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RINGKASAN

Identifikasi Gen blatem Penyandi Extended Spectrum Beta Lactamase
(ESBL) dan Gen stx-2 Penyandi Toksin Shiga pada Escherichia coli yang
Diisolasi dari Daging Sapi Segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya

Kesehatan merupakan salah satu sektor prioritas pemerintah. Namun pada
abad 21, kejadian resistensi antimikroba semakin meluas pada manusia, hewan
maupun lingkungan dan menjadi permasalahan bagi kesehatan masyarakat. Salah
satu bakteri yang berperan pada kasus AMR adalah Escherichia coli. Escherichia
coli digunakan sebagai bioindikator dari resistensi antimikroba karena
menghasilkan enzim Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) dan salah satu
gen penyandi ESBL yang paling banyak ditemukan yaitu blatem. Selain memiliki
resiko sebagai penyebab AMR, Escherichia coli juga dapat menjadi penyebab
foodborne disease. Hal ini disebabkan karena Escherichia coli memiliki beberapa
strain patogen yang menyebabkan penyakit salah satunya Shiga Toxin producing
Escherichia coli (STEC). Salah satu gen pengkode STEC yang banyak ditemukan
pada pangan asal hewan yaitu stx2.

Daging sapi merupakan salah satu sumber pangan asal hewan yang penting
bagi masyarakat, utamanya untuk memenuhi kebutuhan protein hewani. Daging
yang mengandung nutrisi lengkap menjadikannnya media baik bagi pertumbuhan
bakteri, termasuk Escherichia coli. Adanya Escherichia coli pada daging
memperparah kejadian infeksi pada manusia karena dapat mentrasmisikan agen
infeksius dan penyakit pada pangan asal hewan ketika pengolahan, persiapan atau
ketika dikonsumsi oleh konsumen. Dilaporkan bahwa daging sapi segar yang
dijual di pasar dapat menjadi transmisi ESBL maupun STEC dari hewan ke
manusia. Berdasarkan latar belakang diatas, maka tujuan dari penelitian ini yaitu
mendeteksi adanya gen blatem penyandi ESBL dan stx2 penyandi toksin shiga
pada Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi segar di Pasar Tradisional
Kota Surabaya.

Pada penelitian ini, sampel diambil dengan cara swab pada seluruh
permukaan daging sapi segar yang dibeli dari kios pedagang di pasar tradisional
Kota Surabaya yang tidak terjaga kebersihannya. Kemudian sampel swab
diinokulasikan pada media isolasi seperti Buffered Peptone Water (BPW),
Brillian Green-bile Lactose Broth (BGLB), dan Eosin Methylene Blue Agar
(EMBA). Sampel kemudian diidentifikasi dengan pewarnaan Gram dan uji
biokimiawi IMViC (Indol, Methyl red, Voges-Proskauer dan Citrate) untuk
memastikan fenotip isolat Escherichia coli. Hasil penelitian menunjukkan adanya
68 isolat Escherichia coli dari 150 sampel daging sapi segar di Pasar Tradisional
Kota Surabaya (45,3%). Hasil ini membuktikan bahwa terdapat resiko
kontaminasi Escherichia coli dari lingkungan pada daging sapi segar di pasar
Tradisional Kota Surabaya yang dapat membahayakan kesehatan masyarakat.
Selanjutnya, isolat Escherichia coli diuji sensitivitas antibiotika untuk mengetahui
pola resistensinya menggunakan metode disc diffusion Kirby-Bauer menggunakan
lima jenis antibiotika berbeda. Hasilnya menunjukkan bahwa isolat Escherichia
coli memiliki sensitivitas terhadap antibiotik Aztreonam sebesar 100%, Ampicillin
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73,5%, Tetracycline 75%, Gentamycin 95% dan Ciprofloxacin 95%. Terdapat
5,8% (4/68) isolat Escherichia coli multidrug resistance (MDR). Kemudian
terdapat delapan pola resistensi yang dihasilkan yaitu AMP, TE, GM, CIP,
AMP-TE, TE-GM, AMP-TE-GM, dan AMP-TE-GM-CIP. Isolat Escherichia coli
mengalami resistensi paling besar terhadap antibiotik Ampicillin yaitu 19,1%
(13/68). Hasil ini disebabkan karena bakteri Gram negatif memiliki enzim beta
laktamase yang mampu menghidrolisis antibiotik golongan beta laktam, termasuk
antibiotik golongan Penisilin. Kemudian, 13 isolat yang mengalami resistensi
terhadap antibiotik Ampicillin dilanjutkan dengan deteksi gen blatem penyandi
ESBL dan stx2 penyandi toksin shiga. Metode yang digunakan yaitu Polymerase
Chain Reaction (PCR), yang merupakan pemeriksaan molekuler untuk
mendeteksi suatu gen tertentu dengan cepat, tepat dan akurat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa terdapat 7 isolat Escherichia coli penghasil enzim beta
laktamase yang memiliki gen blatem penyandi ESBL dan tidak terdapat isolat
Escherichia coli penghasil enzim beta laktamase yang memiliki gen stx2 penyandi
toksin shiga. Hasil ini membuktikan bahwa Escherichia coli yang diisolasi dari
daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya berpotensi menjadi sumber
penularan ESBL dan AMR di masyarakat. Melalui penelitian ini diharapkan
public awarness masyarakat di bidang food safety dapat meningkat.
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SUMMARY

Identification of blatem Gene Encoding Extended Spectrum Beta Lactamase
(ESBL) and stx-2 Gene Encoding Shiga toxin on Escherichia coli Isolated
from Fresh Beef at Traditional Market in Surabaya

Health is one of the government's priority sectors. But in the 21st century, the
incidence of antimicrobial resistance (AMR) is increasingly widespread in
humans, animals and the environment, and becomes a problem for public health.
One of the bacteria that plays a role in AMR cases is Escherichia coli.
Escherichia coli is used as a bioindicator of antimicrobial resistance because it
produces the Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) enzyme and one of the
most common ESBL encoding genes, blatem. In addition to having a risk as a
cause of AMR, Escherichia coli can also be a cause of foodborne disease. This is
because Escherichia coli has several strains of disease-causing pathogens, one of
which is Shiga Toxin produced by Escherichia coli (STEC). One of the STEC
coding genes found in foods of animal origin is sx2.

Beef is one of the important sources of food of animal origin for the
community, especially to meet the needs of animal protein. Beef that contains
complete nutrition makes it a good medium for the growth of bacteria, including
Escherichia coli. The presence of Escherichia coli in beef exacerbates the
incidence of infection in humans because it can transmit infectious agent and
disease in food from animal origin during processing, preparation or when
consumed by consumers. Fresh beef sold in the market is reported to transmit
ESBL and STEC from animals to humans. Based on the above background, the
purpose of this study was to detect the presence of the blarem gene encoding
ESBL and the shiga toxin encoding stx2 on Escherichia coli isolated from fresh
beef at Traditional Market in Surabaya.

In this study, samples were taken by swab on all surfaces of fresh beef
purchased from stalls in traditional market in Surabaya that were not kept the
hygiene and sanitation and then swab sample inoculated on isolation media such
as Buffered Peptone Water (BPW), Brillian Green-bile Lactose Broth (BGLB),
and Eosin Methylene. Blue Agar. (EMBA). The samples were then identified by
Gram staining and IMViC biochemical assay (Indol, Methyl red,
Voges-Proskauer and Citrate) to confirm the phenotype of Escherichia coli
isolates. The results showed that there were 68 isolates of Escherichia coli from
150 samples of fresh beef at Traditional Market in Surabaya (45.3%). These
results prove that there is a risk of Escherichia coli contamination from the
environment in fresh beef in Traditional Market which can endanger public health.
Furthermore, isolates of Escherichia coli were tested for antibiotic sensitivity to
determine the pattern of resistance using the Kirby-Bauer disk diffusion method
using five different types of antibiotics. The results showed that Escherichia coli
isolates had a sensitivity to antibiotics Aztreonam by 100%, Ampicillin 73.5%,
Tetracycline 75%, Gentamycin 95% and Ciprofloxacin 95%. There were 5.8%
(4/68) isolates of Escherichia coli multidrug resistance (MDR). Then, there were
eight resistance patterns produced, namely AMP, TE, GM, CIP, AMP-TE,
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TE-GM, AMP-TE-GM, and AMP-TE-GM-CIP. Escherichia coli isolates had the
greatest resistance to the antibiotic Ampicillin, which was 19.1% (13/68). This
result was caused by Gram negative bacteria which have beta lactamase enzymes
which are able to hydrolyze beta lactam antibiotics, including Penicillin class
antibiotics. Then, 13 isolates that were resistant to the antibiotic Ampicillin were
continued with the detection of the blatem gene encoding ESBL and stx2
encoding the shiga toxin. The method used is Polymerase Chain Reaction (PCR),
which is a molecular examination to detect a certain gene quickly, precisely and
accurately. The results showed that there were 7 Escherichia coli isolates that
produce beta-lactamase enzyme had the blatem gene encoding ESBL and no
Escherichia coli isolates that produce beta-lactamase enzyme had the stx2 gene
encoding the shiga toxin. These results prove that Escherichia coli isolated from
fresh beef at Traditional Markets in Surabaya have the potential to be a source of
ESBL and AMR transmission in the community. Through this research, it is
hoped that public awareness in the field of food safety can increase.
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IDENTIFICATION OF blatem GENE ENCODING EXTENDED
SPECTRUM BETA LACTAMASE (ESBL) AND stx2 GENE ENCODING
SHIGA TOXIN ON Escherichia coli ISOLATED FROM FRESH BEEF
AT TRADITIONAL MARKET IN SURABAYA.

Lailatul Maghfiroh

ABSTRACT

The aim of this study was to detect the presence of the blatem gene encoding
ESBL and the stx2 encoding shiga toxin on Escherichia coli isolated from fresh
beef at Traditional Market in Surabaya. The sample is a swab on the surface of
fresh beef purchased from several traditional markets in Surabaya. The results
showed that there were 68 isolates of Escherichia coli from 150 fresh beef
samples at the Surabaya Traditional Market (45.3%). The results of the antibiotic
sensitivity test showed that Escherichia coli isolates had sensitivity to antibiotics
Aztreonam by 100%, Ampicillin 73.5%, Tetracycline 75%, Gentamycin 95% and
Ciprofloxacin 95%. There were 5.8% (4/68) isolates of Escherichia coli multidrug
resistance (MDR). Then, there were eight resistance patterns produced, namely
AMP, TE, GM, CIP, AMP-TE, TE-GM, AMP-TE-GM, and AMP- TE-GM-CIP.
Escherichia coli isolates has the greatest resistance to the antibiotic Ampicillin,
which was 19.1% (13/68). The isolates that were resistant to Ampicillin were
continued by PCR and showed the results that there were 7 from 13 Escherichia
coli isolates resistant to Ampicillin (53,8%) that had the blatem gene encoding
ESBL and no Escherichia coli isolates resistant to Ampicillin (0%) which had the
stx2 gene encoding the shiga toxin. These results prove that Escherichia coli
isolates isolated from fresh beef at Traditional Market in Surabaya have the
potential to be a source of ESBL and AMR transmission in the community.
Through this research, it is hoped that public awareness in the field of food safety
can increase.

Key words : Escherichia coli, ESBL, STEC, antimicrobial resistance, foodborne
disease
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kesehatan merupakan salah satu sektor prioritas pemerintah. Hal ini
diwujudkan melalui berbagai program, salah satunya National Action Plan —
Antimicrobial Resistance (NAP-AMR). Upaya ini dilakukan pemerintah untuk
menanggulangi kejadian resistensi antimikroba (AMR) yang terjadi di Indonesia,
dimana Indonesia dengan jumlah penduduk 258 juta jiwa serta menempati urutan
keempat sebagai negara terpadat di dunia, sangat memungkinkan untuk kejadian
AMR yang tinggi dan meningkat (Parathon ef al., 2017; BAPPENAS, 2019).

Pada abad 21, resistensi antimikroba menjadi salah satu permasalahan
terbesar bagi kesehatan masyarakat disebabkan kejadiannya meluas pada manusia,
hewan maupun lingkungan (Inderbinen et al., 2020). AMR menjadi masalah
global yang mengancam manusia karena kurangnya penelitian, komitmen, kontrol
infeksi, serta penggunaan antimikroba yang irrasional, kualitas antibiotik yang
buruk dan pengawasan yang lemah (Hadi et al., 2013). Di Indonesia, data AMR
terbatas dan rata-rata dilakukan oleh laboratorium dari universitas besar yang
tidak terkoneksi pada sebuah jaringan nasional. Data epidemiologi menunjukkan
bahwa kasus bakteri yang mengalami resistensi di Indonesia telah terjadi sejak
tahun 1990 (Parathon et al., 2017).

Bakteri patogen yang resisten terhadap antibiotika menyebabkan adanya

peningkatan pasien terinfeksi bakteri lebih sulit diobati dan membutuhkan waktu

1
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lebih lama untuk sembuh serta membutuhkan antibiotik jenis baru (Safitri et al.,
2017). Menurut Dahesihdewi et al., (2019) data laporan rumah sakit di Indonesia
tentang pola dan sensitivitas bakteri yaitu ditemukan bahwa resistensi methicillin
S. aureus (MRSA) adalah 13-26%, kemudian E. coli penghasil enzim ESBL
sebesar 25-57% dan K. pneumonia penghasil enzim ESBL sebesar 32-56%.
Kemudian dilaporkan adanya peningkatan kemampuan resistensi terhadap
antimikroba yang penting secara klinis seperti Beta-laktam, Fluoroquinolone,
Tetrasiklin dan Aminoglikosida (Fannisa, 2022;Yamamoto et al., 2022).
Antibiotik beta laktam merupakan antibiotik berspektrum luas, yang
memiliki cincin beta laktam di struktur molekularnya, termasuk yaitu cefalosporin,
monobactam, penicillin dan carbapenem (Zango et.al., 2019). Salah satu
antibiotik golongan Beta-laktam yang merupakan turunan penicillin yaitu
Ampicillin. Ampicillin digunakan pada pengobatan infeksi pencernaan, infeksi
saluran pernafasan, infeksi saluran kencing, infeksi jaringan dan kulit. Ampicillin
bersifat bakterisidal, dengan menempel pada penicillin binding protein (PBP)
bakteri dan menghambat sintesa dinding sel bakteri. Ampicillin efektif
menghambat bakteri Gram negatif seperti Escherichia coli (Magbool et al., 2020).
Namun, saat ini menurut Khoirani et al, (2019) bahwa bakteri E. coli yang berasal
dari pangan asal hewan 100% mengalami resistensi terhadap Ampicillin. Hal ini
dimungkinkan karena antibiotik ini digunakan secara luas di kedokteran manusia
dan kedokteran hewan (Li et al., 2019).
Beberapa penelitian sebelumnya juga menemukan adanya resistensi

antimikroba pada jenis antibiotik yang lain seperti golongan Tetracycline,
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Aminoglikosida, dan Ciprofloxasin. Penelitian Adzitey et al, (2021)
menunjukkan bahwa lebih dari 50% antibiotik Tetracycline mengalami resisten
terhadap bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi, kemudian
resistensi terhadap antibiotik Gentamycin sebesar 28% dan resistensi terhadap
antibiotik Ciprofloxacin sebesar 30,5%.

Salah satu bakteri yang berperan pada kasus AMR adalah Escherichia coli.
Escherichia coli memainkan peran penting dalam ekologi dan digunakan sebagai
bioindikator dari resistensi antimikroba (Ramos et al., 2020). Escherichia coli
bertindak sebagai donor maupun penerima gen resistensi sehingga ia dapat
memperoleh gen resistensi dari bakteri lain dan juga mewariskan gen
ketahanannya ke bakteri lain. Sehingga Escherichia coli disebut sebagai reservoir
utama gen resistensi yang bertanggung jawab atas kegagalan pengobatan baik
dalam kedokteran manusia maupun kedokteran hewan (Poirel et al., 2018).
Escherichia coli berpotensi menjadi penyebab terbesar kejadian AMR dan
memerankan peran penting dalam akusisi dan desiminasi mekanisme AMR
karena menghasilkan enzim Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL)
(Inderbinen et al., 2020).

Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) merupakan enzim yang dapat
menghidrolisa antibiotik golongan penilisin dan sefalosporin generasi ketiga dan
keempat dan monobactam kecuali sefamisin dan karbapenem (Hassuna et al.,
2020). Penyebaran global Escherichia coli yang memproduksi enzim ESBL
menimbulkan ancaman yang signifikan terhadap keefektifan antimikroba,

terutama sefalosporin generasi ketiga dan keempat (Geser ef al., 2012). Menurut
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Hassuna et al., (2020) pengobatan pasien yang mengalami infeksi saluran
perkemihan yang disebabkan oleh ESBL yang diproduksi Escherichia coli lebih
mabhal dibanding dengan non ESBL.

Enzim ESBL disandi oleh tiga gen penyandi resistensi yaitu blatem, blasuv
dan blactx-m. Penelitian Ansharieta ef al., (2021) menunjukkan bahwa pada bahan
pangan asal hewan ditemukan gen TEM penyandi ESBL. Hal ini juga dikuatkan
oleh Imasari (2017) bahwa gen penyandi ESBL telah menyebar antara manusia
dan hewan. Gen TEM telah dideteksi pada 48,1% pada isolat positif ESBL
(Mensah et al., 2016). blatem merupakan salah satu gen penyandi ESBL yang
paling sering dikonfirmasi pada suatu penelitian (Dirar et al., 2020). Penelitian
Naelasari et al., (2018) juga menunjukkan bahwa gen TEM ditemukan pada isolat
pasien Rumah Sakit Dr. Soetomo. Menurut Bajpal et al., (2017) bahwa gen
penyandi ESBL yang paling banyak ditemukan pada isolat yang berasal dari
pasien infeksi saluran perkemihan yaitu gen TEM sebesar 48,7%.

Selain memiliki resiko sebagai penyebab AMR, Escherichia coli juga dapat
menjadi penyebab foodborne disease. Escherichia coli memiliki beberapa strain
virulen yang sangat beragam dan tersebar secara luas di sistem terbuka, bakteri ini
mudah menyebar ke lingkungan dan berbahaya bagi kesehatan manusia (Li ef al.,
2020). Escherichia coli memiliki strain O157:H7 yang menghasilkan shiga toxin
(STEC) yang merupakan ancaman bagi kesehatan masyarakat. Strain ini
menyebabkan penyakit hemorragic colitis (HS) dan hemolytic-uremic syndrome
(HUS) pada manusia. Selain menyebabkan penyakit, Escherichia coli juga

menjadi penyebab gagalnya terapi antimikroba untuk infeksi STEC karena
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terjadinya resistensi (Poirel et al., 2018). Salah satu gen yang mengkode STEC
dan banyak ditemukan pada ternak, utamanya sapi yaitu stx2 (Ansharieta ef al.,
2021).

Stx2 merupakan salah satu gen yang mengkode STEC. Menurut penelitian
Aslan et al., (2018) bahwa ditemukan gen stx pengkode STEC sebanyak 12,06%
pada sampel daging yang diteliti. Kemudian penelitian Okuno et al., (2021)
menunjukkan bahwa dari 90 sampel sapi potong positif gen stx, 58 sampel
menunjukkan gen stx2, 13 sampel stx/ dan 19 sampel menunjukkan s#x/ dan stx 2.
Begitu juga dengan penelitian Minh et al., (2015) yang menjukkan bahwa gen
stx-2 merupakan subtipe gen yang paling banyak dideteksi pada daging segar. Gen
stx-2 biasanya dihubungkan dengan penyakit HUS pada manusia (Suardana ef al.,
2016).

Daging sapi merupakan salah satu sumber pangan asal hewan yang penting
bagi masyarakat, utamanya untuk memenuhi kebutuhan protein hewani. Daging
yang mengandung nutrisi lengkap menjadikannnya media baik bagi pertumbuhan
bakteri, salah satunya Escherichia coli. Adanya Escherichia coli pada daging
memperparah kejadian infeksi pada manusia, karena dapat mentrasmisikan infeksi
dan penyakit ketika pengolahan, persiapan atau ketika dikonsumsi oleh konsumen
(Shabana and Al Enazi, 2020). Escherichia coli pada feses sapi potong dapat
masuk kedalam rantai penyediaan daging melalui kontaminasi fekal ketika
pemotongan, kontak hewan dan manusia, langsung/tidak langsung, kontak
manusia dan manusia menjadi peran penting transmisi infeksi (Shabana and Al

Enazi, 2020). Kemudian ESBL yang dihasilkan oleh Escherichia coli dapat
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ditransmisikan melalui daging jika standar operasional prosedur seperti praktik
higene dan sanitasi lingkungan tidak diimplementasikan di peternakan, rumah
pemotongan (RPH) maupun tempat penjualan daging. Daging sapi segar yang
dijual secara ecer di pasar, toko, supermarket dapat menjadi transmisi ESBL dari
hewan ke manusia (Irrgang et al., 2018).

Pendekatan One Health merupakan salah satu solusi untuk menanggulangi
kejadian AMR. Melalui pendekatan ini, peneliti dapat mengidentifikasi reservoar
dari AMR dan mendemonstrasikan rute transmisi potensial di dalam dan di antara
hubungan manusia, hewan dan lingkungan (Inderbinen et al., 2020). Kejadian
ESBL yang terus meningkat menjadi fokus kesehatan masyarakat. Namun data
kejadian ESBL yang dihasilkan oleh Escherichia coli pada pangan asal hewan
khususnya daging segar di Kota Surabaya masih terbatas. Bahkan belum ada
penelitian molekuler yang mendeteksi penyebaran gen penyandi resistensi ESBL
(blatem) dan toksin shiga (stx-2) yang dihasilkan Escherichia coli yang diisolasi
dari daging sapi segar yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya.

Berdasarkan latar belakang diatas, maka penting dilakukan penelitian untuk
mengetahui keberadaan gen blatem penyandi ESBL dan s#x-2 penyandi toksin
shiga pada Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi segar yang dijual di

pasar tradisional Kota Surabaya.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah pada penelitian ini
yaitu :

Apakah ditemukan bakteri Escherichia coli yang di isolasi dari daging sapi
segar di pasar tradisional Kota Surabaya?

Bagaimana pola resistensi isolat Escherichia coli yang di isolasi dari daging
sapi segar yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya terhadap antibiotik
Aztreonam, Ampicillin, Tetracycline, Gentamycin, dan Ciprofloxacin?

Apakah ditemukan gen blatem penyandi Extended Spectrum Beta Lactamase
(ESBL) pada isolat Escherichia coli yang di isolasi dari daging sapi segar
yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya?

Apakah ditemukan gen stx-2 penyandi toksin shiga pada isolat Escherichia
coli yang di isolasi dari daging sapi segar yang dijual di pasar tradisional Kota

Surabaya?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum :

Melakukan isolasi dan identifikasi bakteri Escherichia coli yang di
isolasi dari daging segar yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya.
Kemudian mengetahui pola resistensinya terhadap beberapa jenis
golongan antibiotik dan menemukan gen penyandi resistensi antibiotik

ESBL serta toksin shiga pada isolat Escherichia coli.
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1.3.2 Tujuan Khusus :

1. Menemukan bakteri Escherichia coli yang di isolasi dari daging segar
yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya

2. Mengetahui pola resistensi isolat Escherichia coli yang di isolasi dari
daging segar yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya terhadap
antibiotik  Aztreonam, Ampicillin, Tetracycline, Gentamycin, dan
Ciprofloxacin

3. Menemukan gen blatem penyandi Extended Spectrum Beta Lactamase
(ESBL) pada isolat Escherichia coli yang di isolasi dari daging segar yang
dijual di pasar tradisional Kota Surabaya

4. Menemukan gen stx-2 penyandi toksin shiga pada isolat Escherichia coli
yang di isolasi dari daging segar yang dijual di pasar tradisional Kota

Surabaya

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

Manfaat teoritis yang diperoleh dari penelitian ini yaitu memberikan
tambahan informasi dan ilmu pengetahuan tentang adanya antimicrobial
resistance dan foodborne disease yang disebabkan oleh bakteri Escherichia

coli yang ada di daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya.

1.4.2 Manfaat Praktis

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini yaitu menjawab kebutuhan

nasional akan jaminan keamanan pangan asal hewan yang sangat
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mempengaruhi kesehatan manusia. Melalui penelitian ini, peneliti berharap
dapat memberikan informasi scientific mengenai keberadaan gen blatem
penyandi Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) dan gen stx-2 penyandi
toksin shiga yang dihasilkan oleh bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari
daging segar yang dijual di pasar tradisional Kota Surabaya. Penelitian ini
juga diharapkan dapat menjawab isu One Health, yaitu tercapainya
keseimbangan makhluk hidup di bumi melalui terjaganya kesehatan manusia,
hewan dan lingkungan. Sehingga dari penelitian ini, diharapkan dapat
membantu pemerintah dalam menjalankan evaluasi dan monitoring terhadap

kejadian Antimicrobial Resistance di Indonesia.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daging Sapi

Daging adalah bagian otot skeletal dari karkas sapi yang aman, layak dan
lazim dikonsumsi manusia. Daging segar adalah daging yang belum diolah dan
atau tidak ditambahkan dengan bahan apapun (SNI 3932:200). Mutu daging
memiliki standar yang telah diatur oleh SNI 3932:200. Berikut merupakan peta

karkas daging sapi sesuai Standar Nasional Indonesia (Gambar 2.1).

Gambar 2. 1 Peta karkas sapi (SNI 3932:200).

Daging merupakan salah satu bahan pangan yang sangat penting untuk
memenuhi kebutuhan gizi masyarakat utamanya protein hewani. Daging sapi
kaya akan protein, zat besi dan beberapat vitamin penting, terutama vitamin B.
Zat gizi dalam daging sapi yaitu air 66,0 g, protein 18,8 g, energi 207,0 K, lemak
14,0 g, kalsium 11,0 mg dan zat besi 2,8 mg. Selain karena nilai gizinya,
masyarakat menilai daging dari sifat-sifatnya seperti keempukan, rasa, aroma,
warna dan sari minyaknya (Tim EWS, 2014). Menurut Elsie, (2016) daging
memilki nutrisi yang tinggi dengan komposisi 75% air, 18% protein dan 3,5%

lemak, 3,5% zat non protein larut air.
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Berdasarkan SNI 3932:200 daging sapi harus memenuhi persyaratan mutu
fisik (Tabel 2.1) dan secara mikrobiologis (Tabel 2.2) untuk menjamin bahwa
daging yang beredar di masyarakat aman, sehat, utuh, halal dan thayyib.

Tabel 2. 1 Tingkatan mutu daging secara fisik.
No Jenis Uji Persyaratan Mutu

1 2 3
1 Warna daging Merah terang keﬁflﬁlan Merah gelap
Skor 1-5 Skor 6.7 Skor 8-9
. Putih .
2 Warna lemak Slf(l)lrtl?- 3 kekuningan Slil(l)rru;l _gb
Skor 4-6
3 Marbling Skor 9-12 Skor 5-8 Skor 1-4
4 Tekstur Halus Sedang Kasar

Tabel 2.2 Syarat mutu mikrobiologis daging sapi.

No Jenis Uji Satuan Persyaratan

1 Total Plate Count cfu/g Maksimum 1 x 10°
2 Coliform cfu/g Maksimum 1 x 102
3 Staphyllococcus aureus cfu/g Maksimum 1 x 10?
4 Salmonella sp. Per25¢g Negatif

5 Escherichia coli cfu/g Maksimum 1 x 10!

Beberapa uji yang dapat dilakukan untuk mengetahui kualitas daging sapi
antara lain pemeriksaan organoleptik (uji warna, bau, konsistensi), pengukuran
nilai pH, pemeriksaan susut masak, pemeriksaan awal pembusukan menggunakan
metode Uji Eber atau Uji Postma. Pemeriksaan organoleptik bertujuan untuk
mengetahui daging yang masih segar dengan yang sudah busuk. Daging segar
berwarna merah terang, baunya khas daging sapi, citarasa dan jus daging
(juiciness) enak serta konsistensinya kenyal (Fikri dkk., 2017). Menurut Wibisono
(2014) daging yang berkualitas baik mempunyai rasa gurih dan aromanya sedap.
Kemudian untuk pH, nilai pH menentukan pertumbuhan dan perkembangan

bakteri pada daging. Pengukuran nilai pH dapat menggunakan gelas elektroda dari
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pH meter. Nilai pH normal pada daging segar yaitu 5,5-5,8 setelah 24 jam
disembelih. Bakteri rata-rata tumbuh optimal pada pH 7,0 dan tidak akan tumbuh
pada pH dibawah 4,0 dan diatas 9,0.

Pemeriksaan susut masak (cooking loss) merupakan persentase berat daging
yang hilang karena pemasakan. Apabila daging tersebut memiliki persentase susut
masak lebih rendah, maka daging tersebut memiliki kualitas yang baik dibanding
daging yang lain. Hal ini disebabkan persentase susut masak yang tinggi
menyebabkan nutrisi dalam daging hilang lebih banyak. Menurut Wibisono (2014)
susut masak daging normal berkisar 1,5 hingga 54,5 %. Kemudian untuk uji
kebusukan, dapat dilakukan dengan Uji Eber, dimana daging yang busuk akan
mengeluarkan awan putih/embun di dinding tabung, disebabkan rantai asam
amino akan terputus oleh asam kuat (HCI) dan membentuk gas (NH4Cl). Waktu
dehidrasi daging serta pengeluaran darah yang belum berlangsung sempurna juga
dapat meningkatkan laju awal pembusukan. Sedangkan pada Uji Postma,
perubahan terjadi pada kertas lakmus karena adanya gas NH3 yang terakumulasi
pada cawan petri. Proses awal pembusukan pada daging diindikasikan dengan

adanya gas NH3.

2.2 Bakteri Escherichia coli

Klasifikasi bakteri Escherichia coli

Kingdom : Bacteria

Divisi : Proteobacteria
Classis : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
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Genus : Escherichia
Species : Escherichia coli
(CABI Data Mining, 2001).

Bakteri Escherichia coli merupakan Gram negatif, berbentuk batang, tidak
berspora, motil dengan flagella petrikus, fakultatif anaerob, berdiameter 0,5 pm
dan panjang 1,0-3,0 um dari famili Enterobacteriaceae (Gambar 2.2) (Jang et al.,
2017 dan Prasetya dkk., 2019). Bakteri Escherichia coli mempunyai tiga jenis
antigen, yaitu antigen O, antigen K dan atigen H. Antigen-O yang merupakan inti
dari lipopolisakarida dan unit-unit polisakarida, biasnya antigen-O berhubungan
dengan penyakit khusus pada manusia, misalnya tipe spesifik O dari Escherichia
coli ditemukan pada diare. Antigen-K yang merupakan kapsul dari polisakarida,

sedangkan antigen-H merupakan antigen flagella (Wibowo dkk., 2008).

Gambar 2.2 Escherichia coli tiga dimensi (Kock, 2022).

Escherichia coli mudah tumbuh pada media macConkays Agar dengan
menghasilkan warna koloni pink kemerahan karena menfermentasi laktosa.
Escherichia coli tumbuh pada MacConkey Agar dengan diameter koloni 2-3 mm
berwarna merah/tidak berwarna (Normaliska dkk, 2019). Kemudian Fosin
Methylen Blue Agar merupakan media potensial untuk melakukan isolasi bakteri

Escherichia coli dengan menunjukkan karakteristik hijau metalik. Bakteri
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Escherichia coli juga menunjukkan oksidase negatif, indol positif serta dapat
menfermentasi laktosa, glukosa dan sukrosa. Bakteri Escherichia coli tumbuh
dengan baik pada suhu 37° C dan pH 6,0-7,0 (Prasetya dkk., 2019; Shabana and
Al Enazi, 2020).

Escherichia coli merupakan flora normal pada saluran pencernaan
(komensal). Escherichia coli berperan penting dalam sintesis vitamin K, konversi
pigmen-pigmen empedu, asam-asam empedu dan penyerapan zat-zat makanan.
Escherichia coli termasuk ke dalam bakteri heterotrof yang memperoleh makanan
berupa zat oganik dari lingkungannya karena tidak dapat menyusun sendiri zat
organik yang dibutuhkannya. Zat organik diperoleh dari sisa organisme lain.
Bakteri ini menguraikan zat organik dalam makanan menjadi zat anorganik, yaitu
CO3, H20, energi, dan mineral (Ganiswarna 1995 dalam Kusuma 2010).

Selain memiliki peran penting sebagai flora normal, Escherichia coli dapat
menjadi bakteri berbahaya (patogen). Bakteri E.coli patogen dapat menyebabkan
penyakit seperti infeksi saluran kemih, diare, sepsis, maupun meningitis (Kusuma,
2010). Pada kasus diare atau strain intraintestinal Escherichia coli diklasifikasikan
berdasarkan sifat-sifat virulensinya antara lain, Enterotoksigenik Escherichia coli
(ETEC), Enteroinvasif Escherichia coli (EIEC), Enteropatogenik Escherichia coli
(EPEC), Enterohemoragik Escherichia coli (EHEC) atau Shiga Toxin
Escherichia coli (STEC), dan Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC). Kelima
strain bakteri tersebut dapat menyebabkan diare pada manusia maupun hewan
dengan derajat keparahan yang beragam. Hal ini disebabkan karena bakteri E.coli

patogen mampu mengeluarkan racun atau yang disebut Shiga-like toxin.
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Kemudian juga terdapat strain extra-intestinal antara lain uropathogenic (UPEC),

meningitic (NMEC), avian pathogenic (APEC) dan septisemic pathotypes (Tabel

2.3) (Shinha et al., 2019).

Tabel 2.3 Escherichia coli patogen.

Patotipe Host .DOSIS. Gejala klinis Ge{l / fakt.o r P.lasmld. Tempat .
infeksi virulensi virulensi  kolonisasi
Diare berair .
’ LEE, Intimin
EPEC Anak-anak <5 105-1010 muntgh, panas, (cac”), BFP EAF Usus
tahun sakit perut, v halus
(bfp™)
mual
. . hemolysin (hly), Toksin Ileum
STEC alr?ael?_’ Z;Zk <1000 DI‘;‘ée %e[r;gr’ cac™, stx”, pengkode distal,
’ ehxA* pO157 kolon
Anak-anak < 3 Virulensi/
tahun, dewasa, 6 118 Diare berair, DT .
EIEC orang dengan 11(())__11000 berpotensi ]1?? IC’ g) 211?’ pilgizlid Kolon
imunosupresi, HUS T (pINV)
traveler p
ShET1, ShET2,
Pet, aggR",
AAF/T (aggA™)
Dewasa, AAF/II (aafA™), PAA
anak-anak di Diare AAF/III mengkode Usus
EAEC negara 1010 ersisten. HUS (agg3A), faktor dan halus,
berkembang, p ’ AAF/IV toksin kolon
traveler (aggdA), AAF/V adheren
(agg5A)
EAST1(astA"),
dispersin (aap™®)
Anak-anak <5 Plasmid
tahun, dewasa, mengkode Usus
ETEC orang dengan 108 Diare berair CFs, LT, ST toksin dan halus
imunosupresi, faktor
traveler kolonisasi

Yang et al., (2017).

2.3 Shiga Toxin Escherichia coli (STEC)

Shiga Toxin Escherichia coli (STEC) adalah grup Escherichia coli yang

menghasilkan toksin shiga. Toxin ini dapat menyebabkan manusia mengalami

diare berdarah. Outbreak yang terjadi di Amerika Serikat karena Escherichia coli

disebabkan karena STEC O157 (CDC, 2020). Manusia yang lebih rentan
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terinfeksi Escherichia coli adalah orang dewasa dengan usia 65 tahun keatas,
anak-anak yang usianya dibawah lima tahun, manusia dengan imun sistem yang
buruk termasuk wanita hamil serta manusia yang bepergian ke negara-negara
tertentu. Gejala klinis STEC yaitu mengalami diare berdarah, perut mengalami
kram hingga parah. Beberapa juga mengalami muntah dan jarang terjadi demam.
Simptom biasanya terjadi selama lima hingga tujuh hari (CDC, 2020).

Menurut Yang et al., (2017) STEC atau biasa disebut EHEC merupakan
strain yang menyebabkan radang kolon berdarah (hemorrhagic colitis). Penularan
infeksi STEC utamanya melalui memakan atau menangani pangan yang
terkontaminasi, juga melalui kontak dengan hewan terinfeksi. Selain itu, kontak
langsung antara manusia, keluarga, sekolah, perawatan rumah sakit juga
menyebabkan transmisi STEC. STEC dapat tumbuh di rentang suhu yang luas dan
kondisi asam. Infeksi STEC sebagian besar merupakan foodborne, dan berbagai
sumber seperti makanan seperti daging sapi setengah matang, susu segar, salad,
sayur segar, buah dan makanan lain berhubungan dengan penyebab wabah. Faktor
virulensi utama STEC adalah Stx, intimin, translocated intimin receptor (Tir),
type 11l secretion system (T3SS) dan hemolysin (hly).

Menurut White et al., (2016) sejak 1988 hingga 2014, 470 wabah STEC
dilaporkan di Amerika Serikat. Sebanyak 237 wabah berasal dari makanan, antara
lain 125 (53%) dari daging sapi, 44 (19%) dari buah, 30 (13%) dari susu, 7 (3%)
dari kecambah. Prevalensi STEC tidak tergantung jenis kelamin tapi cenderung
pada cara konsumsi makanan yang dilakukan tiap individu. Seperti kasus STEC

lebih banyak pada wanita karena mereka mengkonsumsi buah dan sayur lebih
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banyak dari pria. Musim juga dilaporkan berpengaruh, dimana wabah STEC di
musim hangat, beberapa di musim dingin. Angka kejadian meningkat pada
bulan-bulan hangat, dimana terjadi peningkatan kemampuan bertahan dan
proliferasi bakteri. Untuk wabah akibat produk susu, rata-rata terjadi secara lokal,
hal ini disebabkan susu tidak dipasturisai tidak dapat dijual di toko, sehingga
distribusinya terbatas.

Untuk mencegah infeksi STEC pada pangan dapat dilakukan dengan
perlakuan panas. Suhu pasturisasi (63 °C selama 30 menit, 72 °C selama 15 detik,
atau 89 °C selama 1 detik) telah terbukti efektif untuk mengendalikan
pertumbuhan bakteri STEC, namun tidak terbukti efektif utnuk pengendalian
toksin shiga. Toksin shiga ditemukan stabil terhadap panas pada proses pasturisasi
dan tidak terdapat pengurangan aktivitas biologis. Namun peningkatan suhu
pemanasan hingga 100 °C selama lima menit dapat menginaktivasi toksin tersebut

(Rahayu dkk., 2018).

2.4 Gen Stx2

Gen stx (stx! dan/atau stx2) merupakan gen yang mengkode toksin shiga yang
merupakan faktor virulensi utama dari EHEC/STEC. Istilah enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) awalnya digunakan untuk menunjukkan bakteri
Escherichia coli penghasil toksin shiga (STEC), sehingga EHEC telah ditetapkan
sebagai bagian dari STEC. Gen « terletak di kromosom yang diperantarai oleh fag
merupakan gen yang mengkode produksi toksin shiga 1 (Stx1) atau toksin shiga 2
(Stx2). Toksin shiga merupakan faktor virulensi yang memberikan efek biologis

dengan menghambat sintesa protein dan apoptosis rRNA (Eklund, 2005).
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Toksin shiga merupakan holotoksin yang terdiri dari subunit A dan B
pentametrik. Pada membran sel eukariotik, reseptor Stx merupakan
globotriaosylceramide (Gb3). Ketika terikat pada membran sel target, molekul
toksin shiga diinternalisasi melalui vesikel oleh mekanisme endositik sel epitel
usu, diangkut melalui jaringan trans-Golgi dan aparatus Golgi ke retikulum
endoplasma dan membran nukleus. Selanjutnya ketika subunit Stx A dipotong
oleh protease menghasilkan fragmne A1l dan A2 yang aktif secara katalitik. Al
mampu menghambat langkah pemanjangan rantai peptida protein sintesis yang
menyebabkan kematian sel (Eklund, 2005).

Stx1 dan Stx2 memiliki cara kerja yang sama, namun toksisitas berbeda. Stx2
memiliki kemampuan seribu kali lebih sitotoksik terhadap sel endotel
mikrovaskular ginjal manusia dibanding Stx1, sehingga dipercaya menjadi
penyebab HUS. Stx2 menjadi toksin paling umum terkait HUS atau pasien dengan
gejala parah. Stx2 juga telah diidentifikasi sebagai toksin yang ditemukan pada
sapi (Eklund, 2005).

Beberapa metode untuk mendeteksi toksin shiga (Stx) baik itu Stx1 atau Stx2
yaitu dengan enzyme-immunoassays (EIA-assays) pada kultur bakteri atau tinja.
Uji EIA sebagian besar menggunakan metode sandwich, dimana antibodi
monoklonal atau poliklonal immobile digunakan sebagai ligan untuk molekul Stx.
Ikatan toksin Stx dan antibodi-enzym-konjugat kit membentuk reaksi warna yang
terlihat sehingga menjukkan adanya toksin Stx dalam sampel. Selain itu, uji
aglutinasi lateks pasif terbalik (RPLA) dapat mendeteksi toksin shiga dalam kultur

bakteri. Dalam RPLA, keberadaan Stx dideteksi dengan anti-Stx yang terikat pada

IDENTIFIKASI GEN blaTEM... LAILATUL MAGHFIROH



TESIS

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 19

partikel lateks. Selama inkubasi, adanya Stx ditunjukkan dengan aglutinasi toksin
Stx dan molekul anti-Stx yang terikat lateks di dinding mikrotiter (Eklund, 2005).
Selain itu terdapat metode genetik molekuler seperti reaksi polymerase
berantai (PCR) dan metode hibridisasi sangat bermanfaat untuk mendeteksi gen
stx. PCR memungkinkan pengujian kultur bakteri atau sampel pasien langsung
seperti tinja untuk mencari gen virulensi. Namun umumnya, kultur tinja atau
kultur bakteri murni lebih direkomendasikan karena tinja biasanya mengandung
zat penghambat untuk reaksi PCR, menurunkan spesifitas dan sensitivitas dari

pengujian (Eklund, 2005).

2.5 Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL)

Extended Spectrum f-Lactamase (ESBL) merupakan enzim penting dalam
klinis dan ekonomi karena dapat menghirolisa dan menginaktivasi antibiotik
golongan f-laktam. Keberadaan ESBL juga terkait dengan antibiotik kelas lain
seperti  fluroquinolon, Aminoglycoside dan trimetoprim-sulfamethoxazole.
Sehingga hal ini menyebabkan infeksi yang disebabkan oleh bakteri yang
menghasilkan ESBL semakin terbatas pemilihan terapinya (Nobrega and Marcelo,
2014). Infeksi ESBL menyebabkan tingkat kematian yang lebih tinggi akibat
keterlambatan dalam menerapkan terapi antimikroba yang tepat, karena antibiotik
yang diresepkan secara empiris tidak efektif (Falagas and Karageorgopoulos,
2009).

Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) merupakan enzim yang mampu
menghidrolisa antibiotik golongan Penicillin, sefalosporin generasi ketiga dan

keempat serta golongan monobaktam. ESBL dihasilkan oleh bakteri gram negatif
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seperti Escherichia coli dan Klebsiella pneumoniae (Montso et al., 2019). Gen
ESBL terletak di plasmid yang mudah ditasmisikan dari strain satu ke strain yang
lain dan diantara spesies bakteri. Meskipun prevalensinya tidak diketahui, namun
peningkatanannya jelas (Gambar 2.3) dan di dunia 10-40% strain Escherichia coli
dan Klebsiella pneumonia mengeskpresikan ESBL (Rupp and Fey, 2003). Di
Eropa, infeksi Escherichia coli penghasil ESBL pada tiga ratus ribu jiwa dan

menyebabkan kematian sembilan ratus orang (Cassini et al., 2019).

Gambar 2.3 Kasus ESBL-Enterobacteriaceae meningkat sejak 2012 (CDC,
2019).

Gen penyandi enzim ESBL telah diklasifikasikan menjadi tiga subtipe
utama yaitu TEM, SHV dan CTX-M. ESBL tipe TEM dan SHV adalah kelompok
besar yang berbeda dari enzim pearental dengan sedikitnya satu atau dua asam
amino. Perbedaan ini memperluas spektrum aktivitas enzimatiknya, meyebabkan
mampu menghidrolisa sefalosporin yang memiliki rantai samping oxyimino yaitu
sefalosporin generasi ketiga dan Aztreonam (Rawat and Nair, 2010). Kemudian,
tipe CTX-M merupakan kelompok heterogen dan komplek enzim yang berasal
dari relokasi gen Kluyvera kromosom ke elemen genetik seluler, memberikan

resistensi terhadap cefotaxime dan ceftazidime (Canton, ef al., 2012). Tipe TEM
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dan SHV sempat mendominasi diseluruh dunia, namun situasi ini berubah. Saat
ini tipe CTX-M menjadi jenis ESBL yang paling luas (Jena et al., 2017).

Deteksi ESBL yang diproduksi bakteri Gram negatif di laboratorium
mikrobiologi klinis dilakukan untuk melihat fenotipnya. CLSI merekomendasikan
uji skrining dan konfirmasi untuk mendeteksi produksi ESBL. Kedua uji tersebut
bervariasi berdasarkan breakpoint sefalosporin yang diterapkan di laboratorium.
Menurut Biutifasari (2018) uji skrining yaitu uji penyaringan untuk melihat
kerentanan pada lebih dari satu indikator cephalosporin (cefotaxime, ceftriaxone,
ceftazidime, cefpodoxime dan Aztreonam). Pengurangan kerentanan dari
cephalosporin menunjukkan hasil yang positif. Hasil positif dari tes skrining
dilanjurkan dengan tes konfirmasi ESBL. Tes konfirmasi ESBL memberikan
gambaran sinergi antara ceftazidime atau cefotazime dan clavaculanat. Metode
ESBL memerlukan inkubasi semalam dan memiliki keterbatasan yang
mempengaruhi sensitivitas dan spesifitas. Deteksi ESBL tidak hanya bermanfaat
untuk pengendalian infeksi tetapi juga membantu pengambilan keputusan

terapeutik (Castanheira et al., 2021).

2.6 Gen blatem

Gen blatem merupakan salah satu gen penentu resistensi antibiotik yang
paling terkenal. Gen blatem memberikan resistensi terhadap antibiotik golongan
Penicillin dan sefalosporin generasi pertama, kedua, ketiga, keempat dan
monobaktam. Gen blatem ditemukan pertama kali pada tahun 1963 pada bakteri
yang resistensi terhadap Penicillin. Lebih dari 170 varian dari blatem.1 dengan

urutan asam amino berbeda dan fenotip yang resisten diisolasi dirumah sakit dan
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klinik di seluruh dunia. Gen blatem bekerja dengan menghidrolisis cincin beta
laktam Penicillin, sefalosporin dan antibiotik sejenisnya dan ditemukan dengan
frekuensi tinggi di rumah sakit dan klinik di seluruh dunia (Salverda et al., 2010).

Varian TEM telah diidentifikasi sebanyak 234 varian, meskipun tidak
semuanya memiliki fenotipe ESBL. TEM-1 merupakan varian ESBL yang
dimediasi plasmid. Enzim TEM dinamakan demikian karena ditemukan pada
isolat Escherichia coli yang berasal dari darah pasien Yunani bernama Temoneira.
Turunan pertama dari TEM yaitu TEM-2 memiliki subtitusi asam amino tunggal
GIn29Lys dari TEM-1. Perubahan ini tidak mengubah profil substrat dari TEM-1,
namun TEM-2 berfungsi sebagai nenek moyang untuk banyak tipe TEM. Varian
tipe TEM yang pertama kali menunjukkan fenotipe ESBL adalah TEM-3
(Castanheira et al., 2021).

Mobile genetic elements (MGE) seperti plasmid, transposon, urutan
penyisipan (IS) integron dan bakteriofag berkontribusi terhadap penyebaran
berbagai gen penyandi ESBL. MGE dapat memindahkan dirinya sendiri dan/atau
gen dari satu lokasi ke lokasi lain di dalam sel atau dipindahkan dari sel ke sel
secara horizontal melalui konjugasi, transformasi, atau dalam kasus bakteriofag,
melalui transduksi. MGE membawa banyak gen resistensi yang memberikan
fenotip MDR ke inangnya. Gen yang mengkode TEM-1, TEM-2 dan turunan
ESBLnya biasanya dibawa oleh transposon mirip Tnl-, Tn2- atau Tn3- seperti

Gambar 2.4 (Castanheira ef al., 2021)

Gambar 2.4 Struktur genetik yang menyimpan gen blarem yang mengkode ESBL
(Castanheira et al., 2021).
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2.7 Escherichia coli Penghasil ESBL pada Daging

Daging sapi segar mengandung banyak air dan protein yang merupakan
media pertumbuhan mikroba yang baik. Adanya Escherichia coli dalam daging
segar dapat terjadi melalui penyembelihan hewan diluar RPH, praktik
penyembelihan yang tidak higenis, dan praktik tradisional konsumsi daging
mentah. Rantai penyediaan daging yang dimulai dari RPH hingga siap dikonsumsi
masyarakat, menyebabkan kemungkinan terjadinya beberapa kali kontak,
sehingga meningkatkan kemungkinan kontaminasi mikroba. Pada daging sapi
segar ditemukan Escherichia coli penghasi ESBL (Abayneh et al., 2019).

Pada tiap negara, prevalensi Escherichia coli yang ditemukan pada daging
berbeda, hal ini disebabkan oleh perbedaan standar sanitasi daging tempat toko
pengecer dan praktik higenis penjamah daging. Praktik sanitasi dan higenis yang
rendah berkontribusi terhadap kontaminasi silang daging dengan isolat
Escherichia coli. Jumlah Escherichia coli pada daging lebih tinggi dibanding
tangan penjamah, pisau, papan pemotong, dan pakaian pelindung. Hal ini
membuktikan bahwa daging segar mengandung proporsi aktivitas air yang tinggi
dan protein internal yang menyediakan lingkungan yang cocok bagi mikroba
(Abayneh et al., 2019).

Kontaminasi dapat terjadi pada proses pengangkutan usus, tangan penjamabh,
penanganan, pemrosesan, toko eceran tempat menjual daging. Praktik penanganan
dan pengolahan daging yang tidak higenis merupakan kontributor utama

penyebaran ESBL dan bakteri MDR (Abayneh et al., 2019). Prevalensi
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Escherichia coli penghasil ESBL di daging sapi segar di Singapura yaitu 7,3%
dan Australia 5,3% (Guo ef al., 2020).

Adanya Escherichia coli penghasil ESBL di daging sapi segar dapat
disebabkan kontaminasi dari feses. Hal ini dibuktikan oleh penelitian Palmeira et
al., (2020) bahwa ditemukan Escherichia coli penghasil ESBL di feses sapi
potong di Brazil. Di Jerman sebanyak 11,2% sapi potong juga memiliki
Escherichia coli penghasil ESBL (Michael et al., 2016). Juga penelitian Montso ef
al., (2019) yang menunjukkan adanya Escherichia coli penghasil ESBL pada
isolat daging sapi segar dan sapi potong di Afrika selatan.

Perbedaan geografis yang besar dalam gen ESBL diamati di seluruh dunia.
Namun meskipun gen ini tersebar luas, perbedaan lokal jelas ada. Beberapa
penelitian telah menggambarkan keberadaan ESBL-Escherichia coli pada hewan
dan daging, kemungkinan besar disebabkan oleh penggunaan sefalosporin
ceftiofur generasi ketiga dalam pangan asal hewan. Sejak akhir 1990-an,
ESBL-Escherichia coli telah terdeteksi pada daging eceran dan hewan produksi di
Eropa, Asia, Afrika, dan Amerika Serikat. Gambar 2.5 menunjukkan distribusi

enzim ESBL pada hewan penghasil pangan di Eropa.

Gambar 2.5 Distribusi enzim ESBL pada hewan penghasil pangan di Eropa
(Ramos et al., 2019).
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2.8 Antibiotik

Menurut Etebu and Arikekpar (2016) antibiotik berasal dari kata ‘antibiosis’
yang berarti ‘melawan kehidupan (against life)’. Antibiotik pada awalnya
dianggap sebagai senyawa organik yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang
bersifat toksik bagi mikrorganisme lain. Sehingga antibiotik diartikan secara luas
sebagai zat yang dihasilkan oleh mikroorganisme atau berasal dari bahan biologis,
dimana dengan konsentrasi rendah dapat menghambat pertumbuhan atau
membunuh mikroorganisme lain. Dan saat ini, definisinya telah dimodifikasi,
termasuk antimikroba yang diproduksi dengan setengah atau sepenuhnya melalui
sintesis. Antibiotik yang mampu membunuh bakteri secara penuh disebut
bakterisidal, sedangkan antibiotik yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri
disebut bakteriostatik (Satari, 2013).

Etebu and Arikekpar (2016) menyebutkan terdapat beberapa klasifikasi
antibiotik, yang sebagian besar didasarkan pada struktur molekul, mode aksi,
aktivitas spektrum dan rute administrasi. Untuk antibiotik dengan struktur yang
sama, biasanya memiliki efektivitas, toksisitas dan potensi efek samping alergi
yang mirip. Beberapa kelas antibiotik berdasarkan struktur molekuler dan kimiawi
adalah Beta laktam, Makrolida, Tetracycline, Quinolon, Aminoglycoside,
Sulfonamida, Glikopeptida dan Oxazolidinones.

Menurut Etebu and Arikekpar (2016) antibiotik Beta Laktam mengandung
cincin 3-karbon dan 1-nitrogen yang sangat reaktif. Cincin beta laktam dapat
mengganggu protein penting untuk sintesis dinding sel, sehingga dapat

menyebabkan kematian atau hambatan pertumbuhan bakteri. Selain itu, enzim
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bakteri tertentu seperti penicillin-binding protein (PBP) bertanggung jawab untuk
ikaan silang unit peptida selama sintesis peptidoglikan. Antibiotik beta laktam
dapat mengikatkan diri mereka dengan enzim PBP sehingga mengganggu sintesis
peptidoglikan sehingga menyebabkan lisis dinding dan kematian sel bakteri.
Antibiotik beta laktam antara lain Penicillin, Sefalosporin, Monobaktam dan
Karbapenem
a) Monobaktam

Menurut Etebu and Arikekpar (2016) antibiotik kelas monobaktam diperoleh
dari bakteri Chromobacterium violaceum. Cincin beta laktam pada monobaktam
berdiri sendiri dan tidak bergabung dengan cincin yang lain. Aztreonam
merupakan sediaan antibiotik monobaktam yang tersedia secara komersial.
Aztreonam aktif melawan bakteri Gram negatif (narrow spectrum) dan digunakan
untuk pengobatan pneumonia, septikemia, dan infeksi saluran kemih. Antibiotik
monobaktam tidak efektif untuk bakteri Gram positif atau anaerob.
b) Penicillin

Etebu and Arikekpar (2016) mengungkapkan bahwa antibotik pertama yang
ditemukan adalah Penicillin, dilaporkan pada tahun 1929 oleh Alexander Fleming.
Penicillin G diisolasi dari jamur P. notatum, dan saat ini produksi antibiotik
melalui fermentasi mikroba biokimiawi dinilai lebih efektif dibanding mensintesis
dari bahan baku asli. Contohnya Ampicillin, karbenisilin, dan amoxicillin yang
dikembangkan dengan semi sintesis dengan rantai samping berbeda, sehingga

memiliki kemampuan menghindari kapasitas degradatif enzim bakteri tertentu
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yang menfasilitasi pergerakan antibiotik melalui membran luar seperti dinding sel
bakteri.
¢) Tetracycline

Tetracycline merupakan antibiotik yang diperoleh dari jamur Streptomyces
aureofaciens. Antibiotik tetracycline bersifat bakteriostatik dan berspektrum luas
karena peka terhadap bakteri Escherichia coli, Shigella, Salmonella, Proteus dan
Pseudomonas (Pelt dkk., 2016). Tetracycline efektif melawan bakteri Gram
negatif dan Gram positif. Antibiotik tetracycline telah diproduksi secara sintesis.
Antibiotik ini bekerja dengan cara menghambat ribosom 30S dan mengikat
aminoacyl-tRNA (Sumampouw, 2018).
d) Aminoglycoside

Etebu and Arikekpar (2016) mengungkapkan bahwa Aminoglycoside
merupakan salah satu kelas antibiotik dan anggota obat yang pertama kali
ditemukan yaitu streptomycin, pada 1943. Streptomycin mampu melawan bakteri
Mycobacterium tuberculosis. Antibiotik ini berhasil diperoleh dari tanah
Actimomycetes dan memiliki aktifitas antibakteri berspektrum luas. Antibiotik ini
mampu menghambat sintesis protein pada bakteri dengan mengikat salah satu
subunit ribosomal serta mampu efektif melawan bakteri Gram negatif anaerob dan
bakteri Gram positif tertentu. Namun seiring berjalannya waktu, streptomycin
ditemukan toxic tinggi sehingga ditemukan anggota Aminoglycoside baru yaitu
Gentamycin, Neomycin, Tobramycin dan Amikacin. Gentamycin tidak terlalu
toksik dan digunakan secara luas untuk infeksi Gram negatif batang seperti

Escherichia, Pseudomonas, Shigella dan Salmonella.
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e) Quinolone

Etebu and Arikekpar (2016) menjelaskan bahwa quinolone merupakan
antibiotik yang awalnya disebut asam nalidixic oleh ilmuwan pada penelitian obat
antimalaria. Kemudian setelah perkembangannya, diketahui bahwa kuinine
mampu mengganggu replikasi dan transkripsi DNA bakteri. Dua kelompok yang
dikembangkan dasar molekulnya yaitu quinolone dan naphthyridone termasuk
cinoxacin, norfloxacin, ofloxacin, ciproxacin, temafloxacin, sparfloxacin,
nalidixic acid dan enoxacin. Struktur secara umum mengandung dua cincin,
namun modifikasi struktur quinolon dilaporkan mengembangkan kemampuan
bioavailability dan aktivitas spektrum dan potensi mereka, dalam pengobatan
infeksi saluran pernafasan, perkemihan dan sistemik.

Menurut Etebu and Arikekpar (2016) potensi antimikroba pada sebagian
besar kelas antibiotik didasarkan pada alat unik pada struktur bakteri atau proses
metabolisme. Gambar 2.6 menunjukkan mekanisme aksi antibiotik antara lain
menghambat sintesa dinding sel, memecah struktur atau fungsi membran sel,
menghambat struktur dan fungsi asam nukleat, menghambat sintesis protein, dan

memblok jalur metabolisme kunci.

Gambar 2.6 Titik target antibiotik (Etebu and Arikekpar, 2016).
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1) Menghambat sintesa dinding sel

Sebagian besar bakteri dibungkus oleh lapisan rigid peptidoglikan yang akan
menjaga sel dari tekanan osmotik. Untuk tetap hidup, bakteri akan mensintesis
peptidoglikan dengan aktivitas PBP menggunakan enzim transglikosilase dan
transpeptidase. Kedua enzim berfungsi menambahkan molekul disakarida
pentapeptidase dan menaut silangkan (cross-link) strand unit peptidoglikan
immatur. Antibiotik seperti Penicillin, karbapenem dan sefalosporin melakukan
blok terhadap cross-linking unit peptidoglikan dengan menghambat katalisasi
formasi ikatan peptida dengan PBP.
2) Memecah struktur atau fungsi membran sel

Kelas antibiotik yang merusak membran sel bakteri adalah spesifik pada
setiap kelompok antibiotik tergantung perbedaan tipe lipid pada membran sel.
Contohnya daptomycin yang melakukan depolarisasi kalsium pada membran
sehingga menyebabkan penghentian dari sintesa makromolekul dan distrupsi
membran sel bakteri. Sedangkan polymyxin menyebabkan disintegrasi dari
membran sel bakteri dengan secara efektif mengikat bagian lipid dari
lipopolisakarida pada sel bakteri.
3) Menghambat struktur dan fungsi asam nukleat

Jalur metabolik yang menghasilkan sintesis asam nukleat sangat penting.
Distrupsi sintesis asam nukleat bertentangan dengan kelangsungan hidup dan
keturunan sel bakteri. Antibiotik mengganguu sintesis asam nukleat dengan
memblok replikasi atau memberhentikan transkripsi. Replikasi DNA akan

membentuk struktur double helix yang difasilitasi oleh enzim helikase. Contohnya

IDENTIFIKASI GEN blaTEM... LAILATUL MAGHFIROH



TESIS

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 20

pada antibitoik kuinolon, mereka mengganggu fungsi enzim helikase sehingga
merusak proses penguntaian DNA.
4) Menghambat sintesis protein

Bakteri sangat memerlukan protein untuk struktur, metabolisme, proses
fisiologis dan merespon kondisi. Protein dalam bakteri tergantung molekul
DNA-nya. Antibiotik menghambat sintesa protein dapat dibagi menjadi dua
subkelas yaitu inhibitor 50S dan inhibitor 30S. Inhibitor 50S contohnya
erythromycin, sehingga menghambat ribosom 50S dan memblok fase inisiasi pada
translasi protein atau fase elongasi pada sintesia protein. Inhibitor 30S contohnya
Aminoglycoside.
5) Memblok jalur metabolisme kunci

Beberapa antibiotik seperti sulfonamid dan trimetoprim menunjukkan wajah
dengan miniru substrat yang dibutuhkan untuk metabolisme seluler bakteri.
Sulfonamid bertindak seperti tetrahydrofolate yang dibutuhkan dalam sintesis
asam folat pada bakteri. Asam folat sangat penting untuk metabolisme asam
nukleat dan asam amino, sehingga sulfonamid merusak produksi DNA/RNA dan
asam amino dengan cara meniru substrat yang dibutuhkan oleh metabolisme asam

amino.

2.9 Resistensi Antibiotik

Menurut Cesur and Demiroz (2013) resistensi adalah kemampuan bakteri
melawan efek antagonis dari agen antibakterial baik dalam mencegah
perkembangbiakan atau bakterisidal. Perkembangan resistensi antibiotik pada

bakteri seringkali disebabkan oleh penggunaan antibiotik yang tidak perlu dan
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tidak sesuai. Terdapat empat tipe utama resistensi antibiotik yang berkembang
yaitu, resistensi alami (intrinsik), resistensi perolehan, resistensi persilangan dan
resistensi multi/pan obat.

Strain bakteri yang resisten terhadap tiga atau lebih kelas antimikroba disebut
multidrug resistance contohnya Acinetobacter spp. resisten terhadap Penicillin,
sefalosporin, fluroquinolon, dan Aminoglycoside. Menurut Cesur and Demiroz
(2013) multidrug resistance biasanya terjadi pada bakteri yang sebelumnya
pernah diobati dengan antibiotik tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa sebagian
obat tidak mampu lama dalam membunuh atau mengontol bakteri. Penggunaan
antibiotik secara tidak tepat menyebabkan multidrug resistance. Mekanisme
terjadinya dapat melalui dua cara yaitu pertama, bakteri mengakumulasi gen
multiple yang mengkode resistensi pada satu obat (tipe plasmid) dan kedua,
meningkatnya ekspresi gen yang mengkode effluk pump, inaktivasi enzim,
perubahan struktur target.

Menurut Cesur and Demiroz (2013) terdapat lima mekanisme resistensi
antibiotik seperti pada Gambar 2.7 yaitu (1) perubahan terjadi pada reseptor yang
menghubungkan obat dan bagian target koneksi antibiotik berbeda, variasinya
bisa berupa enzim atau ribosom. Resistensi dihubungkan dengan perubahan target
ribosom yang seringkali diamati pada antibiotik makrolida. Mutasi protein
pengikat Penicillin (enzim beta Lactamase) dan Staphyllococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis dan Enterococcus faecium

berkembang menjadi resisten terhadap antibiotik Penicillin.
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Gambar 2.7 Mekanisme resistensi antibiotika (Reygaert, 2018).

Kemudian (2) inaktivasi enzim antibiotik. Sebagian besar bakteri Gram
positif dan Gram negatif mensintesis enzim yang menggradasi antibiotik.
Mekanisme inaktivasi merupakan salah satu mekanisme penting. Beta Lactamase,
Aminoglycoside, modifikasi enzim seperti enzim acetylase, fosforiase dan
adenilase dapat menggradasi antibiotik beta laktam dan secara terus menerus
meningkatkan jumlah enzim inaktivasi termasuk terhadap chlorampenicol dan
erythromycin.

Selanjutnya (3) mereduksi permeabilitas membran luar dan dalam. Perubahan
permeabilitas membran menurunkan penyerapan obat ke dalam sel atau cepat
dikeluarkan melalui sistem pompa aktif. Hasil dari perubahan permeabilitas
membran menurunkan mutasi prin pada strain resisten dapat terjadi pada protein.
Contohnya Pseudomonas aeruginosa, strain spesifik porin (OprD) dapat
menyebabkan mutasi resistensi carbapenem. Reduksi permeabilitas dari membran

luar dapat memainkan jalur penting resistensi Quinolone dan Aminoglycoside.
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Kemudian (4) pengeluaran obat (sistem pompa aktif), seringkali terjadi pada
Tetracycline. Tetracycline dikeluarkan dengan energi pompa aktif dan tidak dapat
berakumulasi di dalam sel. Hal ini juga efektif pada resistensi Quinolone,
Macrolide, Streptogramin, Chloramphenicol, dan Beta lactam. Dan (5)
menggunakan jalur metabolik alternatif, yang sering terjadi pada sulfonamide dan
trimetoprim. Bakteri dapat memperoleh sifat menyiapkan folat dari lingkungan

daripada mensintesis folat.
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL

Kasus infeksi saluran pencernaan dan perkemihan pada manusia
meningkat, sulit di obati, serta menimbulkan angka kematian tinggi.

Disebabkan oleh

Escherichia coli patogen dan MDR

Sumber Kontaminasi

! \

Manusia Hewan Lingkungan
Melalui
Hewan Peliharaan Hewan Penghasil Pangan Hewan Satwa Liar
( Dapat melalui \
Susu Daging Telur

|

Escherichia coli presumtif Beta-Laktamase (resisten Ampicillin)

— T

Gen Penyandi ESBL Gen Penyandi Toksin Shiga
[/ ‘ /
blaTEM blaCTX-M blaSHV stx-1 stx-2

Public Awarness (Food Safety)

Gambar 3.1 Diagram alir kerangka konseptual penelitian.

Keterangan : Diteliti

Tidak diteliti
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Keterangan Kerangka Konseptual

Kejadian kasus infeksi saluran pencernaan maupun saluran perkemihan
pada manusia meningkat setiap tahun. Di negara berkembang termasuk Indonesia,
kasus diare mengalami kenaikan morbiditas dan mortalitas utamanya pada
anak-anak, serta kasus infeksi saluran perkemihan menempati posisi kedua
tersering setelah infeksi luka operasi. Di Jawa Timur sekitar 123 juta jiwa
menderita infeksi saluran kemih, dimana infeksi saluran perkemihan merupakan
penyebab morbiditas dan mortalitas yang cukup signifikan. (Bakri dkk., 2015;
Halim dkk., 2017; Mawaddah, 2018).

Penyebab utama terjadinya kasus infeksi pada saluran pencernaan dan
saluran perkemihan yaitu bakteri Escherichia coli. Selain menyebabkan infeksi,
bakteri Escherichia coli berkontribusi besar terhadap terjadinya infeksi
multidrug-resistant-organism (MDRO) yang menyebabkan infeksi yang dialami
pasien semakin sulit diobati, meningkatkan biaya perawatan, angka kesakitan,
angka kematian dan menyebabkan prognosis yang buruk (Prasetya dkk., 2019;
Halim dkk., 2017; Nazmi dkk., 2017).

Sumber kontaminasi bakteri Escherichia coli yaitu berasal dari lingkungan
(air, tanah, udara) yang tercemar, kontak langsung dengan manusia penderita
(karier), serta kontak dengan hewan penghasil pangan atau konsumsi pangan asal
hewan seperti susu, daging sapi, telur dan daging ayam yang terkontaminasi
sehingga dapat menjadi sumber infeksi Escherichia coli. Menurut beberapa

penelitian ditemukan bahwa terdapat bakteri Escherichia coli penghasil Extended
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Spectrum Beta Lactamase pada sampel daging sapi segar (Safitri, 2018; Bahri
dkk., 2019; Widodo et al., 2020; Wardhana et al., 2021)

ESBL merupakan enzim yang diproduksi di plasmid bakteri Escherichia coli
yang secara global diklasifikasikan pada beberapa macam yaitu CTX-M, SHV
dan TEM. blatem merupakan salah satu gen pengkode ESBL yang banyak
ditemukan pada bakteri Gram negatif (Alcock et al., 2020).

Selain itu, bakteri Escherichia coli juga memiliki strain patogen STEC yang
menghasilkan toksin shiga. Diketahui sapi potong merupakan reservoir utama dari
STEC dan beberapa penelitian mendeteksi adanya gen stx2 pada sampel daging
sapi segar, dimana gen s#x-2 dihubungkan dengan penyakit HUS pada manusia
(Minh et al., 2015; Suardana et al., 2016; Aslan et al., 2018; Okuno et al., 2021).

Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang deteksi gen pembawa
resistensi enzim ESBL (blatem) dan gen pembawa shiga toksin (stx-2) yang
dihasilkan oleh bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi segar yang
dijual di pasar tradisional di Kota Surabaya.

Berdasarkan kerangka konseptual diatas, diharapkan hasil dari penelitian ini
dapat menjadi informasi ilmiah bagi masyarakat dan dapat meningkatkan Public

Awarness dibidang keamanan pangan asal hewan (food safety from animal origin).
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BAB 4 MATERI DAN METODE

4.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian pada penelitian yaitu penelitian Eksploratif Laboratorik.
Penelitian Eksploratif Laboratorik adalah penelitian yang bertujuan untuk
memperdalam pengetahuan mengenai gejala tertentu atau dugaan yang sifatnya

masih baru dengan memanfaatkan alat-alat laboratorium (Safitri, 2018).

4.2 Sampel, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan yaitu swab daging sapi segar seberat 100 g yang
dibeli dari pasar tradisional Kota Surabaya. Besaran sampel pada penelitian ini
sebanyak 150 sampel yang diperoleh dari beberapa pasar tradisional di Kota
Surabaya yaitu Pasar Wonokromo, Pasar Keputran, Pasar Pacar Keling, Pasar
Pabean, Pasar Manukan dan Pasar Jagir (Tabel 4.1). Teknik pengambilan sampel
dilakukan menggunakan metode purposive sampling, yaitu teknik pengambilan
sampel sesuai tujuan peneliti. Adapun sampel yang dipilih yaitu sampel daging
sapi segar yang dijual oleh pedagang dengan sanitasi dan higenitas yang buruk.

Tabel 4.1 Besaran sampel berdasarkan metode purposive sampling

No Asal Sampel Jumlah Sampel
1 Pasar Wonokromo 30
2 Pasar Keputran 30
3 Pasar Pacar Keling 30
4 Pasar Pabean 15
5 Pasar Manukan 15
6 Pasar Jagir 30
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4.3 Definisi Operasional Penelitian

Definisi operasional penelitian dimaksudkan untuk menghindari kesalahan

pemahaman dan perbedaan penafsiran, yang bekaitan judul tesis. Maka definisi

operasional yang perlu dijelaskan yaitu:

1. Daging sapi segar

Daging sapi segar adalah bagian otot skeletal dari karkas sapi yang aman,
layak dan lazim dikonsumsi manusia serta yang belum diolah dan atau tidak
ditambahkan dengan bahan apapun. Adapun daging sapi segar pada penelitian
ini yaitu daging yang dibeli dari pasar tradisional di Kota Surabaya.
2. Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif dari famili
Enterobacteriaceae, berbentuk batang, motil, fakultatif anaerob, menunjukkan
hasil indol positif, sitrat negatif, methyl red positif dan Voges-Proskaeuer
negatif.
3. Gen blatem

Gen blatem didefinisikan sebagai gen penyandi enzim Extended Spectrum
Beta Lactamase (ESBL) yang memberikan resistensi terhadap antibiotik
golongan penisilin dan sefalosporin generasi pertama, kedua, ketiga, keempat
dan monobaktam.
4. Gen stx2

Gen s#x2 merupakan gen yang mengkode toksin shiga yang merupakan

faktor virulensi utama dari Escherichia coli penghasil toksin shiga (STEC).
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4.4 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan untuk pengambilan sampel yaitu ice gel (Ice cool,
170). Bahan untuk isolasi dan identifikasi Escherichia coli yaitu Buffered Peptone
Water 1% (E-Merck 107228, Darmstadt, Germany), Brilliant Green-bile Lactose
Broth, Eosin Methylene Blue Agar (E. Merck 101347, Darmstadt, Germany),
MR-VP Broth, reagen Kovach, Sulfide Indol Motility (SIM), Simmon Citrate Agar,
Metyl Red, Alpha naphtol 5%, aquadest steril, larutan KOH 40%.

Uji resistensi antibiotika pada Escherichia coli menggunakan bahan yaitu
NaCl fisiologis, standard Mac Farland 0,5, disk antibiotik diameter 6 mm yaitu
Aztreonam (30 ng), Ampicillin (10 ng), Tetracycline (30 png), Gentamycin (10 pg),
Ciprofloxacin (5 ng), lalu Muller Hinton Agar (OXOID CMO0337). Kemudian
untuk media destruksi, antiseptik maupun desinfektan yaitu Alkohol 70%
(One-Med).

Deteksi gen blatem dan gen stx-2 menggunakan bahan yaitu QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, 51304) untuk ekstraksi DNA, Go Taq® Green Master Mix
(Promega, M7123), primer (Macrogen) gen blatem F’ : 5’-ATA AAA TTC TTG
AAG ACG AAA 3, blatrem R” : 5> GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC-3’, gen
stx2 F: 5°-CCA TGA CAA CGG ACA GCA GTT-3’, gen stx2 R: 3°- CCT GTC
AAC TGA GCA CTT TG-5’. Kemudian campuran reagen PCRnya memiliki
volume total 21 pl dengan rincian 12,5 uL Go ta Green, 1 uL primary forward, 1
ul reverse primer, 5,5 nL DNA RNAse free water, 1pL DNA template. Untuk

elektroforesis menggunakan bahan UltraPure TBE Buffer (Invitrogen, 15581044),
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Ultrapure Agarosa Gel (Invitrogen, 16500500), 100bp DNA Ladder (Promega,

G2101).

4.4 Instrumen Penelitian

Peralatan yang akan digunakan dalam pengambilan sampel yaitu tabung
reaksi steril, cotton bud steril, pastik steril, cool box, dan handscoon steril.
Peralatan yang digunakan untuk isolasi, identifikasi dan uji resistensi yaitu tabung
reaksi, tabung durham, cawan petri, rak tabung reaksi, erlenmeyer, gelas ukur, ose
loop, ose jarum, cottonbud steril, pipet hisap, inkubator (Binder), autoklaf
(All-American Model 75X), pembakar bunsen, pinset, alumunium foil, kapas,
spiritus, kertas label dan jangka sorong. Peralatan untuk uji PCR yaitu mikropipet,
tabung eppendorf, microtube, white tip, yellow tip, thermal cycler PCR,
transluminator-UV, perangkat dokumentasi gel, mesin elektroforesis, dan

sentrifus (Safitri, 2018).

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian akan dilaksanakan pada bulan Februari s.d. April 2022 di
Laboratorium Mikrobiologi (Lab. Bakteriologi) Divisi Mikrobiologi Veteriner,
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Untuk Uji PCR dilakukan di

Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya.

4.6 Prosedur Pengambilan dan Pengumpulan Data
4.6.1 Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel dilakukan dengan metode purposive sampling, dimana

cara penarikan sampel dilakukan dengan memilih subjek berdasarkan kriteria
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spesifik yang ditetapkan oleh peneliti (Mundi, 2018). Sampel daging sapi segar
yang dipilih yaitu berasal dari kios pedagang yang tidak terjaga kebersihan atau
sanitasinya, serta higenitas pedagangnya yang buruk. Hal ini sesuai tujuan peneliti
yaitu untuk menemukan bakteri Escherichia coli, dimana bakteri ini merupakan
indikator sanitasi lingkungan. Sampel daging sapi segar sebanyak 150 sampel
dibeli dari beberapa pasar tradisional di Surabaya dan kemudian sampel
dimasukkan ke dalam ice box berisi ice gel dan dibawa ke Laboratorium
Bakteriologi Divisi Mikrobiologi FKH UNAIR untuk dilanjutkan isolasi dan

identifikasi bakteri.

4.6.2 Isolasi dan Identifikasi Escherichia coli

a) Non Selective pre-enrichment

Sampel daging sapi segar yang diperoleh diswab secara menyeluruh pada
permukaannya menggunakan cotfonbud steril dan ditanam di media Buffered
Peptone Water (BPW). Kemudian diinkubasi selama 16-20 jam dengan suhu
37° C aerobically. Pertumbuhan bakteri ditandai dengan media yang
berwarna kuning jernih menjadi keruh.

b) Selective enrichment

Media BPW yang menunjukkan hasil adanya pertumbuhan bakteri dilanjutkan
untuk ditanam ke media Brilliant Green-bile Lactose Broth (BGLB). Sampel
pada media BPW divortek lalu diinokulasikan 1 ml ke 9 ml media BGLB dan
diinkubasi 24-48 jam dengan suhu 35° C aerobically. Perubahan warna media
dari hijau jernih menjadi hijau keruh dan terdapat gas yang terperangkap di

dalam tabung durham menunjukkan hasil presumtif . coli (Merck, 2022).
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Selective media

Setelah ditanam pada media BGBB, sampel presumtif E. coli divortek lalu
ditanam pada media selektif yaitu Eosin Metylene Blue Agar (EMBA) dengan
cara distreak. Setelah diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 35° C
aerobically maka akan nampak koloni E. coli berwarna hijau metalik, pada
pantulan cahaya nampak titik tengah hitam atau biru. Hijau metalik pada
koloni E. coli karena bakteri E. coli menfermentasi laktosa sehingga kadar
asam pada media tinggi dan mengendapkan metylene blue (Langgar dkk.,
2021).

Uji Identikasi Pewarnaan Gram

Bakteri yang menunjukkan presumtif E. coli maka dilanjutkan dengan
pemeriksaan mikroskopis dan uji biokimiawi untuk mengidentifikasi sifat
fisiologinya. Pada pemeriksaan mikroskopis, isolat presumtif E. coli dari
media EMBA dilakukan pewarnaan Gram. Langkahnya yaitu mengambil 1
koloni bakteri menggunakan ose steril lalu diratakan diatas gelas objek
dengan 1 tetes aquadest steril, kemudian difixsasi diatas api bunsen.
Selanjutnya, menuangkan pewarnaan kristal violet pada preparat, ditunggu 1
menit lalu dibilas dengan air mengalir. Kemudian meneteskan cairan yodium
selama 1 menit, lalu dibilas. Lalu meneteskan cairan aseton/etanol dan bilas
dengan air mengalir. Kemudian meneteskan larutan safranin selama 1 menit
dan dibilas menggunakan air mengalir. Setelah preparat mengering, maka

diberi 1 tetes oil emersi dan diamati dibawah mikroskop perbesaran 1000x.
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Uji Indol

Uji indol dilakukan menggunakan media Sulphid Indol Motility (SIM).
Langkahnya yaitu menanam 2-3 mata ose koloni bakteri dari media EMBA,
lalu diinokulasi pada media semisolid SIM dengan cara ditusuk dan
diinkubasi 18-24 jam dengan suhu 35° C. Bentukan H,S ditunjukkan dengan
adanya warna hitam pada media. Uji indol dilakukan dengan menambahkan
reagen Kovac pada media dan hasil positif jika pada lapisan permukaan atas
membentuk cincin merah atau merah muda. Motilitas diindikasikan dengan
adanya kekeruhan difus dari media pertumbuhan mengelilingi garis tusukan
seperti pohon cemara terbalik. Bakteri E.coli akan menunjukkan hasil H>S
negatif, indol positif dan motilitas positif (Merck, 2022).

Uji MR-VP

Koloni bakteri pada media EMBA diinokulasikan 2-3 mata ose pada media
MRVP dan diinkubasi selama dua hari dengan suhu 37° C. Kemudian uji MR
dilakukan dengan menambahkan lima tetes indikator methyl red pada media
MRVP vyang sudah divortek, sedangkan uji VP dilakukan dengan
menambahkan lima tetes cairan BARRIT (suspensi 5 g alfa napthol/100 ml
etanol dan 1 ml pottasium hydroxide (KOH) 40%. Hasil positif jika terjadi
perubahan warna media dari kuning menjadi merah (Merck, 2022).

Uji Sitrat

Koloni dikultur dengan cara streak pada permukaan miring media Simmon

Citrate Agar (SCA) lalu diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37° C
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aerobically. E. coli menghasilkan sitrat negatif yaitu tetap hijau, tidak berubah

warna menjadi biru (Merck, 2022).

4.6.3 Uji Sensitifitas Bakteri terhadap Antibiotik

Uji sensitifitas antibiotika dilakukan dengan metode disc diffusion method
pada media Mueler Hinton Agar (MHA). Pertama, melakukan biakan kuman
untuk mendapatkan suspensi dengan cara menanam bakteri pada tabung reaksi
berisi 8 ml NaCl fisiologis, dilakukan homogenisasi menggunakan vortex sampai
didapatkan kekeruhan yang sama dengan standart McFarland 0,5 (setara dengan
1,5 x 108 CFU/ml). Selanjutnya dilakukan uji sensitifitas dengan cara 0,2 ml
suspensi bakteri diambil menggunakan pipet steril dan ditanam di media plate
Mueler Hinton Agar (MHA) kemudian diratakan menggunakan cutton bud steril
keseluruh permukaan media dan didiamkan selama 15 menit (Ansharieta et al.,
2021).

Kemudian disk antibiotik yang digunakan vyaitu Aztreonam (30 pg),
Ampicillin (10 png), Tetracycline (30 pg), Gentamycin (10 pg), dan Ciprofloxacin
(5 pg) diletakkan diatas media MHA menggunakan pinset dan diinkubasi pada
suhu 37° C selama 24 jam. Selanjutnya mengukur zona hambat pertumbuhan
bakteri menggunakan jangka sorong. Interpretasi hasil diketahui melalui
pengukuran diameter zona hambatan/inhibitor yang terbentuk sesuai rekomendasi
dari National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2018).
Terdapat tiga kriteria yaitu Susceptible (S), Intermediet (I) dan Resistant (R)

(Tabel 4.2). Selanjutnya isolat sampel yang menunjukkan hasil presumtif beta
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Lactamase (resisten terhadap Ampicillin) maka akan dilanjutkan ke deteksi gen
blatem dan gen stx2 menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR).

Tabel 4.2 Standar intepretasi diameter zona hambat (NCCLS, 2018)

Diameter Zona Hambat (mm)

Jenis Antibiotik
Sensitif (S) Intermediet (1) Resisten (R)
Aztreonam (30 pg) >21 18-20 <17
Ampicillin (10 pg) >17 14-16 <13
Tetracycline (30 pg) >15 12-14 <11
Gentamycin (10 ug) >15 13-14 <12
Ciprofloxacin (5 pg) >21 16-20 <15
4.6.4 Esktraksi DNA

Sebelum melakukan ampilfikasi pada reaksi PCR, dilakukan proses ekstraksi
DNA yang bertujuan untuk menarik DNA keluar dari sel bakteri. Ekstraksi DNA
yang digunakan pada penelitian ini mengikuti prosedur Ekstraksi DNA Gram
negatif batang QIAGEN KIT. Tahapannya yaitu mengambil 1-2 mata ose koloni
kuman dan 180 pL Buffer ATL ke dalam microtube, lalu di vortek. Kemudian
ditambahkan 20 pL Proteinase K dan diinkubasi 56° C selama 1 jam (laminar air
flow), lalu di spindown. Selanjutnya ditambahkan 200 uL Buffer AL, divortek 15
detik, dan di inkubasi 70° C selama 10 menit di waterbath, lalu spindown.
Kemudian, ditambahkan 200 pL Ethanol (96-100%), di vortek 15 detik, lalu
spindown. Lalu memindahkan suspensi ke spin coloumn, sentrifuge 6000 g/80000
rpm (1 menit). Lalu ganti collection tube, ditambahkan 500 pL Buffer AWI1, dan
sentrifuge 6000 g/80000 rpm (1 menit). Selanjutnya ganti collection tube,
ditambahkan 500 sentrifuge 6000 g/80000 rpm (1 menit) Buffer AW2, dan

sentrifuge 20.000 g/14.000 rpm (3 menit). Lalu terakhir, pindahkan spin coloumn
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kedalam centrifuge tube, ditambahkan 200 pL Buffer AE, diinkubasi suhu kamar
1 menit, dan sentrifuge 6000 g/8000 rpm selama 1 menit. Kemudian DNA

disimpan pada suhu -20° C untuk penyimpanan jangka panjang.

4.6.5 Amplifikasi DNA Menggunakan PCR

Untuk mendeteksi gen spesifik dilakukan dengan menggunakan metode
molekuler Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR merupakan proses yang
didasarkan pada reaksi enzimatik invitro dalam amplifikasi DNA pada target
tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen dengan
molekul DNA target dengan bantuan enzim dan oligonukleotida sebagai primer
dalam suatu thermocycler. Empat komponen utama yang dibutuhkan untuk
melakukan proses PCR yaitu DNA target, primer, DNA polymerase dan dNTP.
Terdapat tiga tahapan dalam proses PCR yaitu denaturasi, annealing dan elongasi.
Denaturasi yaitu proses pemisahan untai ganda DNA menjadi untai tunggal
dengan menaikkan suhu perputaran hingga 94° C. Kemudian annealing yaitu
proses penempelan primer pada DNA template dengan menurunkan suhu hingga
35-65° C. Elongasi yaitu tahap pemajangan yang dibantu oleh enzim DNA
polymerase dan memiliki suhu perputaran sekitar 65-72° C (Prasetia, 2017).

Amplifikasi PCR dari gen blatem dan gen stx2 pada penelitian ini
masing-masing dengan 21 pl reagen PCR mengandung 12,5 uL. PCR Master Mix,
1 pL primer forward dan 1 pl primer reverse, 1 pL. DNA template dan 5,5 pL
RNAse free water. Pencampuran reagen PCR dilakukan menggunakan
thermocycler. Primer yang digunakan dan kondisi PCR ditunjukan dalam tabel 4.3

berikut.
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Tabel 4.3 Primer yang digunakan dalam amplifikasi PCR

47

Target Gen Primer yang digunakan Iitnz’f ?ﬁ;;’ Kondisi & Perputaran Suhu
. Inkubasi awal pada suhu 94° C
B AS AICA‘}FIXXC(? i:i: AT;,C TG 1080 bp kemudian diikuti 30 siklus dari
(Urutan basa denaturasi pada 94° C selama 2
blaTEM nukleotida menit, aneling pada 52° C selama
1-1080) 30 detik, elongasi pada 72° C
R’ : 5-GAC AGT TAC CAA selama 45 detik dan elongasi akhir
TGC TTA ATC-3’ 72° C selama 5 menit.
Inkubasi awal 94° C selama 5
F’ : 5-CCA TGA CAA CGG 780 bp menit, lalu amplifikasi 35 siklus
ACA GCA GTT-3’ (Urutan basa dengan dena.turasi pad.a 94° C
2 nukleotida selama 60 de.tlk, annealing §2° C
ke selama 30 det}k dan elonga51.72° C
R’ : 5-CCT GTC AAC TGA  399.1]78) selama 60 detik serta ekstensi akhir

GCA CTT TG-3°

pada 72° C selama 10 menit.

Sumber : Ansharieta et al., (2021).

4.6.6 Elektroforesis Produk PCR

Produk PCR sebanyak SuL dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 2% dan
dielektroforesis pada 100 V selama 40 menit di dalam tris-acetate buffer.
Kemudian divisualisasikan dengan pewarnaan etidium bromida, diiluminasikan
dengan UV-transilluminator dan di dokumentasikan dengan peralatan
dokumentasi gel. DNA ladder dengan 100 bp digunakan sebagai penanda untuk
produk PCR. Hasil yang diperoleh berupa pola pita DNA dengan ukuran 1080 bp
dinyatakan positif gen blatem dan 780 bp dinyatakan positif gen stx-2 (Ansharieta

etal., 2021).

4.7 Analisis Data

Data kualitatif yang diperoleh akan disajikan dalam bentuk tabel dan

dipaparkan secara deskriptif.
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4.8 Kerangka Operasional

Pengambilan Sampel
150 sampel daging sapi segar dari beberapa
pasar tradsional Kota Surabaya

Vi
Isolasi & Identifikasi Escherichia coli
Sampel dalam media BPW ditanam di media BGBB: (+) media menjadi keruh
EMBA: Koloni hijau metalik (+)
Pemeriksaan Mikroskopis: Warna merah dan batang pendek (Gram negatif)
Uji Biokimiawi IMViC: Indol (+) Methyl red (+), Voges-Proskauer (-) dan Sitrat (-)

Uji Sensitifitas Antibiotika (disk diffussion method): Aztreonam, Ampicillin, Tetracycline,
Gentamycin, dan Ciprofloxacin pada media MHA 37° C selama 24 jam

Ekstraksi DNA

Amplifikasi DNA (Metode PCR)

Elektroforesis : Produk PCR (Gel Agarosa 2%)

!

Pembacaan hasil & dideskripsikan

Gambar 4.1 Diagram alir kerangka operasional
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BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Isolasi dan Identifikasi Escherichia coli

Hasil isolasi dan identifikasi pada 150 sampel daging sapi segar dari beberapa
Pasar Tradisional Kota Surabaya menunjukkan hasil positif Escherichia coli
sebanyak 68 sampel (45,3%) seperti Tabel 5.1. Sampel swab daging sapi segar
yang ditanam pada media pre-enrichment non-selektif dan resusitasi yaitu
Buffered Peptone Water (BPW) menunjukkan 100% adanya pertumbuhan bakteri
pada 150 sampel. Hal ini nampak dari perubahan warna media dari jernih menjadi
keruh (Lampiran 4.d). Selanjutnya sampel positif pada media BPW ditanam pada
media selective enrichment yaitu Brillian Green-bile Lactose Broth (BGBB) dan
menunjukkan hasil 100% positif adanya pertumbuhan bakteri coliform dari 150
sampel. Hal ini ditunjukkan dengan adanya perubahan warna media dari hijau
jernih menjadi keruh serta adanya gas pada tabung Durham (Lampiran 4.e).

Tabel 5.1 Hasil isolasi dan identifikasi bakteri Escherichia coli.

Jumlah
Hasil Isolasi Hasil Identifikasi Isolat
No Asal Sampel Jumlah E. coli
Sampel Pewarnaan
BPW  BGBB EMBA Indol MR VP Sitrat
Gram
1 Pasar 30 30 30 2 2 16 25 25 15 12(40%)
Wonokromo
19
2 Pasar Keputran 30 30 30 25 25 19 25 25 21 (63,3%)
Pasar Pacar 11
3 keling 30 30 30 17 17 14 17 17 14 (36.6%)
Pasar 10
4 Manukan 15 15 15 11 11 10 10 11 11 (66.6%)
5 Pasar Pabean 15 15 15 7 7 7 8 8 7 7 (46,6%)
6 Pasar Jagir 30 30 30 14 14 11 14 14 10 9 (30%)
68
Total 150 150 150 98 98 77 95 96 78 (45,3%)

49
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Sampel presumtif pada media BGBB selanjutnya ditanam pada media selektif
Eosin Methylene Blue Agar (EMBA). Dari 150 sampel menjukkan hasil suspect
bakteri Escherichia coli sebanyak 98 sampel (65,3%). Hal ini ditunjukkan dengan
adanya pertumbuhan koloni hijau metalik dengan pusat koloni berwarna hitam

pada media EMBA seperti Gambar 5.1 berikut.

Koloni hijau metalik
Dengan titik hitam
ditengahnya

Gambar 5.1 Hasil isolasi sekunder pada media EMBA, terdapat koloni khas hijau
metalik dengan titik hitam ditengah yang diduga merupakan bakteri

E. coli.
Kemudian koloni yang diduga bakteri E. coli diidentifikasi dengan pewarnaan
Gram dan uji biokimiawi. Pada pewarnaan Gram, bakteri E. coli akan terlihat saat

pemeriksaan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x yaitu bakteri

berwarna merah dan berbentuk batang pendek seperti gambar 5.2 berikut.

Diduga bakteri
E. coli

Gambar 5.2 Pemeriksaan mikroskopis perbesaran 1000x terhadap hasil
pewarnaan Gram yang menunjukkan koloni bakteri nampak
berwarna merah (Gram negatif) dan berbentuk batang pendek.
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Identifikasi sifat-sifat fisiologi bakteri Escherichia coli dilakukan dengan uji
biokimia. Hasil positif bakteri Escherichia coli ditunjukkan pada media SIM yaitu
H>S negatif, indol positif, dan motilitas positif. Pada media SCA yaitu sitrat
negatif dan pada media MRVP menunjukkan hasil MR positif dan VP negatif
seperti Gambar 5.3. Berdasarkan identifikasi, hasil positif bakteri Escherichia coli

yang diperoleh yaitu sebesar 68 sampel dari 150 sampel (45,3 %).

SIM SCA MR VP

Cincin
merah

Gambar 5.3 Hasil uji biokimiawi bakteri Escherichia coli. Pada media SIM,
nampak bentukan cincin merah (Indol +), media SCA tetap
berwarna hijau, media MR berubah merah, media VP tetap kuning
jernih.

5.2 Uji Sensitivitas Antibiotik terhadap Bakteri Escherichia coli

Uji sensitivitas antibiotik terhadap isolat bakteri Escherichia coli dilakukan
menggunakan metode difusi Kirby-Bauer dengan standar McFarland 0,5. Jenis
antibiotika yang digunakan yaitu Aztreonam (30 pg), Ampicillin (10 pg),
Tertracycline (30 ng), Gentamycin (10 pg), dan Ciprofloxacin (5 pg) dalam
bentuk cakram yang ditanam pada media Mueller Hinton Agar (MHA) seperti

pada Gambar 5.4 berikut.
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Gambar 5.4 Hasil uji sensitivitas antibiotika terhadap isolat bakteri Escherichia
coli pada media MHA. Nampak terjadi resistensi terhadap
antibiotik AMP: Ampicillin;TE: Tetracycline; GM: Gentamycin;
CIP: Ciprofloxacin, namun masih sensitif terhadap antibiotik
ATM:Aztreonam.

Uji sensitivitas bakteri terhadap antibiotik ditandai dengan terbentuknya zona
hambatan berupa zona bening pada sekeliling disk antibiotik yaang menandakan
laju pertumbuhan Escherichia coli dihambat oleh antibiotik. Diameter zona
hambat diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter (mm). Hasil
uji sensitivitas antibiotika terhadap isolat bakteri Escherichia coli yang diisolasi
dari daging sapi segar di pasar Tradisional Kota Surabaya disajikan dalam Tabel
5.2.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semua isolat Escherichia coli masih
sensitif terhadap antibiotik Aztreonam yakni 68 isolat (100%). Kemudian pada
antibiotik Ampicillin terdapat 50 isolat yang sensitif , lima isolat intermediet dan
13 isolat yang resisten. Pada antibiotik tetracyclin terdapat 51 isolat yang sensitif,
lima isolat intermediet dan 12 isolat resisten. Selanjutnya pada antibiotik

Gentamycin, terdapat 61 isolat yang sensitif, tiga isolat intermediet dan empat

isolat resisten. Pada isolat Ciprofloxacin terdapat 61 isolat sensitif, tiga isolat
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intermediet dan empat isolat resisten. Dari 68 isolat Escherichia coli terdapat
empat isolat yang bersifat multidrug resistance yaitu isolat Al dari pasar
Wonokromo, A4 dari pasar Manukan, P11 dari pasar Manukan dan A19 dari pasar
Pabean. Kemudian, dari 68 isolat terdapat 22 isolat Escherichia coli yang
mengalami resisten terhadap antibiotik dan diperoleh profil resistensi yang
ditujukkan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.2 Hasil uji sensitivitas antibiotika terhadap isolat Escherichia coli.

Antibiotik

Jumlah
Asal Sampel o . . . . Isolat
Aztreonam Ampicillin Tetracycline Gentamycin  Ciprofloxacin MDR
R : 0 (0%) R :3(25%) R:2(16,6%)  R:1(83%) R : 0 (0%)
('1"2‘1.""1"‘:';”'“;’) 1:0(0%) I:1(83%) 1:0(0%) 1:0(0%) 1:0(0%) 1 (8,3%)
solat £. coiy S:12(100%)  S:8(66,6%) S:10(83,3%)  S:11(91,6%) S:12(100%)
P. Keoutran R : 0 (0%) R:2(10,5%)  R:3(157%)  R:0(0%) R:2(10,5%)
(19.150135 oy L10(0%) I:1(5,2%) 1:4(21%) 1:0(0%) 1:0(0%) 0 (0%)
- €os S:19(100%) S:16(842%)  S:12(63,1%)  S:19(100%)  S: 17 (89,4%)
. R:0(0%) R:1(9%) R:1(9%) R:0(0%) R:0(0%)
T oo e 1:0.(0%) 1:2(181%)  1:1(9%) 1:0/(0%) 1:2(181%)  0(0%)
- ot S:11(100%) S:8(72,7%)  S:9(81,8% S:11(100%)  S:9(81,8%)
P. Manuk R : 0 (0%) R:3 (30%) R : 4 (40%) R:3 (30%) R:1(10%)
a o'isolzlt“é a"r) 1:0(0%) 1:0(0%) 1:0(0%) 1:1(10%) 1:0(0%) 2 (20%)
- co S : (100%) S : 7 (70%) S : 6 (60%) S : 6 (60%) S : 9(90%)
P. Pabean R : 0 (0%) R:1(142%)  R:2(28,5%)  R:1(142%) R:1(142%) .
(7isol u; i 1:0(0%) I:1 (142%) 1:0(0%) 1:2(28,5%)  1:0(0%) (14.2%)
isolat £. coli) 5. (100%) S:5(714%)  S:5(714%)  S:4(571%)  S:6(857%) =7
P. Jasir R : 0 (0%) R:3(333%)  R:0(0%) R:1(11,1%)  R:0(0%)
© iso'latb% ol 1:0(0%) 1:0(0%) 1:0(0%) 1:0(0%) 1:1(11,1%) 0 (0%)
: S : (100%) S:6(66,6%)  S:9(100%) S:8(88,8%)  S:8(88,8%)
Total R : 0 (0%) R:13(19,1%) R:12(17,6%) R:4(58%) R : 4 (5,8%)
(68 isolat £ oty L1 00%) 1:5(7,3%) 1:5(7,3%) 1:3 (4,4%) 1:3 (4,4%) 4 (5,8%)
- €os S:68(100%) S:50(73,5%)  S:51(75%) S:61(89,7%)  S:61(89,7%)
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Tabel 5.3 Profil resistensi isolat Escherichia coli terhadap antibiotik.

Profil Resistensi Isolat
No Nama Isolat Asal Isolat Antibiotik MDR
1 Al P. Wonokromo AMP-TE-GM N
2 Gl P. Wonokromo AMP
3 G9 P. Wonokromo AMP
4 G10 P. Wonokromo TE
5 A4 P. Keputran TE
6 C2 P. Keputran AMP
7 C3 P. Keputran CIP
8 C4 P. Keputran TE
9 E4 P. Keputran AMP-TE
10 Gl15 P. Keputran CIP
11 J4 P. Pacar keling TE
12 P9 P. Pacar keling AMP
13 A4 P Manukan AMP-TE-GM v
14 A6 P Manukan TE-GM
15 A8 P Manukan AMP-TE
16 P11 P Manukan AMP-TE-GM-CIP \
17 P16 P. Pabean TE
18 A19 P. Pabean AMP-TE-GM-CIP V
19 B14 P. Jagir AMP
20 w2 P. Jagir AMP
21 W6 P. Jagir GM
22 W7 P. Jagir AMP

5.3 Deteksi Gen blatem dan stx2

Isolat bakteri Escherichia coli yang resisten terhadap antibiotik Ampicillin
dilanjutkan ke pemeriksaan PCR untuk mendeteksi adanya gen blartem penyandi
ESBL dan gen stx2 penyandi toksin shiga. Dari 13 isolat yang resisten terhadap
Ampicillin, ditemukan tujuh isolat yang memiliki gen blatem penyandi ESBL
(53,8%) dan tidak ditemukan gen stx2 penyandi toksin shiga (0%). Hasil deteksi
gen blatem penyandi ESBL dan gen stx2 penyandi toksin shiga dapat diamati pada

Tabel 5.4 berikut.
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Tabel 5.4 Hasil deteksi gen blatem penyandi ESBL dan gen stx2 penyandi toksin
shiga pada isolat E. coli.

Gen yang Ditemukan

Nama Isolat Asal Isolat
blarem stx2
Al P. Wonokromo Positif (+) Negatif (-)
Cc2 P. Keputran Positif (+) Negatif (-)
E4 P. Keputran Negatif (-) Negatif (-)
A4 P. Manukan Positif (+) Negatif (-)
A8 P. Manukan Positif (+) Negatif (-)
Al9 P. Pabean Positif (+) Negatif (-)
B14 P. Jagir Negatif (-) Negatif (-)
Gl P. Wonokromo Negatif (-) Negatif (-)
G9 P. Wonokromo Positif (+) Negatif (-)
P9 P. Pacar Keling Negatif (-) Negatif (-)
P11 P. Manukan Positif (+) Negatif (-)
w2 P. Jagir Negatif (-) Negatif (-)
w7 P. Jagir Negatif (-) Negatif (-)
Total Isolat Positif 7 (53,8%) 0 (0%)

Pada pemeriksaan gen blarem digunakan kontrol positif £. coli ATCC 35218

dan kontrol negatif E. coli ATCC 25922. Pada pemeriksaan gen stx2 digunakan

kontrol negatif E. coli ATCC 25922. Hasil elektroforesis produk PCR, gen blatem

menunjukkan adanya band DNA sebesar 1080 basepair (bp) dan gen stx2

menunjukkan adanya band DNA dengan panjang 780 bp. Hasil elektroforesis

ditunjukkan pada Gambar 5.5 untuk gen blatem dan Gambar 5.6 untuk gen stx2.

E/—% 1080 bp

Gambar 5.5 Hasil elekroforesis produk PCR gen blatem. MRK: marker;K+:
kontrol positif; K-: kontrol negatif;W7-A1l: Isolat E.coli. Isolat E.
coli positif memiliki gen blarem jika terdapat band pada 1080 bp
(P11, GY9, A19, A5, A4, C2, Al).
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Gambar 5.6 Hasil elektroforesis produk PCR gen s#x2. MRK: marker;K+: kontrol
positif; K-: kontrol negatif, W7-Al: Isolat E.coli. Isolat E. coli
positif memiliki gen stx2 jika terdapat band pada 780 bp.
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BAB 6 PEMBAHASAN

6.1 Isolasi dan Identifikasi Bakteri Escherichia coli

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat 68 isolat dari 150
sampel (45,3%) positif mengandung bakteri Escherichia coli yang berasal dari
swab daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya. Penelitian ini
menunjukkan hasil lebih tinggi dibanding penelitian Wardhana et al., (2021) yang
menunjukkan hasil positif bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi
sebesar 43,3% (26/60). Penelitian Abayneh et al, (2019) menunjukkan hasil
sebesar 20,8% (35/168). Kemudian penelitian Eyi and Seza (2012) menunjukkan
prevalensi Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi yaitu sebesar 25%
(14/56). Dan penelitian Langgar dkk., (2021) yang menunjukkan hasil positif
Escherichia coli sebesar 9,75% (4/21).

Selanjutnya, disisi lain penelitian ini juga menunjukkan hasil lebih rendah
dibanding penelitian Dsani et al., (2020) yang mendeteksi 48% (98/2015)
Escherichia coli pada daging segar di Ghana. Penelitian Effendi et al., (2020)
yaitu 58% (29/50) ditemukan isolat Escherichia coli dari daging sapi di Pasar
Tradisional Kota Surabaya. Penelitian Pratiwi et al., (2020) menunjukkan adanya
bakteri Escherichia coli sebesar 63% (19/30) pada daging sapi di Sidoarjo.
Penelitian Sulaxono (2020) yaitu dari 189 sampel daging segar di Wilayah Kerja
Balai Besar Veteriner Maros, ditemukan 85,19% (161/189) terkontaminasi
Escherichia coli. Penelitian Indraswari dkk., (2022) menemukan 84,69% (83/98)

Escherichia coli pada daging
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sapi di Daerah Istimewa Yogyakarta. Penelitian Adzitey (2020) Escherihchia coli
berhasil di isolasi dari daging sapi di RPH sebesar 88%.

Perbedaan pada prevalensi Escherichia coli dapat disebabkan karena
perbedaan standar sanitasi dari kios pedagang daging segar. Standar sanitasi yang
rendah dan praktik kebersihan yang jelek saat menangani daging berkontribusi
terjadinya kontaminasi silang isolat Escherichia coli pada daging (Abayneh et al.,
2019). Hal ini sesuai dengan konsisi di lapangan, dimana para pedagang daging
sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya masih menggunakan meja dan
peralatan yang kurang terjaga kebersihannya. Beberapa meja masih menggunakan
alas plastik yang tampak kotor dan pisau digunakan berulang serta dicuci pada
bak air yang sama. Kondisi beberapa pasar juga berada di area jalan umum
sehingga menyebabkan kondisi pasar nampak lebih kotor. Kondisi cuaca seperti
hujan menyebabkan pasar menjadi becek. Kios-kios pedagang daging sapi juga
berdampingan dengan bahan pangan lain seperti ikan, sayur dan sembako.
Sehingga hal ini menambah resiko kontaminasi silang bakteri Escherichia coli
pada daging sapi segar yang dijual di pasar Tradisional Kota Surabaya.

Hal ini sesuai dengan pendapat Harahap (2016) bahwa tempat penjualan
daging sapi di pasar tradisional masih bercampur baur dengan penjual kebutuhan
pokok lain, selain itu daging yang diletakkan di meja tidak steril, terbuka tanpa
penutup, digantung pada suhu kamar, juga situasi pasar tradisional dengan kondisi
lingkungannya dan segala kegiatan jual belinya memiliki potensi kontaminasi
yang tinggi terhadap daging yang diperdagangkan (Harahap, 2016). Untuk

mencegah kontaminasi yang tidak diinginkan, praktik jaminan kualitas harus
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diterapkan, termasuk Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) dan Good
Manufacturing Practices (GMP) (Eyi and Seza, 2012).

Escherichia coli merupakan bakteri digunakan sebagai tolak ukur kualitas
mikrobiologi pangan dan produk terkait pangan dalam hal kebersihan.
Keberadaan Escherichia coli pada pangan digunakan sebagai indikator
pencemaran lingkungan. Daging sapi merupakan bahan pangan yang memiliki
sifat mudah rusak (perishable food) karena mengandung gizi yang dapat menjadi
media pertumbuhan bakteri (Anjarina dkk., 2018). Escherichia coli adalah
patogen foodborne zoonosis yang secara signifikan mendunia dengan sapi sebagai
reservoir utamanya. Sapi potong menyebarkan bakteri ke lingkungan melalui
fesesnya, yang kemudian ditransmisikan ke manusia melalui konsumsi daging
setengah matang atau mentah yang terkontaminasi. Kontaminasi karkas sapi atau
daging sapi dapat terjadi selama proses penyediaannya (Haile et al., 2022).

Cemaran bakteri Escherichia coli pada daging sapi segar dapat dimulai dari
RPH. Proses pemotongan ternak, utamanya saat proses pengulitan dan
pengeluaran jeroan merupakan titik paling rentan terjadinya kontaminasi.
Kontaminasi bakteri, selain dari tubuh hewan itu sendiri, juga dapat berasal dari
lingkungan sekitar tempat pemotongan, kebersihan pekerja, dan peralatan yang
digunakan (Anjarina dkk., 2018). Kemudian proses pengangkutan, pendistribusian
dan penyimpanan seyogyanya tetap dalam rantai dingin. Tempat penyimpanan
(box) pada kendaraan pengangkut daging harus tertutup dan dilengkapi dengan

alat pendingin yang dapat mempertahankan suhu bagian dalam daging 7° C (Elsie,
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I.H., 2016). Sebab diketahui bahwa bakteri dapat tumbuh dengan optimal pada
suhu 37° C (Pratiwi et al., 2020).

Pada hasil isolasi, nampak adanya pertumbuhan bakteri pada media BPW dan
EMBA sebanyak 100% (150/150). Menurut Merck (2022) media BPW
merupakan media pre-eliminary dan non selective pre-enrichment untuk bakteri
utamanya patogen Enterobacteriaceae bahan pangan. BPW merupakan media
yang mengandung nutrisi tinggi dan menghasilkan tingkat resusitasi tinggi untuk
bakteri yang memiliki kondisi buruk. Phospat buffer system mencegah kerusakan
bakteri selama perubahan pH dari medium. Kandungan yang dimiliki media BPW
sangat baik untuk menumbuhkan bakteri termasuk golongan Enterobacteriaceae
sehingga diharapkan bakteri E. coli yang berasal dari swab daging segar dapat
tumbuh dengan baik setelah diinkubasi selama 16-20 jam dengan suhu 37° C
aerobically. Selanjutnya, untuk media BGLB merupakan media selective
enrichment dan numerasi E. coli dan organisme coliform fekal. Media BGLB
memiliki kandungan empedu (bile) dan brilliant green yang mampu menghambat
flora normal yang tidak diinginkan. Proses fermentasi laktosa dengan adanya
bentukan gas mengindikasikan adanya E. coli dan coliform fekal lainnya. Hal ini
dapat dibuktikan dengan tabung durham. Dimana bakteri non fekal juga dapat
tumbuh namun sebagian besar tidak menghasilkan gas.

Perbedaan jumlah hasil isolasi nampak pada media EMBA. Dimana semula
nampak adanya 100% pertumbuhan pada media BGLB, namun menjadi 65,3%
(98 sampel) yang tumbuh menjadi presumtif E. coli pada media EMBA. Hal ini

dapat disebabkan karena media EMBA merupakan selektif diferensial untuk
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mendeteksi, mengisolasi dan membedakan antara bakteri Enterobacteriaceae
patogen utamanya FE. coli. Media EMBA mengandung laktosa dan sukrosa
sehingga bakteri Salmonella-Shigella akan menujukkan hasil negatif laktosa dan
sukrosa, organisme Coliform akan menujukkan hasil positif laktosa dan sukrosa,
dan flora normal seperti Proteus vulgaris, Citobacter, Aeromonas akan
menujukkan hasil laktosa negatif dan sukrosa positif (Merck, 2022).

EMBA juga merupakan media selektif karena dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan hanya menumbuhkan bakteri Gram negatif.
Pertumbuhan mikroorganisme pengikut yang tidak diinginkan seperti bakteri
Gram positif akan dihambat oleh adanya zat warna dalam medium yaitu eosin y
dan metylene blue. Setelah diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 35° C
aerobically maka akan nampak koloni Salmonella-Shigella transiucent (berwarna
kuning), Enterobacter dan Klebsiella koloni nampak lebih besar dari E. coli, ada
mukoid (lendir) seperti anak sungai, titik tengah koloni coklat keabu-abuan.
Koloni E. coli akan nampak hijau metalik, pada pantulan cahaya nampak titik
tengah hitam atau biru. Hijau metalik pada koloni E. coli karena bakteri E. coli
menfermentasi laktosa sehingga kadar asam pada media tinggi dan mengendapkan
metylene blue (Langgar dkk., 2021).

Selanjutnya, pada identifikasi bakteri E. coli dilakukan pewarnaan Gram yang
berfungsi untuk membedakan antara bakteri Gram positif dengan Gram negatif.
Pewarna anilin dipasangkan dengan iodin, di dalam dinding sel bakteri
membentuk komplek dye-iodine. Pada Gram positif, komplek dye-iodine

kompleks dalam dinding sel tidak dapat dilarutkan dengan agen seperti alkohol
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atau aceton sehingga sel bakteri akan tetap bewarna blue violet. Pada Gram
negatif, komplek dye-iodine dapat dilarutkan dengan alkohol/aceton sehingga
warna cell menjadi merah muda/merah/orange sebagai hasil dari pewarnaan
carbol fuhsin-safranin (Merck, 2022).

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif yang termasuk dalam famili
Enterobacteriaceae dan berbentuk batang pendek. Bakteri Gram negatif berwarna
merah saat pewarnaan karena kompleks warna dari zat warna pertama yaitu kristal
violet larut pada saat pemberian larutan pemucat (alkohol 95%) dan kemudian
mengambil zat warna kedua yaitu safranin. Hal ini disebabkan karena struktur
dinding sel bakteri Gram negatif yang tersusun atas kandungan lipid yang tinggi,
sehingga pada saat pemberian alkohol 95% lipid menjadi larut. Larutnya lipid
oleh alkohol menyebabkan pori-pori dinding sel membesar sehingga
mengakibatkan lepasnya kompleks kristal violet dari peptidoglikan yang tidak
tertaut kuat sehingga bakteri akan menyerap warna merah dari zat warna kedua
yaitu safranin (Langgar dkk., 2021).

Identifikasi isolat bakteri E. coli juga dilakukan melalui uji biokimiawi /ndol,
Methyl Red-Voges Proskauer, dan Citrate (IMViC) menggunakan beberapa media.
Pada media Sulphid Indol Motility (SIM) dapat diketahui bentukan sulfida
(produksi H»S), produksi indol, dan motilitas bakteri E. coli. Hasil akan nampak
setelah menanam bakteri pada media semisolid SIM dengan cara ditusuk dan
diinkubasi 18-24 jam dengan suhu 35° C. Bentukan H,S ditunjukkan dengan
adanya warna hitam pada media. Uji indol dilakukan dengan menambahkan

reagen Kovac pada media dan hasil positif jika pada lapisan permukaan atas
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membentuk cincin merah atau merah muda. Pada uji indol, bakteri memecah
triptofan ketika mencerna peptone untuk menghasilkan asam piruvat, amonia dan
indol. Indol bereaksi dengan 4-dimetyl aminobezaldehid (aldehida) yang tidak
larut air dan membentuk cincin merah. Motilitas diindikasikan dengan adanya
kekeruhan difus dari media pertumbuhan mengelilingi garis tusukan seperti pohon
cemara terbalik. Bakteri E.coli akan menujukkan hasil H>S negatif, indol positif
dan motilitas positif (Merck, 2022).

Media MR-VP Broth digunakan untuk uji diferensiasi biokimiawi khususnya
grub coli-aerogens (Escherichia and Aerobacter) dan direkomendasikan untuk
pemeriksaan daging. Uji MR dilakukan untuk mendeteksi produksi asam yang
stabil dan fermentasi glukosa. Beberapa bakteri menggunakan glukosa untuk
membentuk sejumlah asam, sehingga menyebabkan nilai pH media turun hingga
4,4. Bakteri lain tidak terlalu menghasilkan asam sehingga nilai pH tidak terlalu
turun. Perbedaan tersebut dapat dilihat dengan methyl red sebagai indikator pH.
Dimana warna kuning menujukkan pH 5,1 dan warna merah menujukkan ph 4,4.

Kemudian Uji VP dilakukan untuk mengetahui produksi acetoin. Banyak
bakteri memebtabolisme glukosa untuk memproduksi acetoin (acetyl metil
carbinol), 2-3 butanediol/diacetyl. Keberadaan metabolit tersebut dapat dilihat
dengan reagen O’MEARA’S, cairan cooper sulfat, atau reagen BARRIT’S.
Penambahan fumarat ke media meningkatkan reaksi. Jika glukosa pecah, maka
akan bereaksi dengan alfa naphtol dan KOH sehingga menghasilkan warna merah.
Acetoin teroksidasi ketika inkubasi. Acetoin berikatan dengan KOH menjadi

diacetyl lalu guanidin (komponen pepton) yang jika ditambah dengan alfa naphtol
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menjadi berwarna merah. Langkah kerjanya yaitu isolat diinokulasikan pada
media dan diinkubasi selama dua hingga empat hari dengan suhu 35° C.
Kemudian uji MR dilakukan dengan menambahkan lima tetes indikator methyl
red, sedangkan uji VP dilakukan dengan menambahkan lima tetes cooper sulfat
atau cairan BARRIT (suspensi 5 g alfa napthol/100 ml etanol dan 1 ml pottasium
hydroxide (KOH) 40% (Merck, 2022).

Media Simmon Citrate Agar (SCA) berfungsi untuk mengidentifikasi
Enterobacteriaceae berdasarkan kemampuannya dalam memetabolisme sitrat
menjadi sumber energi karbohidrat satu-satunya. Dimana metabolisme sitrat
menyebabkan media menjadi basa/alkalinisasi media, yang diindikasikan dengan
perubahan warna dari indikator pH yaitu bromotymol blue dari hijau ke biru.
Isolat yang dikultur dengan cara streak pada permukaan miring media lalu
diinkubasi selama 24-48 jam dengan suhu 35° C aerobically. E. coli

menghasilkan sitrat negatif yaitu tetap hijau, tidak berubah warna (Merck, 2022).

6.2 Uji Sensitivitas Bakteri Escherichia coli terhadap Antibiotik

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa 68 isolat E. coli pada
daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya memiliki sensitivitas yang
berbeda pada setiap antibiotik yang digunakan. Semua isolat Escherichia coli
masih sensitif terhadap antibiotik Aztreonam yakni 68 isolat. Kemudian pada
antibiotik Ampicillin terdapat 50 isolat yang sensitif, lima isolat intermediet dan
13 isolat yang resisten. Pada antibiotik tetracyclin terdapat 51 isolat yang sensitif,
lima isolat intermediet dan 12 isolat resisten. Selanjutnya pada antibiotik

gentamycin, terdapat 61 isolat yang sensitif, tiga isolat intermediet dan empat
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isolat resisten. Pada isolat Ciprofloxacin terdapat 61 isolat sensitif, tiga isolat
intermediet dan empat isolat resisten.

Aztreonam merupakan antibiotik golongan monobaktam. Pada penelitian ini,
Aztreonam digunakan sebagai indikator presumtif ESBL. Namun hasil laboratoris
menunjukkan bahwa semua isolat Escherichia coli masih sensitif terhadap
antibiotik Aztreonam. Hal ini sejalan dengan penelitian Nadira dkk., (2018) yang
menemukan isolat Escherichia coli dari sampel feses sapi masih 100% sensitif
terhadap Aztreonam. Hal ini disebabkan karena antibiotik Aztreonam jarang
digunakan di peternakan. Namun, hasil ini berbeda dengan hasil penelitian
Ansharieta dkk., (2021) yang menunjukkan bahwa isolat E. coli dari susu sapi
segar di Jawa Timur mengalami resistensi terhadap Aztreonam sebesar 2,16%.

Ampicillin merupakan antibiotik golongan penicillin. Pada penelitian ini
digunakan sebagai indikator adanya enzim beta laktamase. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa dari 19% isolat Escherichia coli mengalami resisten
terhadap Ampicillin (13/68). Tingkat resistensi Escherichia coli pada penelitian ini
paling tinggi diamati pada antibiotik Ampicillin, dimana hal ini mengikuti pola
umum yang dilaporkan pada penelitian sebelumnya bahwa lebih dari 50%
antibiotik beta laktam mengalami resistensi terhadap isolat yang berasal dari
pangan asal hewan. Seperti penelitian Dsani et al., (2020) yang menemukan
resistensi Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi sebesar 57%.

Pada hewan penghasil pangan, termasuk sapi, antibiotik turunan Ampicillin
dan Penicillin seringkali digunakan dalam pengobatan infeksi bakteri. Selain itu,

antibiotik golongan penicillin pada manusia juga yang sering digunakan dalam
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pengobatan infeksi seperti infeksi saluran kemih. Sehingga hal ini perlu menjadi
perhatian tentang pemilihan pengobatan untuk terapi infeksi yang disebabkan
Escherichia coli. Ampicillin merupakan obat golongan beta laktam yang bekerja
dengan cara menghambat sintesis dinding bakteri. Antibiotik golongan beta
laktam berikatan dengan Penicillin-Binding Protein (PBPs) pada bakteri, sehingga
menghambat sintesis dinding sel bakteri karena proses trans-peptidase antar rantai
peptidoglikan terganggu, lalu terjadi aktivasi enzim proteolitik pada dinding sel.
Resistensi Ampicillin dapat terjadi oleh beberapa faktor, salah satunya
terbentuknya enzim beta Lactamase yang diekskresikan oleh bakteri Gram negatif
ke rongga periplasmik diantara membran sitoplasma dan dinding sel bakteri
sehingga dapat mencapai target antibiotik yang tepat untuk mengganggu cara
kerja antibiotik tersebut (Arivo dan Ai, 2017).

Tetracycline merupakan antibiotik yang diperoleh dari jamur Streptomyces
aureofaciens. Pada penelitian ini, Escherichia coli mengalami resistensi terhadap
tetracycline sebesar 17,6%. Hasil ini lebih rendah dibanding penelitian Dsani et
al., (2020) yang mengalami resistensi sebesar 45%. Penelitian Dsani et al., (2020)
menunjukkan bahwa bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi segar
mengalami resisten terhadap antibiotik tetracycline 45%. Penelitian Adzitey et al.,
(2021) menunjukkan bahwa antibiotik Tetracycline mengalami resisten terhadap
bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi lebih dari 50%. Penelitian
Pratiwi et al, (2020) yang menemukan resistensi pada antibiotik tetracycline

84.2% (16/19).

IDENTIFIKASI GEN blaTEM... LAILATUL MAGHFIROH



TESIS

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
67

Antibiotik tetracycline bersifat bakteriostatik dan berspektrum luas karena
peka terhadap bakteri Escherichia coli, Shigella, Salmonella, Proteus dan
Pseudomonas (Pelt dkk., 2016). Tetracycline efektif melawan bakteri Gram
negatif dan Gram positif. Antibiotik tetracycline telah diproduksi secara sintesis.
Antibiotik ini bekerja dengan cara menghambat ribosom 30S dan mengikat
aminoacyl-tRNA (Sumampouw, 2018). Tertrasiklin digunakan untuk terapi
manusia, ternak dan untuk promosi pertumbuhan dalam sistem peternakan intersif
melalui pakan. Kemampuan transfer yang tinggi dari penentu resistensi
Tetracycline pada bakteri usus ternak berkontribusi pada tingkat resistensi
Tetracycline yang diamati pada Escherichia coli yang diisolasi dari daging
mentah, produk daging dan lingkungan (Shin et al., 2015).

Gentamycin merupakan antibiotik golongan Aminoglycoside yang bekerja
mengganggu sintesis protein dengan mengikat sub unit ribosom 30S. Pada
penelitian ini, 5% isolat Escherichia coli mengalami resistensi terhadap
Gentamycin. Hasil ini serupa dengan penelitain Pratiwi et al, (2020) yang
menemukan resistensi Escherichia coli terhadap antibiotik Gentamycin 5,2%.
Penelitian Effendi ef al., (2020) yang juga menemukan isolat Escherichia coli dari
daging sapi di Surabaya yang resisten terhadap antibiotik gentamycin 5% (1/17).
Penelitian Dsani et al., (2020) menunjukkan bahwa bakteri Escherichia coli yang
diisolasi dari daging sapi segar mengalami resisten terhadap antibiotik gentamycin
sebesar 3%. Kemudian penelitian Adzitey ef al, (2021) menunjukkan bahwa

resistensi antibiotik Gentamycin sebesar 28%.
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Cara kerja antibiotik golongan Aminoglycoside yaitu berdifusi melalui porin
protein pada membran luar bakteri Gram negatif, masuk ke ruang periplasmik dan
mengikat ribosom 30S sehingga terjadi hambatan sintesis protein. Terikatnya
aminoglikosi pada ribosom, mempercepat transpor aminoglikosid ke dalam sel,
diikuti dengan kerusakan membran sitoplasma dan disusul dengan kematian sel.
Hal tersebut karena adanya miss reading kode genetik mRNA yang
mengakibatkan terganggunya sintesis protein (Arivo dan Ai, 2017).

Ciprofloxacin merupakan antibiotik kelas fluoroquinolone dan diperoleh
secara sintesis. Pada penelitian ini 5% isolat Escherichia coli mengalami
resistensi terhadap Ciprofloxacin. Penelitian serupa yaitu Dsani et al., (2020) yang
menemukan resistensi Escherichia coli terhadap antibiotik Ciprofloxacin sebesar
8%. Penelitian Adzitey et al, (2021) menunjukkan bahwa antibiotik
Ciprofloxacin 30,5% mengalami resisten terhadap bakteri Escherichia coli yang
diisolasi dari daging sapi. Penelitian Effendi ef al., (2020) yang juga menemukan
isolat Escherichia coli dari daging sapi di Surabaya yang resisten terhadap
antibiotik Ciprofloxacin yaitu 35% (6/17).

Ciprofloxacin efektif melawan bakteri Gram positif dan Gram negatif dengan
cara menghambat asam nukleat yaitu Deoksiribosa Nucleat Acid (DNA/Asam
Nukleat deoxyribosa). Ciprofloxacin bersifat bakteriosidal karena menghambat
replikasi DNA dengan cara mengikatkan diri pada sebuah enzim DNA gyrase
(tipe II topoisomerase) yang menyebabkan kerusakan pada kromosom bakteri. Hal

ini disebabkan karena enzim gryase yang berfungsi untuk memisahkan untaian
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ganda DNA saat replikasi tidak dapat bekerja. Ciprofloxacin efektif digunakan
pada bakteri Enterobacteriaceae, termasuk Escherichia coli (Sumampouw, 2018).

Antibiotik yang paling baik digunakan untuk menghambat pertumbuhan
Escherichia coli yaitu Ciprofloxacin (Sumampouw, 2018). Antibiotik
Ciprofloxacin sebenarnya dilarang untuk digunakan pada hewan penghasil
pangan, namun beberapa petani tetap menggunakan antibiotik tersebut untuk
mengobati dan mencegah infeksi, utamanya untuk meningkatkan pertumbuhan
hewan secara praktis. Sehingga hal tersebut menyebabkan angka resistensi
antibiotik pada hewan penghasil pangan meningkat. Saat ini resistensi beta laktam
pada bakteri Gram negatif yang berasal dari hewan meningkat. Bahkan 98,63%
ESBL produksi Escherichia coli merupakan bakteri multidrug resistance (Yang
Feng et al., 2018).

Dari 68 isolat Escherichia coli terdapat empat isolat (5,8%) yang bersifat
multidrug resistance (MDR) yaitu isolat A1 dari pasar Wonokromo, A4 dari pasar
Manukan, P11 dari pasar Manukan dan A19 dari pasar Pabean. Hal ini serupa
dengan penelitian Effendi et al., (2020) yang menemukan 35% (6/17) isolat
Escherichia coli MDR pada daging sapi. Penelitian Adinepekun et al., (2015) juga
menunjukkan adanya resistensi antibiotik Aminoglycoside, Beta-laktam,
Cephalosporin, Fluoroquinolon dan Tetracycline pada Escherichia coli yang
diisolasi dari pangan asal hewan. Kemudian penelitian Adzitey et al., (2021)
menunjukkan bahwa bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari daging segar
51,1% mengalami MDR. Serta penelitian Dsani et al., (2020) yang menemukan

isolat Escherichia coli yang diisolasi dari daging segar mengalami MDR sebesar
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22% (22/98). Multidrug resistance (MDR) merupakan kondisi dimana bakteri
mengalami resisten lebih dari tiga golongan antibiotik. MDR telah menyebar
secara luas di seluruh dunia, utamanya pada bakteri Gram negatif seperti
Escherichia coli (Effendi et al., 2020).

Bakteri penghasil ESBL biasanya bersifat Multidrug resistance terhadap
antibiottk non beta laktam termasuk Fluoroquinolon, Aminoglycoside,
Tetracycline, Sulfametoksazol dan Chlorampenicol, yang membuat pengobatan
menjadi lebih sulit. Penelitian baru-baru ini juga melaporkan bahwa adanya
peningkatan prevalensi Escherichia coli penghasil ESBL pada hewan penghasil
pangan di berbagai belahan dunia. Hal ini dapat menimbulkan potensi risiko bagi
kesehatan masyarakat karena isolat dan gen resistensi dapat ditransfer ke manusia
melalui rantai makanan (Yang Feng et al., 2018).

Antibiotik menjadi solusi pengobatan infeksi bakteri umum dan memainkan
peran penting dalam mengurangi angka kematian. Terapi antibiotik dapat
mengurangi durasi penyakit dan mencegah suatu penyakit. Namun peningkatan
progresif dalam resistensi antibitoik antara patogen enterik di negara berkembang
menjadi area penting untuk diperhatikan. Selain itu, penyalahgunaan antibiotik
dalam pengobatan bisa menyebabkan peningkatan resistensi antibiotik.
Penggunaan antibiotik yang monotonus tanpa prosedur yang tepat dapat
menyebabkan peningkatan resistensi antibiotik dan kebiasaan pemberian
antibiotik pada ternak juga dapat meningkatkan organisme usus yang resisten

terhadap antibiotik (Pratiwi et al., 2020).

IDENTIFIKASI GEN blaTEM... LAILATUL MAGHFIROH



TESIS

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
71

Pola resistensi antibiotik yang dilaporkan pada penelitian ini berbeda atau
mirip dengan penelitian lain disebabkan karena perbedaan sampel yang diperiksa,
prosedur pengambilan sampel, perbedaan waktu dan tahun pengambilan sampel,
breakpoint yang digunakan, serta tingkat penggunaan antibiotik pada peternakan
dan manusia untuk tujuan pengobatan. Dimana dilaporkan bahwa antibiotik beta
laktam, fluoroquinolon, dan Aminoglycoside seringkali digunakan untuk
pengobatan infeksi Escherichia coli pada manusia (Adzitey, 2015). Kemudian
antibiotik golongan Penicillin dan Aminoglycoside juga sering digunakan dalam
pengobatan infeksi bakteri pada ternak sapi (Mustika dkk., 2015).

Pada penelitian ini, hasilnya mengindikasikan bahwa antibiotik Aztreonam
masih efektif untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh isolat E. coli pada
daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya, kemudian isolat
Escherichia coli 95% masih sensitif terhadap Gentamycin dan Ciprofloxacin. Hal
ini sama seperti penelitian Adzitey (2015) dimana bakteri Escherichia coli yang
diisolasi dari daging sapi masih 95,56% sensitif terhadap Ciprofloxacin dan
75,56% sensitif terhadap Gentamycin. Berdasarkan hasil penelitian, maka
antibiotik Aztreonam, Ciprofloxacin dan Gentamycin dapat dijadikan antibiotik

pertama yang dipilih untuk mengobati infeksi Escherichia coli.

6.3 Deteksi Gen blatem

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 13 isolat Escherichia
coli resisten Ampicillin yang di isolasi dari daging sapi segar di Pasar Tradisional
Kota Surabaya ditemukan tujuh isolat (53,8%) memiliki gen blatem penyandi

Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) dan empat diantaranya merupakan
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isolat MDR (A1, A4, A19, dan P11). Hasil ini lebih tinggi dibanding penelitian
Dsani et al., (2020) yang mendeteksi gen blarem sebesar 4% (4/98) pada isolat
Escherichia coli yang diisolasi dari daging sapi segar di Ghana.

Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan berlebihan menyebabkan tekanan
selektif yang mendukung pertumbuhan bakteri resisten. Kolonisasi bakteri
resisten dalam usus manusia dan hewan menyebabkan transmisi gen resistensi
bakteri dalam flora usus melalui transfer gen horizontal oleh plasmid konjugatif.
ESBL sebagian besar di kodekan oleh gen dalam plasmid. Enterobacteriaceae
diidentifikasi memiliki plasmid yang membawa gen resistensi. Gen blatem
terletak pada plasmid (Muhammad et al, 2014). Kelompok plasmid IncFII
diketahui sebagai kelompok yang mengkode gen ESBL dan tersebar secara luas di
Enterobacteriaceae dan disebut kelompok plasmid resisten epidemi. blatem
merupakan salah satu gen ESBL dominan di dunia dan ditemukan dari isolat
manusia, hewan dan lingkungan. Gen blatem ditemukan utamanya pada isolat
bakteri Escherichia coli dan Klebsiella pneumoniae (Soekoyo et al., 2020).

Gen blatem merupakan beta-laktamase yang paling sering ditemukan pada
bakteri Gram negatif. Sebesar 90% resistensi Ampicillin pada Escherichia coli
disebabkan oleh adanya gen blatem (Alcock et al., 2020). Adanya bakteri resisten
pada hewan penghasil pangan dan produk pangan asal hewan disebabkan karena
penggunaan antibiotik untuk tujuan terapeutik dan non terapeutik yang secara
terus menerus dalam sistem produksi. Selain itu, daging sapi segar dapat
terkontaminasi patogen resisten antibiotik pada titik pemotongan dan penjualan

yang tidak higenis. Meskipun tekanan selektif menjadi penyebab utama, kondisi
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sanitasi tempat pemotongan, penjualan dan pengolahan dapat mempengaruhi pola
intensitas penyebaran di sepanjang rantai makanan (Dsani et al., 2020).

Diketahui bahwa mekanisme utama populasi mikroba dapat bertahan hidup
dalam situasi terancam yaitu dengan mutasi genetik, ekspresi dari suatu gen
resistensi laten, atau melalui gen yang memiliki determinan resistensi. Terdapat
bakteri yang memiliki gen ekstrakromosomal berupa plasmid atau bakteriofag.
Faktor resistensi yang dipindahkan dapat berlangsung dari kromosom ke plasmid
atau vice versa pada transposon atau integron, dimana yang dapat dipindahkan
adalah plasmid faktor R yang disebut plasmid penular (infectious plasmid)
melalui konjugasi, transformasi maupun transduksi. Sehingga adanya bakteri
Escherichia coli pada penelitian ini yang memiliki gen resistensi blaTEM
penyandi ESBL dimungkinkan adanya oleh plasmid atau gen dalam kromososm
yang membawa sifat resistensi. Transposon yang mengandung gen resistensi
mengadakan inversi ke plasmid sehingga gen resistensi dapat dipindahkan ke sel

lain.

6.4 Deteksi Gen stx2

Penelitian ini tidak menemukan adanya gen stx2 pada 13 isolat Escherichia
coli resisten Ampicillin yang di isolasi dari daging sapi segar di Pasar Tradisional
Kota Surabaya. Hal ini berbeda dengan penelitian Dulami and Ibrahim (2018)
yang menemukan 29,7% (14/47) daging yang diambil dari pasar modern atau
supermarket terdeteksi adanya toksin Shiga (szx2) dengan pengujian PCR. Begitu
juga dengan penelitian Brasa et al.,(2017) bahwa 5,8% (193/3193) daging sapi

yang diambil dari rumah potong hewan mengandung Escherichia coli yang
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mengandung toksin shiga. Kemudian penelitian Samad et al, (2018) bahwa
ditemukan 50% isolat Escherichia coli yang isolasi dari daging sapi di Pakistan
positif memiliki toksin shiga (20% stx1, 45% stx2, dan 10% stx] dan stx2). Di
Amerika melaporkan adanya kasus infeksi Escherichia coli penghasil toksin shiga
yang berasal dari produk daging sapi sebanyak sebelas orang dari lima negara
bagian, tujuh orang dirawat di rumah sakit dan satu orang mengalami uremia
hemolitik karena kegagalan ginjal (Sulaxono, 2020).

Pada penelitian ini, gen yang dipilih untuk mendeteksi toksin shiga yaitu stx2.
Hal ini karena pada penelitian sebelumnya gen toksin shiga yang paling banyak
ditemukan pada pangan asal hewan yaitu stx2 dibanding stx/. Penelitian yang
dilakukan pada daging sapi potong di Argentina mengungkapkan adanya stx2
yang tinggi dalam bakteri Escherichia coli. Begitu juga dengan penelitian di Turki
yang menunjukkan adanya bakteri Escherichia coli dari daging sapi cincang yang
memiliki 16,6% gen stx/ dan 50% gen stx2. Kemudian, sampel daging sapi eceran
di Mesir menunjukkan keberadaan 46,7% gen stx/ dan 86,7% gen stx2.

(Ansharieta et al., 2021; Samad et al., 2018).
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasi dan pembahasan, maka kesimpulan dari penelitian ini yaitu:

l.

Ditemukan isolat bakteri Escherichia coli pada daging sapi segar di Pasar
Tradisional Kota Surabaya sebesar 45,3% (68/150).

Pola resistensi bakteri Escherichia coli pada daging sapi segar di Pasar
Tradisional Kota Surabaya yaitu ada delapan antara lain AMP, TE, GM, CIP,
AMP-TE, TE-GM, AMP-TE-GM, AMP-TE-GM-CIP.

Ditemukan gen blaTEM penyandi ESBL pada isolat bakteri Escherichia coli
yang resisten terhadap Ampicillin dari daging sapi segar di Pasar Tradisional
Kota Surabaya sebesar 53,8% (7/13).

Tidak ditemukan gen s#&x2 penyandi toksin shiga pada isolat bakteri
Escherichia coli yang resisten terhadap Ampicillin dari daging sapi segar di

Pasar Tradisional Kota Surabaya.

7.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan, maka saran dari penelitian ini yaitu :

l.

Ditemukannya bakteri Escherihcia coli pada daging sapi segar maka perlu
adanya peningkatan higene pedagang daging sapi segar serta sanitasi
lingkungan di Pasar Tradisional Kota Surabaya. Pemerintah diharapkan dapat
melakukan pembinaan dan pengawasan secara rutin kepada para pedagang

daging sapi di pasar tradisional untuk menjaga kebersihan daging sapi mulai
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dari RPH sampai dijual di pasar. Konsumen sebaiknya menerapkan petunjuk
dasar sepeti praktik higenis yang baik, memasak daging yang baik, suhu
penyimpanan yang memadai dan menjauhi kontaminasi silang untuk
mencegah bahaya yang ditimbulkan oleh bakteri Escherichia coli yang
terdapat pada daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya.

Adanya pola resistensi bakteri Escherichia coli terhadap antibiotik yang
beragam dan MDR, maka penting dilakukan penggunaan antibiotik yang
rasional (tepat obat dan tepat dosis) untuk menujang keberhasilan pengobatan
pada penyakit yang disebabkan oleh Escherichia coli. Perlu disiapkan adanya
alternatif antibiotik baru atau jenis yang lain untuk mengatasi resistensi akibat
adanya enzim ESBL.

Ditemukannya gen blatem penyandi ESBL pada isolat Escherichia coli yang
diteliti, maka perlu dilakukan deteksi gen penyandi ESBL yang lain yang
dihasilkan oleh Escherichia coli pada daging sapi segar yang dijual di pasar
tradisional kota Surabaya agar data yang diperoleh lebih lengkap.

Tidak ditemukannya gen stx2 penyandi toksin shiga maka perlu adanya
penelitian lanjutan untuk mendeteksi gen lain penyandi toksin shiga (stx/)
yang dihasilkan oleh Escherichia coli pada daging segar di Pasar Tradisional

Kota Surabaya.
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Lampiran 1. Hasil Isolasi dan Identifikasi Bakteri Escherichia coli

Hasil Isolasi Hasil Identifikasi
No Kode Medi . Media .. .. ..
Asal Sampel Media Pewarnaan Uji Uji .. Uji
Pe | sampel | Sampel | a | pcrn | EMB Gram mdol | MR | UIVP | Siga
BPW A
1 Al s & i Gram negatif s + - -
2 A2 + + + Gram negatif
3 A3 + + +
4 A4 + +
5 Bl + +
6 B2 + +
7 B3 s i
8 B4 + +
9 Cl + + +
10 C2 + + + Gram negatif
11 C3 + + + Gram negatif
12 C4 + + + Gram negatif
13 Dl + + + Gram negatif
14 D2 + + + Gram negatif -
Pasar 15 D3 I = I Gram negatif
Wonokromo 16 D4 + + + Gram negatif
17 El + +
18 E2 + +
19 E3 s i
20 E4 + +
21 Gl + + + Gram negatif +
22 G2 I = I Gram negatif +
23 G3 + + + Gram negatif +
24 G4 + + + Gram negatif +
25 G5 + + + Gram negatif +
26 G6 + + + Gram negatif + + - -
27 G7 I = I Gram negatif I + = =
28 G8 + + + Gram negatif + + - -
29 G9 + + + Gram negatif + + - -
30 G10 s = i Gram negatif s +
1 Al + +
2 A2 + + + Gram negatif +
3 A3 + + + Gram negatif +
4 A4 I = I Gram negatif I + = =
5 Bl s & i Gram negatif s + - -
6 B2 + + + Gram negatif + + - -
7 Cl + + + Gram negatif - + ﬁ
8 C2 + + + Gram negatif + + - -
9 C3 s = s Gram negatif s + = =
10 C4 + + + Gram negatif + + - -
11 D1 + + + Gram negatif + + - -
12 D2 s & i Gram negatif s + - -
13 D3 + + + Gram negatif + + - -
14 D4 3 == 3 Gram negatif 3 + = =
15 El + + + Gram negatif + + - -
Pasar 16 E2 s = s Gram negatif s + = =
Keputran 17 E3 3 + 3 Gram negatif 3 + - -
18 E4 + + + Gram negatif + + - -
19 F1 s & i Gram negatif s + - -
20 F2 + + + Gram negatif + + - -
22 G12 + + + Gram ne; + - -
23 G13 - * -
24 G14 A +
25 G15 + +
26 Gl6 s i
27 G17 + +
28 G18 + +
29 G19 + +
30 G20 + +
1 Gl + +
Pasar Pacar
aIs(aelinagca 2 G2 ki ha
3 G3 + +

TESIS
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4 G4 + + Gram negatif
5 HI + +
6 H2 + + Gram negatif
7 H3 + + Gram negatif
8 H4 + + - T 1T 1T
9 11 + +
10 12 + +
11 B3 I n
12 14 i +
13 J1 + +
14 12 + + Gram negatif
15 I3 + + Gram negatif
16 4 n ¥
17 K1 + +
18 K2 + +
19 K3 + +
20 K4 + + - T 1T 1T
21 Pl + + + n
2 P2 m n n - "
23 P3 + + + Gram negatif + +
24 P4 i + + Gram negatif i +
25 P5 + + + Gram negatif + +
26 P6 if3 + + Gram negatif + + B _
27 P7 + + + Gram negatif + + _ _
28 P8 + + + Gram negatif + + _ _
29 P9 if3 + + Gram negatif + + B _
30 P10 + + + Gram negatif + + _ _
1 Al if3 + + Gram negatif + + B _
2 A2 i A i Gram negatif + +
3 A3 + +
= Ad + + | + | Gamnegatif | + [ + | - [ - |
5 A5 + +
5 Ab + + | + | Gamnegatif | + [ + | - [ - |
Pasar 7 A7 + s :
Manukan 8 A8 if3 + + Gram negatif + + - -
9 A9 + + + Gram negatif + + - _
10 Al0_ | + E S ) O O F
11 Pll if3 + + Gram negatif + + - -
12 P12 + + + Gram negatif + + _ _
13 P13 if3 + + Gram negatif + + B _
14 P14 s = s Gram negatif + + - -
15 P15 + + + Gram neﬁ- + - R
1 All if3 + + Gram negatif + + B _
2 Al12 + + + Gram negatif + + _ _
3 Al3 if3 + + Gram negatif + + B _
4 Al4 a4 ar 4 Gram negatif 3 +
5 AlS + +
o Al6 + + | + | Grammnegaif | + [ + | - [ - |
7 Al7 + +
Pasar Pabean 8 AlS + n
2 sl + + [ + | Gamnegatif | + [ + [ - | - |
10 A20 + +
L P16 + + | + | Grammnegaif | + [ + | - [ - |
12 P17 + +
13 P18 + +
14 P19 + +
15 P20 + +
1 Bl T +
2 B2 + + [ + | Gramnegatif | + [ + [ - | . |
3 B3 + +
4 B4 + +
5 B5 + +
6 B6 + +
. 7 B7 + n
Pasar Jagir 3 BS " —
2 B9 + + [ + | Gamnegatif | + [ + [ - | - |
10 B10 + +
11 Bl11 + + - 11T 1T ]
12 B12 + +
13 B13 + +
14 Bi4 + + Gram negatif
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TESIS

15 BIS + + Gram negatif
16 B16 + +
17 B17 + +
18 BI18 + +
19 B19 + + I e e e
20 B20 + +
21 Wi + + + Gram negatif +
22 W2 s & i Gram negatif + - -
23 W3 + + + Gram negatif + -
24 W4 + + + Gram negatif + -
25 W5 + + + Gram negatif + - -
26 W6 I = I Gram negatif I + = =
27 W7 s & i Gram negatif s + - -
28 W8 + + + Gram negatif + -
29 W9 + +
Keterangan :
® BPW
)] : Media berubah dari kuning jernih menjadi keruh
) : Media tetap kuning jernih
® BGLB
) : Media berubah dari hijau jernih menjadi keruh dan terdapat gas pada tabung durham
) : Media tetap hijau jernih dan tidak terdapat gas pada tabung durham
® EMBA
)] : Tumbuh koloni hijau metalik dengan titik hitam ditengahnya
) : Tidak terdapat koloni hijau metalik
®  Pewarnaan Gram pada pemeriksaan mikroskop perbesaran 1000x
Gram negatif : Koloni bakteri nampak berwarna merah dan berbatang pendek
®  Ujiindol
(+) : Tebentuk cincin merah pada permukaan media
) : Tidak terbentuk cincin merah (cincin berwarna kuning)
® Uji MR
)] : Media berubah dari kuning menjadi orange hingga merah
) : Media tetap berwarna kuning
® UjivP
)] : Media berubah dari kuning menjadi otange hingga merah
) : Media tetap berwarna kuning
®  Uji Sitrat
+) : Media berubah dari hijau ke biru
) : Media tetap berwarna hijau
®  Bakteri E. coli menunjukkan hasil positif pada media BPW, BGLB dan EMBA, uji indol, dan uji MR.

Sedangkan pada uji VP dan uji sitrat menunjukkan hasil negatif.
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ran Uji Sensitivitas Antibiotika

Asal Sampel

Kode Sampel

Antibiotik

Aztreonam

Ampicillin

Tetracycline

Gentamycin

Ciprofloxacin

Pasar
Wonokromo

Al
B3
C4
D3
E3
Gl
G2
G6
G7
G8
G9

Pasar
Keputran

A4
Bl
B2
C2
C3
C4
D1
D2
D3
D4
El
E2
E3
E4
F1
F2

Pasar Pacar
Keling

Pasar
Manukan

Pasar Pabean

Pasar Jagir
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Lampiran 3. Hasil Uji Sensitivitas Antibiotika

Asal Tsolat Kode _ Antib_iotik _ . .
Isolat | Aztreonam | Ampicillin | Tetracycline | Gentamycin Ciprofloxacin
Al S R R R S
B3 S S S S S
C4 S S S S S
D3 S S S S S
E3 S S S S S
Pasar Gl S R S S S
Wonokromo G2 S S S S S
G6 S S S S S
G7 S S S S S
G8 S S S S S
G9 S R S S S
G10 S S R S S
A4 S S R S S
Bl S S I S S
B2 S S I S S
C2 S R S S S
C3 S I S S R
C4 S S R S S
Dl S S S S S
D2 S S S S S
Pasar D3 S S S S S
Keputran D4 S S S S S
El S S S S S
E2 S S I S S
E3 S S S S S
E4 S R R S S
F1 S S I S S
F2 S S S S S
Gl4 S I S S S
G15 S S S S R
Gl6 S S S S S
Pasar Pacar G4 S S S S S
Keling H2 S S S S S
H3 S S S S S
14 S I R S 1
J2 S I S S I
P4 S S S S S
P6 S S S S S
P7 S S S S S
P8 S S S S S
P9 S R S S S
P10 S S S S S
Pasar Al S S S S S
Manukan A2 S S S S S
A4 S R R R S
A6 S S R R S
A8 S R R S S
A9 S S S I S
P11 S R R R R
P12 S S S S S
P13 S S S S S
P14 S S S S S
Pasar Pabean All S S S 1 S
Al2 S S S S S
Al3 S S S I S
Al4 S S S S S
Al6 S I S S S
Al9 S R R R R
P16 S S R S S
Pasar Jagir B2 S S S S S
B9 S S S S S
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

a) Pengambilan sampel daging sapi segar di Pasar Tradisional Kota Surabaya

b) Penuangan media di laminar air flow

¢) Penanaman sampel pada media EMBA
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d) Hasil isolasi bakteri pada media BPW

Kekeruhan
media

e) Hasil isolasi bakteri pada media BGLB

Terdapat gas
terperangkap
dalam tabung

f) Sterilisasi media menggunakan autoklaft

g) Homogenisasi sampel dalam media menggunakan mesin vortex
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h) Persiapan alat yang digunakan untuk deteksi molekuler PCR

1) Mesin thermocycler untuk running PCR

j) Pembuatan sumuran pada elektroforesis gel dan mesin elektroforesis

k) Mesin transluminator untuk dokumentasi gel elektroforesis
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Lampiran 5. NCBI gen blatem

Primer Forward baris 1-21 (21)

% Primer Reverse baris 1060-1080 (21)

GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC

Panjang product size : urutan baris terakhir primer reverse dikurangi
urutan baris pertama primer forward ditambah satu.
1080-1+1 = 1080 bp
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Lampiran 6. NCBI Gen stx2

Primer forward ke baris 399-419 (21)

Primer reverse baris ke 1159-1178 (20)

Panjang bp : 1178-399 + 1= 780 bp
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