakan sengkelit lancip, setelah dicelupkan dalam suspensi bakteri, sengkelit 

ditusukkan di bagian tengah ke dalam media semisolid. Dieramkan suhu 37 o C semalam. 

Hasil positif ditandai dengan adanya penyebaran pertumbuhan ke sekitar daerah tusukan 
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scbagai tanda adanya pertumbuhan dan pergerak:an Escherichia coli ke sekitar akibat 

pergerakan..1ya. 

8. Uji aglut!nasi (oipergunakan cara aglut:nasi slide) 

Pada permukaan gelas obyek yang bersih, taruh masing-masing satu tetes garam faali, 

satu untuk test satu untuk kontrol. Pada kedua tetes tersebut, suspensikan satu sengkelit 

biakan bakteri yang dicurigai. Selanjutnya pada bagian uji ditambahk:an satu tetes 

antisera polivalen terhadap Escherichia coli dan pada bagian kontrol ditambahkan satu 

tetes garam faali . Gelas obyek digoyang antara 0,5 sampai 2 menit sambil dilihat adanya 

agiutinasi. Hasil positif ditandai terdapatnya gumpalan-gumpalan pada bagian uji dan 

tidak: ada di bagian kontrol. Pengamatan hasil bisa dilakukan dengan mata telanjang atau 

menggunakan lensa pembesar. Dipergunakan antisera buatan Biofarma Bandung. 

Spesies Escherichia coli ditegakkan berdasar hasil berikut ini:TSI (Slant: Asam; Butt: 

asam, ada gas, tidak ada H2S); Indol (positif); MR. (positif); VP (negatit); Pemakaian sitrat 

(negatif); motilitas (positif); produksi urease (negatif) dan aglutinasi (positif). Lihat tabel 

berikut ini. 

Jenis uji Hasil 
As am 

1. TSI ---------------------
Asam, Gas+, H2S-

2. Indo! + (positif) 
3. MR. + (positif) 
4. VP - (negatif) 
5. Pemakaian Sitrat - (negatif) 
6. Moti!itas + (positif) 
7. Produksi urease - (negatif) 
8. Aglutinasi + (positif) 
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B. Pemisahan plasmid metode alkali (Sambrook et al., 1989) 

1. Escherichia coli sam pel ditanam pada media LB suhu 3 7 o C semalam pada pengeram 

bergoyang dengan kecepatan 120 RPM. 

2 Diambil sebanyak 1,5 mililiter, sel bakteri diendapkan dengan pemusingan 12.000 rpm, 

suhu 4 o C selama 30 detik. 

3. Supernatan dibuang, dan pelet bakteri ditambah 100 f.lllarutan I dan divorteks keras 

sampai pelet larut. 

4. Tambahk.an larutan II sebanyak 200 f.ll, dilarutkan dengan membaik-balikkan tabug 

selanjutnya ditaruh dalam air es diarnkan beberapa saat. 

5. Tambahkan larutan ill dingin sebanyak 150 rnilkroliter, tabung dikocok pelan dengan 

cara membalik-balikkan tabung. Taruh dalam aires selama 5 menit. 

6. Pusingk.an kecepatan 12.000 g , suhu 4 o C selama 5 menit. Supernatan yang berisi 

plasmid yang dica.ri, dipindah ke tabung baru . 

7. Tambahkan etanol absolut sebanyak dua kaii volume, campur dengan membalik-balik 

tabung, biarkan suhu kamar selama 2 menit. 

8. Pusingkan kecepatan 12.000 g, suhu 4 ° C selama 5 menit. Supernatan dibuang. 

9. Tambahkan 1 mililiter etanol 70% dingin, pusingkan 12.000 g selama 2 menit. 

Supernatan dibuang dan tabung dibiarkan selama 5 menit dengan dalam keadaan tutup 

terbuka 

10. Maka plasmid akan berada pada dasar tabung. Tambahkan larutan TE senyak 50 1-11 

dan disimp(l.n suhu - 20 o C sampai dipergunakan 
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C. Cara pembuatan sel kompeten 

1. T anam satu koloni biakan semalam pada 50 ml media LB dalam gelas erlenmeyer isi 

300 ml; dieramkan suh~ 37 °C, 16-20 jam, dengan goyangan ringan (50-60 RPM) 

2. Tanam 1 rnl dalam lOO ml media LB dalam erlenmeyer isi 500 ml, eramh.n suhu 37 o 

C, dengan goyangan keras (200 RPM). Selama pengeraman kepadatan suspensi biakan 

diikuti sampai kepadatan pada spektrofotometer OD600 adalah 0,4 sampai 0,5 . 

Pengukuran dilakukan setiap 20 menit dan kemudian setiap 5 menit. 

3. Tampung biakan dalam tabung polipropilen isi 50 rnl, taruh dalam air es sampai 10 

me nit. 

4. Pusingkan dengan kecepatan 2400 g atau 4000 RPM, suhu 4 °C, selama 10 min. 

5. Supematan dibuang dan endapan dilarutkan dengan 10 rnl 100 mJvl CaCh dingin, 

biarkan dalarn air es selama 10 rn.in. 

6. Pusingkan dengan kecepatan 2400 g a tau 4000 RPM, suhu 4 o C, selama 10 min. 

7. Supematan dibuang dan endapan dilarutkan dengan 2.5 ml 100 mM CaCb dingin, 

biarkan dalarn air es selama 2 jam sebelum bisa dipergunakan. Peny.impanan selama 12-

24 jam dikatakan bisa meningkatkan efisiensi transformasi. 

D. Uji transformasi (Sambrook at al., 1989; Nakata at al., 1997) 

1. Dicampur sebanyak 200 111 Escherichia coli kompeten dengan 10 11llarutan plasmid 

sam pel. 

2. Dicampur dengan memutar-mutar cepat diantara dua telapak tangan ('swirling'). 

3. Masukkan es selama 3 0 menit . 
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4. Masukkan dalam air suhu 42 o C selama 90 detik 

5. Masukkan es selama 2 menit. 

6. Tambahkan 800 ~-tl media cair Luria Bertani 

7. Erarnkan suhu 37 o C selama 45 menit, dalam penangas air bergoyang (75 rpm). 

8. Dilakukan uji seleksi dengan menanam 100 ~-tllarutan bakteri pada media agar Luria 

Bertani yang mengandung ampisilin kadar 64 11g per mililiter. 
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9. Adanya perturr..buhan koloni, menunjukkan adanya perubahan Escherichia coli acuan 

dari peka menjadi kcbal, yang berarti ada plasmid kekebalan terhadap ampisilin. 

E. Uji kepekaan cara difusi cakram (Munro, 1992) 

1. Bakteri dibiakkan pada media agar Mueller Hinton untuk mendapatkan koloni terpisah 

setelah pengeraman suhu 3 5 o c semalam. 

2. A ... 'Tlbil satu koloni, tanam pada 5 tnililiter media cair Mueller Hinton, eramkan suhu 35 :o 

C semalam. Hasil pertumbuhan diencerkan dengan larutan garam faa.ii (NaCl 0,85%) 

sampai kekeruhan mencapai standard MacFarland 0,5 . 

3. Lidi kapas steril dicelupkan dalam suspensi bakteri, kurangi kelebihan cairan denga.n 

menekan lidi kapas pada dinding tabung. 

4. Hapuskan lidi kapas yang telah mengandung bakteri pada permukaan media agar 

Mueller Hinton, biarkan suhu kamar selama 5 menit (3 sampai 15 menit) . 

5. Tempatkan cakram antimikroba pada permukaan agar, sebanyak 5 cakram per lempeng 

agar. 

6. Lempeng agar ditaruh dalam pengeram secara terbalik, dan dierarnkan suhu 3 5 o c 

semalam. 
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7. Pembacaan dilakukan bcrdasar adanya daerah hambatan yang merupakan daerah dengan 

tidak ada pertumbuh:m yang berbentuk lingkaran. 

8. Garis tengah lingkaran diukur menggunakan alat pengukur jangka sorong 

9. Hasil pengukuran dibandingkan dengan patokan. 

F. Pembuatan reagen, bufer dan media pembiakan 

1. Susunan larutan TE 10 Illivi Tris-Cl pH 8,0 
1 rnMEDTA pH 8,0 

2. Larutan RNase dan cara RNase A 10 mg 
pembuatan Tambahkan pelarut 1 ml 

5. Pembuatan TBE 5X 
(Bufer Tris-borat 
EDTA) 

6. Loading dye 
(Sucrose based) 

7. Media Luria Bertani 
(LB) 

(Tris-Cl 10 wM pH 7,5; NaCl 15 mM) 
Dipanaskan 100 o C, 15 menit, kemudian dibiarkan 
menjadi dingin kembali sampai 60 o C, dan bisa disimpan 
suhu minus 20 o C 

Tris base 
Asam Borat 
Na2EDTA.2H20 
Akuades 

Sucrose 
Bromophenol blue. 
H20 

54 g 
27,50 g 
3,72 g 
1 liter 

40% (w/v) 
0.25% 

H20 deionisasi ('Deionized H20') 950 m1 
Tripton Bacto ('Bacto-tryptone') 10 g 
Ekstrak ragi Bacto ('Bacto-Yeast extract') 5 g 
NaCl 10 g 
Dikocok sampai larut, tambahkan 5 N NaOH (kira-kira 
0,2 ml.) sampai pH media menjadi 7. Tambahkan H20 
sampai satu liter. Disterilkan pada otoklaf tekanan 15 
lb/in/\2 selama 20 menit. 
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8. Pembuatan media 
MacConkey 

9. Pembuatan media agar 
Mueller Hinton 

1 0. Larutan I: 
(Lisis alkali) 

11 . Larutan II : 
(Lisis alkali) 

12. Larutan fii : 
(Lisis alkali) 

Pepton 
Laktosa 
Garam empedu 
Indikator Neutral red 
Agar 
Ditambah H20 sampai 

pH= 7.4 

20 g 
10 g 
5 g 
0,075 g 

12 g 
1 liter 

Dipergunakan media buatan DIFCO dengan susunan 
berikut ini: Untuk setiap liter media mengandung: 
Beef, Infusion from 300 g 
Bacto Casarninoacids, Technical 17.5 g 
Starch 1.5 g 
Bacto Agar 17 g 
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Cara pembuatan: Ditimbang sebanyak 38 g media bubuk, 
dilarutkan dalam 1 liter akuades, dicampur dan disteril 
suhu 121 o C selama 15 menit. 

50 mM Glucose 
25 rn11 Tris-Cl~ pH 8,0 
10 ITL.\1 EDTA, pH 8,0 
otoldaf, Simpan suhu 4 o C 

0 .2 N N aOH (baru dari larutan 10 N) 
1% SDS 

Larutan NaOH l 0 N : NaOH 10 N = 400 glliter; 40 
g/1 00 ml; 40 mg/rrJ 

5 M Pot.Acetate 
Glacial Ace.Acid 
B.20 

60 ml 
11 .5 ml 
28 .5 ml 

( 3 M Potasiurn.; 5 M Acetate) 
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Lampiran 3 

Penggunaan antimikroba (dalam gram) pada penderita rawat inap di RP IKJ dan 

RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

KODE 
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.00 
00 
.00 
.00 
.ou 
.00 
.00 
.00 
.00 
1.00 
1.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
1.00 
1.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
1.00 
.00 

AMPI 

1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
J.OO 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

1

1.00 
1.00 
1.00 

I 
t.OO 
1.00 

I 
1 00 
1.00 
UJO 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

SULB 

1.00 
1.00 
1.00 
!.GO 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
!.00 
1.00 
!.00 
1.00 
100 
1.00 
1.00 
1.00 

1 1.00 
I 1.00 

I 1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

SEFA 

1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
l.OO 
1.00 
1.00 

I 
i.OO 
1.00 
1.00 

I 1.00 
1.00 

I 

I 
UJO 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

1

1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

LAKTAM 

1.00 
!.0(1 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

I 
1.00 
1.00 

I 
!.00 
1.00 

I 1.00 
I 1 oo 

1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

I
I 1.00 

1.00 
2.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
2.00 
1.00 
1.00 
1.00 

I
I 1.oo 

i.OO 
1.00 
1.00 

AMPI_DOS I SULB_DOS 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 
4.50 
.00 
.00 
.00 

10.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.CO 
00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 

11.00 
4.50 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 

4.50 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 
00 
.00 
.ou 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.OC 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 

SEFA_DOS 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.00 

.ao 

.00 

.00 

.00 

.00 
00 
.00 
.00 
.00 
.on 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 

LAKT_DOS 

.00 

.00 

.GO 

.00 
6.50 
.00 
.00 
.00 
.00 
2.45 
.00 
.00 
.00 

10.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
00 

.GO 

.00 

.00 

.00 

.0() 

.00 

.00 
1.00 
4.50 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.ob 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
4.50 
10.50 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
.00 
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1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 

I 
.00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 !.CO 1.00 1.00 1.00 .00 I .00 .00 .00 

I 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 00 I .00 .00 .GO 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 I .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 !.CO .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 !.CO 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 

I 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 2.00 

2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 4.00 4.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 1.00 .00 1.00 
2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 99.00 99.00 99.00 99.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 5.00 .00 .00 5.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 4.00 4.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 3.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 1.00 .00 1.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2 .. 00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 !.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 .80 .80 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 !.00 .00 .00 1.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 9.00 9 .00 9.00 9.00 9.00 99.00 99.00 99.00 99.00 
2.00 1.00 l.GO 2.00 1.00 2.00 .GO 1.80 .00 1.80 
2.00 !.CO 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
:.oo ! .CO 2.00 i .OO 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 

1 2.cu 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 I .00 2.00 2.00 I 1.00 1.00 UiO 2.00 .00 I .00 1.00 l.CO 1 2.00 
I 

2.00 I 2.00 2.00 2.00 I 1.00 1.00 2.00 G.GO I .00 .00 12.00 
2.00 9.00 9.00 I 9.00 9.00 9.00 99.00 

I 
99.00 99.00 I 99.00 

2.00 i.OO l.OO 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 

I 
5.00 

:z.oo 1.00 1.00 2.00 l.OO 2.00 00 ' 2.00 .00 2.00 I 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 

I 
2.00 4.00 .00 1.00 I 5.00 

I 
2.00 .00 1.00 1.00 I 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 l.CO 1.00 .00 .00 .00 .00 

I 
2.00 2.00 2.00 l.GO 2.00 2.GO 2.00 .00 4.00 6.00 I 2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 5.00 .00 .00 5.00 
2.00 1.00 l.OO 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 6.00 .00 .00 6.00 
2.00 1.00 

I 
1.00 2.00 1.00 2.00 .00 12.00 .00 12.00 

2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 4.00 .00 4.00 
2.00 1.00 1.00 2.GO 1.00 2.00 .00 4.00 .00 4.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 l.GO 2.00 1.00 .00 .00 1.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 7.00 .00 .00 7.00 
2.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 99.00 99.00 99.00 99.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 1.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 6.00 .00 .00 6.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
l.OO 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 4.50 .00 .00 4.50 
i.OO l.iJO 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 .00 .00 .00 4.50 
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 .00 .00 .00 1.50 
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1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 .00 .00 .00 14.00 
1.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 8.00 .00 .00 8.00 
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 

I .00 .00 .00 
1.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 6.00 .00 .00 6.00 
1.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 10.00 00 .0~ 10.00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 

I 
.00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 

I 
.00 .00 

1.00 .UO 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .OC l.OG 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .OG .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 

I 
1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

I 1.00 .00 1.00 1.00 1.00 

I 
1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 I 1.00 I .OO 1.00 I 1.00 .00 .00 I .00 .00 
1.00 I .oa I 1.00 I 1.00 1.00 

I 
i.OO I .00 .00 .00 I .OC 

I 1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 I 
.00 .00 .00 I 

I 
I 

I 1.00 

I 
.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

I \.00 00 1.00 1.00 1.00 

I 
1.00 

I 
.00 .00 .00 .UO 

I !.00 .00 i.OO 1.00 I 1.00 1.00 .oc .00 .00 .GO 
1.00 .00 1.00 I 1.00 I 1.00 1.00 I .00 .OC .00 .00 
1.00 I .00 I 1.00 I 1.00 1.00 I !.00 I .GO I .00 .00 .00 
1.00 I .00 I 1.00 I 1.00 1.00 I 1.00 I .00 .00 

I 
DO .00 I 

1.00 .00 

I 
i.OO i.OO 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 I l.GO I .CO 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 I .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 r 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 I .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

I 1.00 .00 1.00 LOU 1.00 1.00 .00 I .00 
I 

.00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 I .00 .00 
1.00 .GO 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .CO .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .OG 1.00 i.OO 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 

I 
.00 1.00 1.00 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 .00 

LOG .00 1.00 1.00 1.00 

I 
1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
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1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 

I 
.00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 I .00 .00 .00 

1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .co 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 l.OC 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 39.00 .00 39.00 
2.00 1.00 LOO 2.00 1.00 2.00 .00 7.00 .00 7.00 
2.00 1.00 1.00 

I 
2.00 1.00 2.00 .00 8.00 .00 8.00 

2.00 1.00 2.CO 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 

I 2.00 1.00 1.00 l.GO 2.00 2.00 .00 .00 4.00 -tOO 
2.00 .00 1.00 I 1.00 1.00 1.00 .GO .00 

I 
.OC .00 

2.00 1.00 1.00 2.00 

I 
1.00 I 2.00 .CO 5.00 .00 I 5.00 

12.00 1.00 1.00 1.00 z.oo I 2.00 .00 .00 5.00 5.00 
2.00 ' 2.00 2.00 1.00 2.00 

I 
2.00 2.00 .00 

I 
5.00 7.00 

2.00 .00 1..00 1.00 1.00 1.00 .OC .00 .00 .00 I 
2.00 .00 i.OO 1.00 1.00 

I 
1.00 .00 .00 I .00 .00 I 

2.00 .00 1.00 I 1.00 i.OO 1.00 I .00 .00 I .00 .00 I 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 I .00 <! .00 I .CO -tOO I 2.0C 1.00 1.00 

I 
1.00 1.00 I 1.00 

I 
.00 .00 

I 
.00 .00 

2.00 2.00 2.00 LOG I 1.00 2.00 1.00 .00 .00 5.00 I 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2 .00 I .00 .00 5.00 5.(1{) 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 4.00 .00 .00 5.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 l.OO .00 

I 
r .OO .00 .00 

2.00 2.00 2 .00 2.00 1.00 2.00 4.00 3.00 .00 7.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 I .00 2.00 
2.00 1.00 l.OC 1.00 2.00 2.00 .00 .00 3.00 3.00 
2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .GO 17.00 .00 17.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 12.00 .00 00 12.00 
2.00 2.00 2.00 2 .00 1.00 2.00 3.00 2.00 .00 5.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 24.00 .00 24.00 
2.00 1.00 1.00 2 .00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 6.00 .00 6.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 3.00 .00 3.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 l.OO 2.00 .00 9.00 .00 I 9.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 !.CO 

I 
.00 .00 .CO 

I 
.00 

2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2 .00 .00 .00 2.00 2.00 
2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 3.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 3.00 .00 

I 
3.00 

2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 I 2.00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2 .00 1.00 2.00 .00 6 .00 .00 6.0<J 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 

I 
1.00 2.00 .00 4.00 .00 4.00 

2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 14.00 .00 14.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 3.00 3.00 
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2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 6.00 2.00 .00 8.00 
2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 4.00 4.00 8.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 4.00 .00 4.00 
2.00 .00 

I 
1.00 1.00 i.OO 1.00 .00 .00 .00 .00 

2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 1.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 !.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 1.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 9.00 .00 .00 9.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 

I 
.00 .00 .00 

2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 2.00 
2.00 3.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 I 18.00 9 .00 27.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 8.00 .00 8.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 35.00 .00 35.00 
2.00 4.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 25.60 25.60 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 7.00 .00 7.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 18.00 .00 3.00 21.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 26.00 .00 26.00 
2.00 !.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 8.00 8.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 .00 1.00 l.JO 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 l.OO 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 

I 
2.00 .00 .00 5.00 5.00 

2.00 

I 1.00 1.00 2.00 

I 
1.00 2.00 I .00 7.00 

I 
.00 7.00 

2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 I 9.00 3.00 .00 I 12.GO 
2.00 

I 
00 1.00 I 1.00 1.00 I 1.00 .00 .00 .00 

I 
.00 

2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 9.00 9.00 
2.00 i.OO 

I 
1.00 I 1.00 1.00 i.OO .00 I .00 .00 I .00 

2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .f)O .00 I 2.00 I 2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.01) .OG 1!.00 
2.1)0 .00 I 1.00 1.00 

I 
1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 

I 2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 1.00 .00 1.00 
2.00 4.00 I 2.00 1.00 2.00 2.00 7.00 .00 1.00 8.00 I 
2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 2.00 4.00 6.00 
2.00 2.00 I 2.00 2.00 1.00 2.00 8.00 3.:>0 .00 11.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 10.00 .00 IO.OC 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 8.00 8.00 
2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 4.00 .GO .00 4.00 
2.00 3.00 2.00 1.00 1.00 2.00 13.00 .00 .00 13.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 :0..00 .00 .00 2.00 2.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 8.00 8.00 
2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 3.00 1.00 .00 4.00 
2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 4.00 6.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 7.00 .00 7.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 2.00 .00 2.00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 2.00 2.00 4.00 
2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 8.00 10.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 9 .00 .00 9.00 
2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 .00 17.00 .00 17.00 
2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 l.OO 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 .00 4.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
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2.00 1.00 1.00 
2.00 2.00 1.00 
2.00 1.00 2.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 !.00 
2.00 2.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 2.00 2.00 
2.00 2.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 2.00 2.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 l.OO 
2.00 .00 l.OO 
2.00 2.00 2.00 
2.00 1.00 2.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 .00 1.00 
2.00 1.00 1.00 
2.00 1.00 l.OO --

Keterangan: 
1 'Missing ' 
2 KODE 
3 JEN AM 
4 AMPI 
5 SULB 
6 SEFA 
7 LAK.TAI\1 

8 .A.l&I DOS 
9 SULB D OS 
10 SEFA DOS 
11 LAKT D OS 

12 RP 
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1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 2.00 2.00 .00 16.00 1.00 17.00 
1.00 1.00 2.00 3.00 .00 .00 3.00 
1.0!) 2.00 2.00 .GO .00 2.00 I 2.00 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 2.00 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 3.00 

I 
3.00 

1.00 2.00 2.00 .00 .00 6.00 6.00 
2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
2.00 1.00 2.00 1.00 3.00 .00 4.00 
2.00 2.00 2.00 .00 I 2.00 6.00 8.00 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 1.00 i .OO 
2.00 1.00 2.00 .00 1.00 .00 1.00 
2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
1.00 1.00 

I 
1.00 .00 .00 .00 .00 

1.00 1.00 1.00 .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 2.00 .00 8.00 .00 8.00 
1.00 2.00 2.00 3.00 .00 7.00 10.00 
2.00 1.00 2.00 .00 8.00 .00 8.00 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 2.00 2.00 
1.00 1.00 l.OO .00 .00 .00 .00 
1.00 2.00 2.00 2.00 .00 1.00 3.00 
1.00 l.OO 2.00 2.00 .00 .00 2.00 
2.00 1.00 2.00 .00 7.00 .00 7.00 
1.00 1.00 l.OO .00 .00 .00 .00 
2.00 1.00 2.00 .00 5.00 .00 5.00 
1.00 2.00 2.00 .00 .00 .SO .50 

= Angka 9 dan 99 adalah nilai 'MISSING'/data tidak lengkap 
= Kode sampel!RP, l=RP IKJ, 2=RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 
= Jumlah jenis antimikroba yang diberikan pada seorang penderita 
1 =tidak mendapat ampisilin; 2=mendapat ampisilin 
1 =tidak mendapat sulbenisilir:.; 2= mendapat sulbenisilin 
l =tidak mendapat sefalosporin; 2= mendapat sefalosporin 
1 =tidak mend2.pat antimilaoba golongan cincin beta laktam; 
2=mendapat antimikroba golongan cincin beta laktam 
= dosis total ampisilin (gram) pada seorang penderita 
= dosis total sulbenisilin (gram) pada seorang penderita 
= dosis total sefalosporin (gram) pada seorang penderita 
= dosis total antimikroba golongan cincin beta laktam (gram) (termasuk 

ampisilin, sulbenisilin, sefalosporin dan yang iain) pada seorang 
penderita 

= Ruang Perawatan 

I 
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Lampiran 4 

Perhitungan statis~ik dengan program komputer SPSSIPC+ terhsdap frekuensi 

dan dosis penggunaaan antimikroba di RP IKJ dan RP BU RSUD Dr. Soetomo 

Sura bay a 

138 

NPAR TEST KOLMOGOROV-S.MIRNOV (NORMAL)= AMPI_DOS SULB_DOS 
SEFA DOS LAKT DOS. - -

*****WORKSPACE allows for 10856 cases forNPAR TESTS***** 

PROCESS IF (KODE=l). 
NPAR TEST KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMAL)= AMPI_DOS SULB_DOS 
SEFA_DOS LAKT_DOS. 

·. *****WORKSPACE allows for 10856 cases for NPAR TESTS***** 

Page 46 SPSS!PC+ 4/15/99 

----- Ko!mogorov- Srnirnov Goodness ofFit Test 

Mv1PI DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .3728 
Standard Deviation: 1.6877 

Cases: 169 

Most Extreme Differences 
Absolute Positive Negative 

.53415 .53415 -.41259 
K-SZ 
6.944 

2-tailed P 
.000 

---------------------------------------------~---------------------------------

Page 47 SPSS!PC+ 4/15/99 

----- Kolmogorov·-·smirnov Goodness ofFit Test 

SULB DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .0000 
Standard Deviation: .0000 

The test distribution has no variance. The test was not run. 
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Page 48 SPSS/PC+ 4/15/99 

----- Kolmogorov- Smimov Goodness ofFit Test 

SEFA DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .0000 
Standard Deviation: .0000 

The test distribution has no variance. The test was not run. 

Page 49 SPSS/PC+ 4/15/99 

- - - - - Kolmogorov - Smimov Goodness of Fit Test 

LAKT DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .5204 
Standard Deviation: 2.0310 

Cases: 169 

Most Extreme Differences 
Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 

51828 .51828 -.39888 6.738 .000 

Page 50 SPSS/PC-j · 4/15/99 

PROCESS IF (KODE=2). 
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NPAR TEST KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMAL)= AMPI_DOS SULB_DOS 
SEFA DOS LAKT DOS. - -

*****WORKSPACE allows for 10856 cases for NPAR TESTS***** 

Page 51 SPSS/PC+ 4/15/99 

- - - - - Koimogorov - Smimov Goodness of Fit Test 
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AMPI DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .9793 
Standard Deviation: 2.4515 

Cases: 193 

Most Extreme Differences 
Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 

.41688 .41688 -.34478 5.791 .000 

Page 52 SPSS/PC+ 4/15/99 

----- Kolmogorov- Smirnov Goodness of Fit Test 

SULB_DOS 

Test Distribution - Normal Mean: 2.3927 
Standard Deviation: 5.4535 

Cases: 193 

Most Exireme Differences 
Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 

.33042 .30170 -.33042 4.590 .000 

P~ge 53 SPSS/PC+ 4/15/99 
----- Kolmogorov- Smirnov Goodness of Fit Test 

SEFA DOS 

Test Distribution - Normal Mean: .9684 
Standard Deviation: 2.6153 

Cases: 193 

Most Extreme Differences 
Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 

.39571 .39571 -.35559 5.497 .000 

Page 54 SPSS/PC+ 4/15/99 
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----- Koimogorov- Srnimov Goodness of Fit Test 

LAKT DOS 

Test Distribution - Normal Mean: 4.4440 
Standard Deviation: 6.0263 

Cases: 193 

Mo3t Extreme Differ~nces 
Absolute Positive Negative 

.23043 .19382 -.23043 

This procedure was completed at 12:19:53 

K-SZ 
3.201 

2-tailed P 
.000 

CROSSTAB AMPI SULB SEFA LAKTAM BY KODE/OPTION=3,4/ 
STATISTIC =1. 

* * * * * Given WORKSPACE allows for 11253 Cells with 
2 Dimensions for CROSSTAB problem***** 

Page 51 SPSS/PC+ 
Crosstabulation: AMPI 

ByKODE 
AMPISILIN 

KODE SPMPEL 

2/26/99 

KODED> Count I KEDOK JHV A I BEDAH UROL I Row 
Row Pet 1.00 

AMFI Col Pet 
TIDAK 1.00 160 

52.1 
94 .7 

YA 2.00 9 
16.4 
5.3 

Column 169 
Total 46.7 

Chi-Square D.F. Significance Min E.F. Cells with E.F.< 5 

22.54061 
23 .95553 

1 .0000 
1 .0000 

25 .677 None 
( Before Yates Correction ) 

Number ofMissing Observations= 4 

2.00 Total 

147 307 
47.9 84.8 
76.2 

46 55 
83 .6 15.2 
23 .8 
193 362 
53.3 100.0 
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Page 52 SPSS/PC+ 2/26/99 

Crosstabulation: SULB SULBENISll..JN 
ByKODE KODESANWEL 

KODED> Count KEDOKflWA BEDAHUROL 
Row Pet 1.00 2.00 

SULB Col Pet 
TIDAK 1.00 169 122 

58.1 41.9 
100.0 63 .2 

YA 2.00 71 
100.0 
36.8 

Column 169 193 
Total 46.7 53 .3 

Chi-Square D.F. Significance Min E.F. Cells with E.F.< 5 

33 .146 None 75 .02417 1 
77.33985 1 

.0000 

.0000 ( Before Yates Correction ) 

Number ofMissing Observations= 4 

Page 53 SPSS/PC+ 2/26/99 

Crosstabulation: SEF A 
ByKODE 

KODED> 

SEFA 
TIDAK 

YA 

Column 
Total 

SEFALOSPORIN 
KODESAMPEL 

Count KEDOKflWA 
Rmv Pet 1.00 
Col Pet 

1.00 169 
53 .8 
100.0 

2.00 

169 
1 46.7 

I BEDAHUROL 
2.00 

145 
46.2 
75 .1 
48 
100.0 
24.9 
193 
53 .3 

l-+2 

Row 
Total 

291 
80.4 

71 
19.6 

362 
100.0 

Row 
Total 

314 
86.7 

48 
13 .3 

362 
100.0 
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Chi-Square D .F. Significance Min E .F. Cells with E.F. < 5 

46 .31798 1 
48.45623 1 

.0000 

.0000 
22.409 None 

( Before Yates Correction ) 

Number of Missing Observations = 4 

Page 54 SPSS/PC+ 2/26/99 

Crosstabulation: LAKT AM AM CINCIN B LAKT AM 
ByKODE KODESAMPEL 

KODED> Count KEDOKITWA 
Row Pet 1.00 

LAKTAM Col Pet 
TIDAK 1.00 I 155 

75 .2 
91.7 

YA 2.00 14 
9.0 

BEDAHUROL 
2.00 

51 
24.8 
26.4 
142 
91 .0 

I 8.3 I 73 .6 
Column 169 
Total 46.7 

Chi-Square D.F. Significance Min E.F. Cells with E.F.< 5 

153 .97667 1 .0000 
156.62778 1 .0000 

72.829 None 
( Before Yates Correction ) 

Number of Missing Observations= 4 

Page 56 SPSS/PC+ 2/26/99 

193 
53.3 

143 

Row 
Total 

206 
56.9 

156 
43.1 

362 
l1oo.o 
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NPAR TEST MANN-WHITNEY AMPI_DOS SULB_DOS SEFA_DOS 
LAKT_DOS BY KODE (1,2). 

****WORKSPACE allows for 7678 cases for NPAR TESTS**** 

Page 57 SPSS/PC+ 2/26/99 

- - - - - Mann-Whitney U - Wilcoxon Rank Sum W Test 

AMPI DOS 

by KODE KODE SAMPEL 

Mean Rank Cases 

164.39 169 KODE = 1.00 KEDOK TIWA 
196.48 193 KODE=2.00 BEDAHUROL 

362 Total 

Corrected for Ties 
u 

13416.5 
·w z 2-tailed P 
27781.5 -4.6628 .0000 

------------------------------------------------------------
Page 58 SPSStPC+ 2/26/99 

- - - - - Mann-Whitney U - Wi]')oxon Rank Sum Vv Test 

SULB DOS 
by KODE KODE SAMPEL 

Mean Rank Cases 

146.00 169 KODE = 1.00 KEDOK TIWA 
212.59 193 KODE = 2. 00 BEDAH UROL 

362 Total 

Corrected for Ties 
U W Z 2-tailed P 

10309.0 24674.0 -8 .7146 .0000 
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-------------------------------------------------------------
Page 59 SPSS!PC+ 2/26/99 

- - - - - Mann-Whitney U - Wilcoxon Rank Sum W Test 

SEFA DOS 

by KODE KODE SAMPEL 

Mean Rank Cases 

157.50 169 KODE = 1.00 KEDOK JIWA 
202.52 193 KODE = 2.00 BEDAH lJROL 

362 Total 

u 
12252.5 

Page 60 

Corrected for Ties 
W Z 2-tailed P 

26617 .5 -6.9287 .0000 

SPSS!PC+ 2/26/99 

---- - 1'.1ann.-\Vhitney U- Wilcoxon Rank Sum W Test 

LAKT DOS 
by KODE KODE SA.t\1PEL 

Mean Rank 

119.49 
235.80 

Cases 

169 KODE = 1.00 KEDOK JIWA 
193 KODE = 2.00 BEDAH UROL 

362 Total 

u 
5829.0 

Page 61 

Corrected for Ties 
W Z 2-tailed P 

20194.0 -11.6899 .0000 

SPSS/PC+ 2/26/99 
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NPAR TEST MANN-WHITNEY JEN_AM BY KODE (1,2). 

****WORKSPACE allows for 10856 cases for NPAR TESTS***** 

Page 62 SPSS!PC+ 2/26/99 

-----Mann-Whitney U- Wilcoxon Rank Sum W Test 

JEN AM JML JENIS ANTIMIKR 
by KODE KODE SAMPEL 

Mean Rank 

108.29 
245 .60 

Cases 

169 KODE = 1.00 KEDOK TIWA 
193 KODE = 2.00 BEDAH UROL 

362 Total 

u 
3936.5 

Corrected for Ties 
W Z 2-tailed P 
18301.5 -13 .7309 .0000 

This procedure ·was completed CJ.t 12:21:22 
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Lampiran 5 

Hasil pP.meriksaan uji kepekaan dan uji transformasi Escherichia coli 
isolat dari RP llmu Kedoktenm Jiwa dau RP Bedah Urologi RSUD 
Dr. Soetomo Surabaya; pene-raan ukuran plasmid pengkode kebal 
ampisilin dan uj! kepekaan se! tiansforman. 

KODECOL KODERP KEBALCOL TRANSFOR UKURPLA KEBALTRA 

JEl 1.00 2 .00 2.00 1.00 3.00 

JE2 1.00 2. .00 1.00 .00 .00 

I JE3 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

I JE4 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JES 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE6 l.GO 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE7 1.00 2 .00 1.00 .00 .00 
JE8 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE9 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JEiO 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JEll 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE12 1.00 2.00 ! .00 .00 .00 
JE13 1.00 2.00 1.00 .OG .00 
JE14 

I 
1.00 2.00 1.00 .00 .00 

JE15 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE16 1.00 2.00 1.00 .00 

I .00 
JEl7 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE18 l.CO 1.00 .00 .00 I .00 

I JE19 

I 
1.00 2.00 l.OC .00 00 

JE20 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE21 1.00 

I 
2.00 1.00 .00 00 

I JE22 I 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
1 JE23 

I 
1.00 I 2.00 1.00 .00 .00 

JE24 1.00 2.00 1.00 I .00 .00 
JE25 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE26 1.00 2.00 2.00 1.00 3 .00 
JE27 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE28 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE29 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE30 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE31 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE32 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE33 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE34 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE35 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE36 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE37 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE38 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE39 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE40 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE41 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE42 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE43 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE44 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
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JE4S 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE46 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE47 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE48 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE49 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JESO 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JESl 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JES2 I 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JES3 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JES4 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JESS 1.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
JES6 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JES7 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JES8 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE59 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE60 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE61 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE62 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE63 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE64 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE6S 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE66 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE67 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE68 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE69 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

I JE70 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE71 1.00 1.00 

I .00 .00 .00 
JE72 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE73 1.00 2.00 1.00 I .CO .00 
JE74 1.00 2.00 1.00 

I 
. . 00 .GO I JE7S 1.00 2.00 l.OO .00 I .00 

JE76 1.00 1.00 .00 .00 

I 
.00 I 

JE77 l.OO 2.00 2.00 1.00 3.00 I 
JE78 1.00 2.00 1.00 .00 .00 I 
JE79 1.00 1.00 .00 .00 .00 I JE80 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE81 1.00 2.00 1.00 .00 .00 I JE82 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE83 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE84 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JESS 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE86 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE87 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE88 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE89 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE90 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE91 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE92 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE93 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE94 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE9S 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE96 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE97 1.00 1.00 0.00 .00 .00 
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JE98 1.00 2.00 1.00 .00 

i 

.00 

I JE99 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JElOO 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 I 

JElOl 1.00 2.00 1.00 .00 .00 I 
I JE102 1.00 2.00 l.OC .00 .00 I 

JE103 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE104 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE105 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE106 1.00 2.00 2.00 

I 
1.00 3.00 

JE107 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE108 1.00 1.00 

I 
.00 .00 .00 

JE109 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JEllO 1.00 2.00 1.00 .00 I .00 
JElll 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE112 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE113 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE114 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE115 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE116 1.00 2.00 1.0.0 .00 .00 
JE117 i.OO 2.00 1.00 . .00 .00 
JE118 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JElll 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JEi20 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE121 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

I JE122 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JEll3 1.00 1.00 

I 
.00 .00 .00 

JEl2~ 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE125 1.00 Z.OO I 1.00 

I 
.00 .00 

I JE126 1 00 2 00 100 00 00 I I I I JE127 I 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE128 1.00 2.00 l.OO .00 .00 

I ru129 
I 

1.00 2.00 2.00 1.00 

I 
3.00 I 

I JE13o I 1.00 
I 

2.00 1.00 .00 .00 
I JE13l l.OO 2.00 1.00 .00 .00 

JE132 i.OO 2.00 1.00 .00 .00 I 
JE133 1.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
JE134 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE135 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE136 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE137 1.00 2.00 I 1.00 .00 .00 
JE138 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE139 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE140 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE141 1.00 2.00 LOO .00 .00 
JE142 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE143 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE144 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE145 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE146 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE147 1.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
JEi48 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE1~9 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE150 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
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JE151 1.00 1.00 .uo .00 .00 
JE152 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE153 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE154 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE155 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

1 JE156 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE157 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE158 1.00 

I 
2.00 2.00 1.00 3.00 

JE159 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE160 1.00 2.00 1.00 00 .00 
JE161 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE162 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE163 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE164 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE165 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE166 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE167 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE168 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE169 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE170 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE171 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE172 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE173 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE174 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE175 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE176 1.00 2.00 

I 
1.00 .00 .00 I JE177 1.00 I 2.00 1.00 .00 .00 

JE178 1 00 1 00 I 00 00 00 

I JE179 1.00 1.00 .00 .00 .00 
.TE180 

I 
1.00 1.00 I .00 00 .00 I 

JE181 1.00 2.00 1.00 .00 
I 

.00 I 

IJE182 1.00 2.00 1.00 I .00 .00 
JE183 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE184 

I 
1.00 2.00 1.00 .00 .00 

JE185 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE186 I 1.00 2.00 1.00 .00 .00 I JE187 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE188 1.00 2.00 l.iJO .00 .00 
JE189 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE190 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE191 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE192 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

I JE193 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE194 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE195 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE196 1.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
JE197 

I 
1.00 2.00 1.00 .00 .00 

JE198 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE199 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE200 1.00 2.00 1.00 .00 I .CO 
JE201 1.00 1.00 .00 .00 .00 
JE202 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE203 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
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JE204 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE205 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE206 1.00 2.00 2.00 l.OC 3.00 
JE207 1.00 2.00 l.OC .00 .00 
JE208 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE209 1.00 2.00 1.00 .00 .00 
JE210 1.00 2.00 1.00 .00 .00 

I BEl 2.00 2.00 1.00 

I 
.00 .00 

BE2 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
I BE3 2.00 2.00 1.00 

I 
.00 .00 

BE4 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE5 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
BE6 2.00 2.00 2.00 3.00 3.00 
BE7 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE8 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE9 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BElO 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
BEll 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE12 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE13 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE14 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 
BE15 2.00 2.00 1.00 .00 .00 

I BE16 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
I BE17 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
I BE18 2.00 

I 
2.00 2.00 3.00 3.00 

I BE19 2.00 l.OC .00 I .00 .00 

I 
I 

I BE20 2.00 2.00 1.00 I .00 .CO I 
BE21 2.00 I 2.00 1.00 I .00 I .00 I I I 

BE22 2.00 2.00 2.00 3.00 I 3.00 

I BE23 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE24 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE2.5 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE26 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE27 2.00 2.00 2.00 3.00 3.00 
BE28 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE29 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE30 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE31 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE32 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE33 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE34 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE35 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE36 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE37 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE38 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE39 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 
BE40 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE41 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE42 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE43 2.00 2.00 1.00 .00 .00 

I BE44 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE45 2. .00 1.00 .00 .00 .00 
BE46 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
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BE47 
BE48 
BE49 
BE 50 
BE51 
BE52 
BE53 
BE 54 
BE55 
BE 56 
BE57 
BE 58 
BE59 
BE60 
BE61 
BE62 
BE63 
BE64 
BE65 
BE66 
BE67 
BE68 
BE69 
BE70 
BE71 
BE72 
BE73 
BE74 
BE75 
BE76 
BE77 
BE78 

II BE79 
BE80 
BE81 
BE82 
BE83 
BE84 
BE85 
BE86 
BE87 
BE88 
DE89 
BE90 
BE91 
BE92 
BE93 
BE94 
BE95 

. BE96 
BE97 
BE98 
BE99 

2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 

I 2.00 
2.00 
2.00 I 
2.00 I 
2.00 I 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 

I 2.00 
2.00 

I 2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 

2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 i.OO 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
l.OO .00 
1.00 I .00 
2.00 2.00 
2.00 l .OO 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 . 1.00 
2.00 2.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
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.00 .00 

.00 .00 

.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 

2.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 

3.00 3.00 
.00 .00 

2.00 3.00 
.00 .00 

.00 .00 

.00 .00 
3.00 3.00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
1.00 3.00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
1.00 I 3.00 

I .00 I .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 

1.00 3.00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 

2.00 1.00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 2.00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 

3.00 3.00 
.00 .00 
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BElOO 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BElOl 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE102 2.00 2.00 2.00 2.00 3.00 
BE103 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE104 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BEl05 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE106 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE107 2.00 2.00 2.00 2.00 3.00 
BE!08 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 
BE109 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BEllO 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BElll 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE112 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BEll3 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE114 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE115 2.00 2.00 2.00 2.00 3.00 
BEll6 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE117 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BEllS 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE119 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE120 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE121 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE122 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 
BE123 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE124 2.00 I 2.00 1.00 .00 .00 

I BEl25 2..00 I 2.00 2.00 1.00 3.00 

I BEl26 2.00 

I 
2.00 1.00 .00 

I 
.00 

BEl27 2.00 2.00 

I 
1.00 .00 .00 I BE128 2.00 2.00 1.00 .00 I .00 

I 
BE129 2.00 I 2.00 

I 
1.00 .00 I .00 

I BE130 I 2.00 2.0C 1.00 .00 I .00 
BE131 

I 
2.00 I 2.00 2.00 1.00 I 3.00 

I BE132 2.00 I 2.00 1.00 .00 I .00 I BE133 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE134 2.00 I 1.00 .00 .CO .00 ~ 

BE135 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE136 2.00 2.00 2.00 !.00 2.00 
BE137 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE138 2.00 2.00 l.CO .00 .00 
BE139 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE140 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE141 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE142 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE143 2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
BE144 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE145 2.00 1.00 .00 .00 .00 
BE146 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE147 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE148 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BE149 2.00 2.00 1.00 .00 .00 
BEl 50 2.00 2.00 i.OO .00 .00 
BEl 51 2.00 2 .00 

I 
1.00 .00 .00 

BEl 52 2.00 2.00 2.00 l.OO 3.00 
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BEl 53 
BEl 54 
BEl 55 

I BE156 
BEl 57 
BE I 58 
BEl 59 
BE160 
BE161 
BE162 
BE163 
BE1G4 
BE165 
BE166 
BE167 
BE168 
BE169 
BE170 
BE171 
BE172 
BE173 
BE174 
BE175 
BEl76 
BE177 
BE178 
BE179 

I BE180 

I BE181 
:SE182 
BE183 
BE184 
BE185 
BE186 
BE187 
BE188 
BE189 
BE190 
BE191 
BE192 
BE193 
BE194 
BE195 
BE196 
BE197 
BE198 
BE199 
BE200 
BE201 
BE202 
BE203 
BE204 
BE205 

2.00 
2.00 
2.00 
2 00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2..00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 

I 2.00 " 

2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 
2.00 

2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
1.00 .00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
1.00 

I 
.00 

1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
1.00 .00 
1.00 .00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
1.00 .00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 1.00 
2.00 2.00 
2.00 1.00 
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.00 .00 

.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 

3.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 

I I .00 .CO 
I 1.00 3.00 I I .00 .00 

.00 .00 I 

.CO .00 

.00 .00 
2.00 1.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 

3.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
1.00 3.00 
.00 .00 
.00 .00 
.00 .00 

3.00 3.00 
.00 .00 
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BE206 
BE207 
BE208 
BE209 
BE210 

Keterangan: 

KODECOL 

KODERP 
KEBALCOL 
TRANS FOR 

UKURPLA 

KEBALTRA 

2.00 2.00 2.00 1.00 3.00 
2.00 2.00 1.00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 .00 .00 
2.00 2.00 1.00 .00 .00 

= Kode Eschrichia coli ; JE = Isolat da.ri RP llmu Kedokteran Jiwa (RP 
IK.i) , BE = Isolat dari RP Bedah Urologi. (RP BU) 

= KodeRP; 1 = RP IKJ, 2 = RPBU 
= Kekebalan Escherichia coli terhadap ampisilin; 1 = Peka, 2 = Kebal 
= Hasil transforrnasai yang menunjukkan adanya plasmid pengkode kebal 

ampisilin; 1 = negatif, 2 = positif, 0 = Bakteri peka dan tidak ada uji 
transforrnasi 

= Kode ukuran plasmid; 1: =< 4.361 bp, 2: >4.361-9.416 bp, 3 : >9.416-
23 .130 bp , 0 = Bakteri peka dan tidak ada uji transforrnasi 

= Hasil pemeriksaan Escherichia coli transforrnan terhadap antimikroba 
acuan; 

1 = Kebal terhadap Ampisilin, Eritromisin, Kanamisin, (Sulbenisilin), 
Trimetoprim 

2 = Kebal terhadap Ampisilin, Kloramfenikol, (Sulbenisilin), 
Trimetoprim 
3 = Kebal terhadap Ampisilin, (Sulbenisilin) 
0 = Bakteri peka dan tidak ada uji trznsformasi 
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Lampiran 6 

Perhitungan statistik dengan Program kompute:- SPSS/PC+ terhadap isolat 

Escherichia coli dari RP IKJ dan RP BU RSUD Dr. Soetomo Surabaya 

Parameter yang diuji adalah: 
KEBALCOL : Hasil uji kepekaan Escherichia coli sampei 
TRANSFOR : Hasil uji transformasi 
KEBAL TRA: Hasil uji kepekaan bak:teri transforman 
KODEPLA : Ukuran plasmid dalam skala ordinal 

CROSSTABULATION KEBALCOL TRANSFOR KEBALTRA BY 
KODERP/OPTION 3,4/STATISTIC=l. 

*****Given WORKSPACE allows for 11390 Cells with 
2 Dimensions for CROSSTAB problem***** 

Page 3 SPSS/PC+ 7/2/99 

Crosstalmh!tion: KEBALCOL KEKEBALAN E COLI SAMPEL 
By KODERP KODE LOKASI/RP 

KODERP Count I KED JIW A I REDAH lJR i Row ~ -
1 ~. co Row Pet 11 .00 Total 

KEBALCOL Col Pet 
PEKA 1.00 39 36 

52.0 48 .0 
18.6 17.1 

KEBAL 2.00 171 174 
49.6 50.4 
81.4 82.9 

Column 1210 210 
Total 50.0 50.0 

Chi-Square D.F. Sigillficance Min E.F. Cells with E.F.< 5 

37.500 None .06493 
.14609 

1 
1 

.7989 

.7023 ( Before Yates Correction ) 

Number ofMissing Observations= 0 

75 
17.9 

345 
82.1 

420 
100.0 
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-------------------------------------------------------------------------------
Page 4 SPSS/PC+ 7/2/99 

Crusstabulation: TRANSFOR HASIL TRANSFORMASI 
ByKODERP KODELOKASVRP 

KODERP Count KEDJIWA BEDAHUR 
Row Pet 1.00 2.00 

TRANSFOR Col Pet 
NEGATIF 1.00 143 116 

55 .2 44.8 
83 .6 66.7 

POSITIF 2.00 28 58 
32.6 67.4 
16.4 33 .3 

Column 171 174 
Total 49.6 50.4 

Chi-Square D.F. Significance Min E.F. Cells with E.F.< 5 

12.36396 
13 .25470 

1 
1 

.0004 

.0003 
42.626 None 

( Before Yates Correction ) 

Number ofMissing Observations= 75 

Page 5 SPSSfPC+ 7/2/99 

Row 
Total 

259 
75.1 

86 
24.9 

345 
100.0 

Crosstabulation: KEBAL TRA KEKEBA.LAN SEL TRA.i~SFORMAN 
ByKODERP KODELOKASYRP 

KODERP Count KEDJIWA BEDAHUR I Row 
Row Pet 1.00 2.00 I Total 

KEBALTRA Col Pet 
Am,Eri,Ka,Sul, Tr 1.00 4 4 

100.0 4.7 

Am,Klo,Sul, Tri 2.00 3 6 9 
33 .3 66.7 10.5 
10.7 10.3 

Am,Sul 3.00 25 48 73 
34.2 65 .8 84.9 
89.3 82.8 

Column 28 58 186 
Total 32.6 67.4 100.0 
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Page 6 SPSS/PC+ 7/2/99 

Chi-Square D.F. Significance Min E.F. Ceils with E.F.< 5 

2.02827 2 .3627 1.302 3 OF 6 ( 50.0%) 

Number ofMissing Observations= 334 

Page 7 SPSS/PC+ 7/2/99 

This procedure was completed at 13 :02:38 

NPAR TEST MANN-WIDTNEY KODEPLA BY KODERP (1,2). 

*****WORKSPACE allows for 10998 cases for NPAR TESTS***** 

Page 8 SPSS/PC+ 7/2/99 

----- ~nn-Whitney U- Wilcoxon Rank Sum W Test 

KODEPLA KODE llKURAN PLASMID 
by KODERP KODE LO.KASI/RP 

Mean Ra.'lk Cases 

33 .50 28 KODERP = 1.00 KED flWA 
48.33 58 KODERP = 2.00 BEDAH UROL 

86 Total 

Corrected for Ties 
U W Z 2-tailed P 

532.0 938 .0 -3.4956 .0005 

Page 9 SPSS/PC+ 

This procedure was completed at 13 :02:39 

7/2/99 
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PROCESS IF (KODERP=l). 
FREQUENCY KEBALCOL TRANSFOR KEBALTRA KODEPLA. 

*****Memory allows a total of 15532 Values, accumulated across all Variables. 
There also may be up to 1941 Value Labels for each Variable. 

Page 10 
KEBALCOL 

SPSS/PC+ 
KEKEBALAN E COLI SAMPEL 

7/2/99 

Value Label 

PEKA 
KEBAL 

TOTAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1."00 
2.00 

39 
171 

18.6 18.6 18.6 
81.4 81.4 100.0 

210 100.0 100.0 

Valid Cases 210 Missing Cases 0 

Page 11 SPSS/PC+ 7/2/99 
TRANSFOR HASIL TRANSFORMASI 

Value Label 

NEGATIF 
POSITIF 

TOTAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1.00 143 68.1 83.6 83 .6 
2.00 23 13 .3 16.4 100.0 

.00 39 18.6 MISSll'-lG 

210 100.0 100.0 

Valid Cases 171 Missing Cases 3 9 

Page 12 SPSS/PC+ 7/2/99 

KEBALTRA KEKEBALAN SEL TRANSFORMAN 
Valid Cum 

Value Label Value Frequency Percent Percent Percent 

Am,Klo,Sul, Tri 
Am,Sul 

TOTAL 

2.00 3 
3.00 25 
:oo 182 

210 

Valid Cases 28 Missing Cases ·182 

1.4 10.7 10.7 
11.9 89.3 100.0 
86.7 MISSING 

100.0 100.0 
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Page 13 SPSS/PC+ 7/2/99 

KODEPLA KODE UKURAN PLASMID 

Valid Cum 
Value Label Value Frequency Percent Percent Percent 

=<4.361 BP 1.00 28 
.00 182 

TOTAL 210 

13 .3 
86.7 

100.0 

Valid Cases 28 Missing Cases 182 

Page 14 SPSS/PC+ 

This procedure was c·ompleted at 13 :02:50 

PROCESS IF (KODERP=2). 

100.0 100.0 
MISSING 

100.0 

7/2/99 

FREQUENCY KEBALCOL TRANSFOR KEBALTR..<\. KODEPLA. 

***"'*Memory allows a totai of 15532 Values, accumulated across all Variables. 
There also may be up to 1941 Value Labels for each Variable. 

Page 15 SPSStPC+ 7/2/99 

KEBALCOL KEKEBALAJ.~ E COLI SAMPEL 

Value Label 

PEKA 
KEBAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1.00 
2.00 

TOTAL 

36 17.1 17.1 17.1 
174 82.9 82.9 100 0 

210 100.0 100.0 

Valid Cases 210 Missing Cases 0 

Page 16 SPSS/PC+ 7/2/99 
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TRANSFOR HASIL TRANSFORMASI 

Value Label 

NEGATIF 
POSITIF 

TOTAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1.00 
2.00 

.00 

116 
58 

36 

210 

55 .2 
27.6 
17.1 

100.0 

66.7 66.7 
33 .3 100.0 
MISSING 

100.0 

Valid Cases 174 Missing Cases 36 

Page 17 SPSS/PC+ 7/2/99 

KEBALTRA KEKEBALAN SEL TRANSFORMAN 

Value Label 

Arn,Eri,Ka, Sul, Tri 
Am,Klo,Sul, Tri 
.Am,Sul 

TOTAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1.00 4 1.9 6.9 6.9 
2.00 6 2.9 i0.3 17.2 
3.00 48 22.9 82.8 100.0 
.00 152 72.4 l\1ISSING 

210 100.0 100.0 

V3lid Cases 58 Missing Cases 152 

Page 18 SPSS/PC+ 'J/2/99 

KODEPLA KODE UKURAN PLAS:MID 

Value Label 

=<4.361 BP 
>4.361-9.416 BP 
>9.416-23.130 BP 

TOTAL 

Valid Cum 
Value Frequency Percent Percent Percent 

1.00 38 18.1 65.5 65 .5 
2.00 10 4.8 17.2 82.8 
3.00 10 4.8 17.2 100.0 
.00 152 72.4 MISSING 

------- -- ·~---- ---------------------------------
210 100.0 100.0 

Valid Cases 58 Missing Cases 152 
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Page 19 SPSS/PC+ 

This procedure was completed at 13 :02:54 

RECODE KEBALTRA (1=4)(2=3)(3=1). 
PROCESS IF (TRANSFOR=2). 

7/2/99 

LIST VARIABLE KODECOL KODERP KODEPLA KEBALTRA. 

The raw data or trC!.nsformation pass is proceeding 
420 cases are written to the uncompressed active file. 

Page 20 SPSS/PC+ 7/2/99 

KODECOL KODERP KODEPLA KEBALTRA 

JEl 1.00 1.00 1.00 
JE6 1.00 1.00 1.00 
JE15 1.00 1.00 1.00 
JE17 1.00 1.00 1.00 
JE20 1.00 1.00 1.00 
JE26 1.00 1.00 1.00 
JE29 1.00 1.00 1.00 
JE34 1.00 1.00 1.00 
JE44 1.00 1.00 1.00 
JESS 1.00 1.00 3.00 
JE61 1.00 1.00 1.00 
JE68 1.00 1.00 1.00 
JE77 1.00 1.00 1.00 
JE86 1.00 1.00 1.00 
JElOO 1.00 1.00 1.00 
JE106 1.00 1.00 1.00 
JE114 1.00 1.00 1.00 
JE122 1.00 1.00 1.00 
JE129 1.00 1.00 1.00 
JE133 1.00 1.00 3.00 
JE140 1.00 1.00 1.00 
JE147 1.00 1.00 3.00 
JE158 1.00 1.00 1.00 
JE168 1.00 1.00 l.OO 
JE185 1.00 1.00 1.00 
JE191 1.00 1.00 1.00 
JE196 1.00 1.00 1.00 
JE206 1.00 1.00 1.00 
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BES 2.00 1.00 1.00 
BE6 2.00 3.00 1.00 
BElO 2.00 1.00 3.00 
BE14 2.00 2.00 4.00 
BE16 2.00 1.00 1.00 
BE18 2.00 3.00 1.00 
BE22 2.00 3.00 1.00 
BE27 2.00 3.00 1.00 
BE28 2.00 1.00 1.00 
BE31 2.00 1.00 1.00 
BE32 2.00 1.00 1.00 
BE33 2.00 1.00 1.00 
BE39 2.00 1.00 3.00 
BE40 2.00 1.00 1.00 
BE46 2.00 1.00 1.00 
BE50 2.00 1.00 1.00 
BE 52 2.00 2.00 1.00 
BESS 2.00 3.00 1.00 
BE 57 2.00 2.00 1.00 
BE61 2.00 1.00 1.00 
BE63 2.00 1.00 1.00 
BE66 2.00 1.00 1.00 
BE68 2.00 1.00 1.00 
RE69 2.00 l.OO 1.00 
BE72 2.00 1.00 i.OO 
BE73 2.00 1.00 1.00 
BE77 2.00 1.00 1.00 
BE80 2.00 1.00 1.00 
BE82 2.00 1.00 1.00 
BE86 2.00 4.00 4.00 
BE89 2.00 3.00 3.00 
BE90 2.00 1.00 1.00 
BE9S 2.00 1.00 1.00 
BE98 2.00 1.00 1.00 
BE102 2.00 1.00 1.00 
BE107 2.00 2.00 1.00 
BE108 2.00 2.00 4.00 
BEllS 2.00 2.00 1.00 
BE122 2.00 2.00 3.00 
BE12S 2.00 1.00 1.00 
BE131 2.00 1.00 1.00 
BE133 2.00 1.00 1.00 
BE136 2.00 1.00 J.OO 
BE141 2.00 1.00 1.00 
BE143 2.00 1.00 1.00 
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BE152 2.00 1.00 1.00 
BE155 2.00 1.00 1.00 
BE161 2.00 1.00 1.00 
BE166 2.00 1.00 1.00 
BE169 2.00 3.00 1.00 
BE176 2.00 1.00 1.00 
BE183 2.00 1.00 1.00 
BE188 2.00 2.00 4.00 
BE193 2.00 3.00 i.OO 
BE198 2.00 1.00 1.00 
BE200 2.00 1.00 1.00 
BE204 2.00 3.00 1.00 
BE206 2.00 1.00 1.00 

Number of cases read = 86 Number of cases listed = 86 

Page 25 SPSS/PC+ 7/2/99 
This procedure was completed at 13 :02:57 
PROCESS IF (KODERP=l ). 
NPAR TEST KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMAL)= KEBAL TRA. 

****"'WORKSPACE allows for 18762 cases for NPAR TESTS****"' 

Page 26 SPSS/PC+ 7/2/99 

---- - Kolmogorov- Smirnov Goodness ofFit Test 

KEBAL TRA KEKEBALAN SEL TRANSFORMAN 
Test Distribution - Normal Mean: 1.2143 

Standard Deviation: . 6299 

Cases: 28 

Most Extreme Differences 
Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 

.52599 .52599 -.36686 2.783 .000 

Page 27 SPSS/PC+ 7/2/99 

This procedure was completed at 13 :02:58 
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PROCESS IF (KODERP=2). 
NPAR TEST KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMAL)= KEBALTRA. 

*****WORKSPACE allows for 18762 cases for NPAR TESTS***** 

Page 28 SPSS!PC+ 7/2/99 

----- Kolmogorov- Smirnov Goodness ofFit Test 
KEBAL TRA KEKEBALAN SEL TRANSFORMAN 

Test Distribution - Normal Mean: 1.4138 
Standard Deviation: . 93 72 

Cases: 58 
Most Extreme Differences 

Absolute Positive Negative K-S Z 2-tailed P 
.49816 .49816 -.32942 3.794 .000 

Page 29 SPSS/PC+ 7/2/99 

PROCESS IF (TRANSFOR=2). 
NPAR TEST MANN-WIIITI'~EY KEBALTRA BY KODERP (1,2). 

* * >!< * * WORKSPACE allows for 10998 cases for NP AR TESTS * *' * * * 

Page 30 SPSS/PC+ 7/2/99 
----- :Mann-Wnitney U- Wilcoxon Rank Sum W Test 

KEBALTRA KEKEBALAN SEL TRANSFORMAN 
by KODERP KODE LOKASL'RP 

Mean Rank Cases 
41.39 28 KODERP = 1.00 KED llWA 
44.52 58 KODERP = 2.00 BEDAH UROL 

86 Total 

Corrected for Ties 
U W Z 2-tailed P 

753.0 1159.0 -.8738 .3822 

Page 31 SPSS/PC+ 7/2/99 

This procedure was completed at 13 :03 :00 
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PROCESS IF (TRANSFOR=2). 
CORRELATION KODEPLA KEBALTRA. 

Page 32 SPSS/PC+ 

Correlations: KODEPi.,A KEBAL TRA 

KODEPLA 
KEBALTRA 

N of cases: 86 

1.0000 
.0717 

.0717 
1.0000 

1-tailed Signif: *- .01 **- .001 

" . " is printed if a coefficient cannot be computed 

Page 33 SPSS/PC+ 

This procedure was completed at 13 :03 :01 

7/2/99 

7/2/99 

Keterangan KODERP = Kode Ruang Perawatan (Lokasi Penelitian); 
1 = RP IKJ, 2 = RP BU 
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