AL Judod Penelitian dan Mama Penelit

a. Juddol Penclitian

KARAKTERISTIK MOLEKULER BAKTERI Fifirin parafiemofyiics
DARI SAMPEL AIR LAUT DAN UJI RESISTENSI ANTIBIOTIENY A
be Mama Peneliti 0 Marclinn
c. Tahun Penulisan Laporan :

Laporan penelitian ini berjumlzh  halaman. Penelitian dan penelisan laporan
dilakukan pada tahun 2004

. ABRSTRAK

Dua puluh’delapan kultur Filia paraboemaiviions vang telah disolasi dari air laul,
diufi resistensinya terhadap 8 antibictix {Pemisilin G, Sefuroksim, Kanamisin.
Cienlamisin,  Streptomising, Tetrasikling  Asam  Nalidiksal, Suolfametoksascl) den
diisnlasi plasmidnya, Uji resistensi amtibiotik dilakokan dengan metode difus
(Hinton & Linton,|983), sedangkan isolasi plasmid dan analisa profilnva dilakulkan
dengan metode Macring dkk (19783 Hasil uji resistensi antibiotik menunjukhkan
tahwa 21 kultur resisten terhadap antibiotik, enam kultur masing-masing resisien
terhadap sam amibiotik, sedangkan yang lain resisten terhadap dua atau lebih
anhibiotik dan tidak satupun koltue vang resisten terhadop Gentamisin dan Asam
Malidikat. Delapan kuliur ditemukan mempunyai plasmid denpan hobar 2.7 kilahase
(kk) hingea 7.3 kb dan terdiri 8 peofil plasmid vaitu, kuliur VpEP27PK dengan
plasmid 2.7 kb, kulur VpEPIZPE denpan plasimid 3.6 kb, kulour VpEPGPR dengan
plasmid 7.3 kb, kultur VpEPYPE dengan plasmid 5.6 kb dan 7.3 kb, kultur
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VpEPSPK dengan plasmid 3.6 kb, kiltur VpEP1TPK dengan plasmid 3 kb, 4 kb,
3.0 kb dan 5.6 kb, kulr VpEP3PK dengan plasmid 3 kb 4 kb dan 3.6 Kb serta
Lultur ¥YpER13PR dengan plasmid 3.6 kb Jumlah piasmid dan profilnea memibisi

hubusgan vang sinergis dengan peainghatan resiko resistensinya terhadap antibietik.
ABSTRACT

Twenty eight cultures of Filwio porafiaemedviicuy selated from sea water were
cxamined for resistance 1o B oaniibiobics (Penicilim G, Cefumxim.  Kanamyeii
Gentamyein, Streptomycin. Tetracyeline. Mabidiie Acud, Sulfametoxazel) and fo
cecurrence of plasmid. Antibictic resistance was tested by diffusion method {Hinton
and Linton, 19830 Plasmid were isolated and snalvsed by method of Macnina et al
(1978% The result of antibiotics resistance testing indicated that 21 culteres wene
resistont o antibiotics, six of them was resistant 1o ong antinonic and the ather were
resistant to twe or more antibiotcs but oo cullures were resistant W Gentamycin and
Nalidixic Acid, Six culwnes of Fibvio perahoemalyricuy contained plasmid for 2.7
kilobase (kb) until 7.3 kb with & profles that ace, culture VpEP2Z7PR contained 2.7
kb, culture YpEP12PK contained 5.4 kb, cultere VpEPAPR comained 7.3 kb, cullure
VpEP?PK contained 5.6 kb and 7.3 kb culture VpEPYPK contained 5.0 kb, cultune
VpEPI TR contained 3 kb, 4 kb, 3.1 kb, 3 6 kb culture VpEP3PE contained 3 ki
4kh, 5.6 kb and culure VpEPIIPE comained 3.6 kb, Large amount of plasmid and

its prafiles influence their resistance to antibiotic:




. PENDAHULUAN

Laut secara wmum terdin atas dua zona vaiu zona pantai dan zona lau
dalam,  Zoma pantaj mencakup hingea kedalaman 200 meter dibawal permuokan
laut. Sinar matahari yang masih bisa menembus hingaz kedalaman tersebun
memungkimkan wimbohnya arganisme fotosinteik rang akan dimanfzatkan olel
arganisime laut lain seperti ikan, kerang, tirsm. kepiting dan lain - lain..

selain pancaran sinar matahari yang cukup, Jumlah zat arganik dan anorganik
dari daratan juga menunjang kehidupan di perairan pantal termasuk kehidupan
mikroorganisme seperti bakieri. Jika dibandingkan dengan laut bagian tengah. maka
Jumiah bakteri di perairan pantai lebik banyak dan bervariasi. Banvak bakuer
patogen vang terdapat di perairan pantai. salal satunya adaleh baktern dari genus
Yibwia

Cienus Fibweo terdini dari 28 spesies antara lain Fibrio paralieemalviicns, 1
chiolerae, V. costicola, V. vilnificus, 1V, algmadyiics, V. angwilarom, V. mittelmikavi,
Voo sputigenmum, Vo mimicus, V. hollivae, V. daneada Diantara 28 spesies it vane
dikenal patogen adaleh Fideio chalera, 10 wlginoliricee. Vo vinifions dun 10
povgticemolvticas . Vibeio parahasmolvticns adalah bakeer] giam negatif denpan sel
berbentuk batang berlekuk (komal, mempunval Nagel polar dan bersital anacrab
Fakultatir

Studi mengenai kasus keracunan maksnan laut wvang. tenadi tiap thun di
tepang dan Amerika Serskat menunjukkan  bahwa penyebab keracunan adalah

bakieri patogen  Fibvio parahocmolyicss  yang  berasal dari makanan laun



“sierfood” vang setengah dimasak aiau Kurang sempuma dimasak dan makanan lain
vang terkontaminasi demgan makanan tersebut. Infeksi karena ¥ perafemafviicns i
mengakibatkan gastroenteritis dengan gejala diare berdarah. sakit kepala, demam.
vamiting dan navsea

'erapi dengan antibiotik terhadap infeksl vang disebabkan oleh cenus o
baru dilekukan terhadap Fibrdo cholerae yvaiu dengan memberikan Siprofioksazin.
Loperamid, atuu kombinast Trimetoprim dan Sulfametoksazal, scdangkan terapi
infeksar karena Vit parafaemolnowy belum ada rekomendast tentang penggunaan
antihictik, karena masvarakol khawatie terhadap efek samping dan peningkatan
resihio resistensinya

intuk menguj sitat resistensi tersebur, maka dilakukan penelitian nesisiens
antibiotik dan profil plasmid dari Pibrie porahaemolviens vang ditsolast dari air
laut. Uji resistensi antibiotik dilakukan denpan metoda Erumperman | sedanghkan
iselas plasmid dilakukan denvan metode Mevers, dik yvang dimodifikasi dan analisa

profil plasmid memakai metode Macring, dkk.



IL TINJAUAN PLSTAKA
2.1 Hakteri

Bakteri merupakan kelompek mikroorganisme vane dapat menmmbulkan
berhagal perubahan pada substans: yang ditumsbuhingw.  Bakier gapat hidup di
senred tempat vang memungkinkan terjadinya kehidupen seperti ndara, tanah. aie dan
makanan. Bakien dalam ekosistem berperan sebagai “decompayer ™. yailu pemecal
produk-produk croamk yang kampleks membentuk komponen vang lebsh sederhana,
Bakteri dapat bersimbicsis dengan organisme lain di alam  dimana simbiosis ini
dapal bersifat muluzlisme, kamensalisme dan parasinsme. Sifar parasitisme

beberapa jenis bakteri menimbulkan penvakil pada tumbuhan, hewan dan manusia |

LT Bakteri Fitirio parafrecmolyticns

Pada tahun 1930 - an pertama kali terungkap kasus keracunan makanan lan
di lepang, diduga penvebabnya adalah suae bakieri patogen vaile  Fibei
parahaesolitices. yang hidup dalam makenan laet “veedood™ . Dugaan ini
didasarkan karena kebiasaan orang Jepang yvang memakan kan dan makenan law
laim secara mentah dan setengah masak Kasus serupa juga perama kali dilaporkan
Lahun 1970 - an di dagrah perairan pantai Amerika Serikat . Tiap ahun kasus seperti
i selalu terjadi secara sporadis di berbagai kawasan di duniz

Bakteri Fibrio parvehaemolvtions termasuk ke dalam genus Pibrio. Bakteri
i pertama kali diidentifikasi oleh Kanagawa, seorang ilmuwan  Jepang sekinr
mhun 1950 . Bakteri ini tergolone bakiern halofilik, 7 purchaemaodviicus dapal
hidup bersimbiosis dengan erganisme law lain sepenti ikan, kerang. tiram, kepiting

dan lain = lain..



1.2 Taksonomi Fibrie parafaemefviticis

“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolopy™ memberikan klasitikasi
bakteri Fibrio paroficemelviions sebagai berikun Kingdon:  Plast. Divisio
Thallophyta, Kelas: Schizomyeetes, Orde @ Esbacteriales. Famili:  Vibrionacese.

Genus @ Frbrio, Spesies: Filodo parabacinedvsicny
213 Morfulogi Fibrio pirraiiaemalypticis

Fibrie poratiacmodvtions adalah bakieri berbentuk spiral (hatang berlehul )
sram negatil, tidak menghasilkan spora, mempunyai Dagel polar Gmonotrik) dan

hersifal an asrch fakultatit, Bakter ini memiliki ukoran 2 -4 am .
214 Patogenitas Fileio parvidiremolpiicns

Mekanisme patogen Fibeie parehasoiolyrions belum diketahoi, tapi bakier
i menghasilkan suatu virotoksin vang mengakibatkan Hsisnva sel darab merah,
Pengujian strin B perabaemalviicns yang patogenik menunjukken posinl ges
Kapagaws aftau rezksi hemelisis pada daerah hemaolisis [§ dengan mengsunakon
medium agar darah |

Infeksi karena Vibeio poratiacmolviicns disebul gastroenteritis dengan gejala
diare berdarah. kejang perut. sakit kepala, demam. wvomiting dan nausea
Gastreenteritis dapat terjadi jika jumleh 7 parafaemalvticns vaneg masuk ke webuh
berkisar 10°- 107 arganisme. Demam karena gastrocnteritis ini berlangsung 4 - 10
har vang diseriat densan pejala klinis diatas. Pada kasus vang berat penvakil ini
mengakibatkan  kematian karena banyak kehilangan cairan tubub dan kekurangan

daral.



2.2 Lt

Laut adalah bagian terlugs yvang meliputi kira-kira 2/3 dari lugs permukazn
burit,  Laut secara umum dibagi atas dua zona vaitu panta) dan lau dalam. Zona
pantal mempunyal kedalamen hingea 200 meter dari permuokaan laul.  Letak yang
herbatasan dengan daratan menjadikan wona ini schapgai tempat menumpukinya
hahan-tahan creanik dan anorganik dari daratan

Pancaran  cabava matahart yang  cokup, memungkinkan  tumbuhny
organisine fotesintelik  di lsat, sepenti plankion. Sesuai dengan rantai makanan.
organisme tersebul akan dimanfaalkan oleh erganisme laut Lain seperti ikan, kerang.
tiram, kepiting dan lain - lain ataw ehib dikenal dengan “seafood. Hasil laot dari
perairan pantai menyediakan [%6-2% kalori dan 44% protein pertabon unwek selurb
dunia, Sumber protein terbesareya adalah ikan dan dari seluruh penangkapan ikan di
laut, =%0%; berasal dari perairan pantai .

Randungan organik vang tngoi dan cahayvs matahaci yang cukup pada
perairan panta: menyebablon variasi mikrocrganisme terutama hakleri.  Banvak
bakler patogen vang terdapat di kawasan ini, salab satunya adalah dari genus Fibrie
vaite Yitieia porahoesmotitices . Bakteri ini dapat hidup dalam suasana kandungan
aarium lerlento dan bersimbiesis dengan ikan, kerang. tiram. kepiting dan lain — lain.
Terjadinya mnleks: kareno bakler ini pada manusia adalah jika manusia memakan

miakanan laul stan “seqicod” vang mentah atau tidak dimasak secara sempurns
2.3 Plasmid dan Resistensi Antibiotik

Plasmid adalah unsur genetik ehstrakrecmoesomal vang terdini atas [NA

berbenang sanda yang melingkar, yang berkisar daei 001 hingza 5 pessen ukuran



kromosom bakteri.  Plasmid dapat mereplikash sendini secara otonom dan terseba
nebas dalam siteplasma bakteri,  Plasmid ini mungkin menvandi ana saja dan
cakupan luas fungst bantu, termasuk resistenst obat
Resistenst antibiotik sering disandi oleh plasmid.  Plasmid i meszandung
faktor resisten {fakior R) sebingoa disebut plasmid B, vang rerdini darf dua unit vaiug
seomen RTF [ Resistance Transfer Fakior | dan determinan-r funice). Sewmen BT
memungkinkan teradinya perpindahan fakor R sedangkan masing-masing wnis |
membawa silal resistensi terhadap sat antibiotik
Plasmid ¥ dapat ditransmisikan tidak hanya dari sel ke sel didalam sato jenis
Lapi juga melintasi garis-garis jenis, misalnva Escherichio coli vang bukan patagen
sering, mengandung plasmid-plasmid B vang memungkinkan bakteri bartshan hidup
tethadap dosis tinggi amibiotk yvang dimakan inangnva Plasmid-plasmid 1B o
dapat ditransfer ke bakteri patogen vang menginfeksi sehinpaa bakieri patgen
akan menjadi resisten terhadap antibionik vang sama .
Materi genetik dan plasmid dapat ditransfer melalui beberzpa mekanisme
vaim ;
4. Transduksi, DNA plasmid dibunghkus dalam bakteriofaze atau virus bakieri dan
plasmid it ditransfer ke bakteri lain dari spesies yang szma,
b Transformasi. Fragmen DNA bebas dapat melewati dinding sel dan kemudian
bersatl dalam genom sel sehingga mengubah genotipnya, Hal ini dilakukan
melalul rekavasa genetika atau tekhnalogi rekambinan DNA yvang dapat 1erjadi

secara sponten meskipun dalam frekuensi vang kecil.



¢ konyugasi, Transfer vnilateral dari materi penetik antara bakierd sejenis maupun
dengan jenis lain dapat terjadi melalui proses perkawinan atae konyugasi. Hal ini
memunzkinkan karena adanys fakior F vang menentukan scks pili.  Bakieri vang
mempunyai seks pili disebut bakteri F+. Materi genetik dari sel doner (F+)
termasuk DNA-plasmid dapat herpindah ke dalam sel resipien melalui pili
wersebul. sehingga  gen-gen terenty vang membawr sifal resisiensi pada
antilrictik dapat berpindah dari populasi bakier resisten ke bakicrl yaog sensin,
Melalun mekanisme inilah sehasian besar sifat resisten amibiotik tersebar dalam
populasi bakieri dan menimbulken muliresistensi terhadap antibionik,

d. Transposisi. Yaitu suatu pertukaran rangkaian DMA pendek {transpason) antanm

satu plasmid ke plasmid lain ataw dan kromasom ke plasimid dalam sel bakieri,

T TUTUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
3.1 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ni adalah untuk mengisalasi bakierd Frbrin paralaemolisicey
dlaart air laut.
3.2 Manfaat Penelitian
a. Fibrio parahaemolvticus yvang telah diisolasi daei air laut ditentukan
reststensinya untuk pemilihan antibiotik yang akan digunakan untak baker
in.
b Drengan karakteristik secara melekuler vaiw mengiselasi plasmid dar
bakiery ini dapal ditentukan profil plasmidova., sehinuga dapat dilakukan

antisipasi pengpunaan antibiotik untuk penenganan bakier) ing,



IV, METODE PENELITIAN

4.1 Pemboasstan Ml

E
e

Pembuatan Media Lurizg Burtam (LE) Broth
Dikuat dengan melarutkzn 5 g oveast ekstrak, 10 g NaCL 10 2 tripton dalam

=l

I liter aqudest, kemudian dipanaskan sampai homaogen. dinasukkan 3 ml pada
botnd universal dan disterilkan

Pembuzian media Thiosulfat Citrate Bile Sucrose (TCRS) Avar

Kempesisi media dibuat dalam g/l vaitu pepton dari casein 5.0, peplon dari
digtimg 3.0, veast eksrak 3000 oateiwme siteat TR nadrivan thaosalfan 1000, asbile
dried 5.0. natrium kholat 3.0, sukrosa 2000, NaCl 1000, bess (11 sitrar 1.0, biry
bromtimal 0,04, azar 14,40,

Media ditimbang B8 g kemudian dilarutkon dalam | Bler  aguadest sieril dalam
tabung erlenmeyer steril. dipasaskan hingea homopen dan dicek pada  pH b
suhu 237C, lalu wangkan pada cawan peni 13 mlanpe disterilkan

F'L:rnhuﬂtﬁ.m Pedia Mucller Hinton Agar

Diboa dengan melarutkan 19 2 Mueller Hinton (heel, dehvdrated infusion from
300w casein hydrolysate 17.5 o 0 starch 13 g 5 agar 17.0 g3 datam 300 ml
pguadest, kemudian dipanaskan sampat homowen, disteritkan, lalu ditganpkan ke

dalam cawan petrl L3 ml.

4.2 Penviapan sk Antihintik

Disk antibiotik vang digunakon mempunyvai kensentrasi vang telah ditetapkan

sehagai berikut



Tabel 1. Daftar Antibiotik yang disunakan untuk Ujn Besistensi Antibiotil
dari Vilirio petrafreecirnadv e s

|
N | Grolomgan Antibiotik Konsentrasi | Produbsi |
T B2-lakiam L LIRN] il
Penisilin G 30 1y
Selurolsim _
Z | Amincelikosida Fanamisin 30 o Csiied
Cientamisin W g
Slreplomisin 10 g
3| Tetrasiklin Tetrasiklin 30 g Ciond
4 | Quinalon ¢ Inhibitor girase | Asam Malidiksar 30 pg 1o
5 | Sulfonamida Sulfametoksizel 25 jip Lol

4.2.1  Peremajuan Koltur Fifirio parahaemefiticus murni

Biakan ataw kultur mumi Fileeie parehaemolviicns vang disunakan adalzl
hasil isolasi dari air laut. dipelihara dalam  eppendori vang  mensandung
25 % gliserol dalam Alkali Pepton Water (APW ] dan disimpan pada subu =200,

Rultur ¥ibeic parahecmolyvicss ditumbobkaon kembali pada media TCBS
secara spread kemudian diinkubasi pada subu 27°C selama 29 jam,  Rolon yang
tumbuh diamhil dan ditumbuhkan lagi dalam LB broth pada inkubatar “shoker™ subu
37 selama 24 jam. Kultur muarni inilab vang akan digunskan untuk w)i resistensi

antibiotik dan analisa profil plasmid.



4.2, Ui Resistensi Antibiotik

LIji resistensi  antibiotik int - dilakukan  werhadap 28 kolor Ve
povataemolviiony yang diisolasi dar aic laut. Biakan vang telah diremajakan dalam
bowal universal diambil dengan kapas lidi ster?d] dan ditanam pada media Muelle
Hinton Asar denpan cara mengoleskan secara merata pada permukaan media  Disk
antibictik ditaruh hati-hat diatas biakan bakteri terschut dan ditekan perlahan denean
pinaet steril supava benar - henar kontak dengan bakieri.  Jarak disk dengan ten
cawan petrl 15 mm dan jarak antar disk 24 mm, Biakan diinkubasi selama 24 jem
pada subu 37°C. Kargkterisasi dengan mengukor dan membandingkan diamerer
daerah hambatannya terhadap tebel standar, Sensitit (5 dan Besisten (R) erhadap
antibiotik, disimpulkan herdasarkan dismeter daerah bening hambatan di sekitar disk

antibiotik tersebut
4.2.3  Isolasi Plasmid dari Kultur Fileio parafracalyiicns

Lli;l.k.u.n bakteri vang ada dalam  hotal uwniversal diambil 1.5 ml dan
dimasukkan dalam eppendorf, kemudian sel - sel dijadikan peliet dengan sentrifugas
pada 10000 rpm - selama | menit. Pellet-peller sel vang dihasilkan disuspensikan
kembali dalam 150 pl GET bufter, divameks kemuodian ditambahikan 173 ol NaOH
04 ™ dan 175 pl S0% 4%, dikocok, diinkubasi 5 menit pada subuo kamar den
5 menit pada suhu -20%C. Selanjutnys ditambahkan 330 gl kaliom asetac 5 M dinoin
dlikocok, ditnkubasi § menit pada subu kamar dan 5 menit pada subu -207°C
kemudian disentrifus denpan kecepatan 13000 rpm selama 3 menil. Supemalzn

vang dihasilkan, dipindahkan kedalam eppendorf baru vang stenil dan ditambehkan



T30 pl tsopropanol dinginlalo dizentrifus pada 30000 epm selama 3 menit, Plasmid
vang dihasilken dicuci dengan 300 pl etanol dingin dan disentritus pada 13000 rpm
selama 5 menit, kemudian etanclnva dibuang dan dibiarkan hingea kering
Sclanjuinya pellet plasmid dsuspensikan kembaly dalam 50 pl agquadest steril Gl
Agaross 0.8% dibuat dengan cira melaretkan (L8 ¢ aparose base dafam 100 mi TR
buffer berkekuatan | x, dipanaskan dalam oven hingea mendidih, Lamtan agamoss
tersebut didinginkan hingoa 30°C dan diiuang dalam woadalh vang dilenckapt dengan
comb, Lintuk menghilangkan gelembung udare. sunakan pipet halus. Larutan akan
menjadi padatipel sekitar 10 menit. Gel vang terbentuk berukuran panjang 200 mm.
lebar 1300 mm dan tchalnyve 5 mm, sesuai pkuran wadah, Setelzh padat don dingin
angkatl comb dengan hati-hati sehingea akan terbentuk lobang dan pengisian suspensi
phasmid dapat dilakukan,

Suspenst plasmid dalam sguadest yang telah disolasi dimasukkan ke dalam
agl aoarosa kemudian diclektrofaresis pade 3000 Veolt sclama 13 menit dan
dilanjuikan pada 130 Yol sclama 60 menit, Setclah diclektroforesis, agarose pel
direndam selama 3-11 menit dalam larutan ethidivm bronuda 100 pl dalam 300 mé
aguadest.  Selanjutnva diamati dengan UV, Bobot molekul plasmid ditentukan
dengan perkirazn melalui perbandingan  terhadap wkuran bobot molekul  dan
Escherichiacoli ¥ 517 yang telah diketahud

4.2.4  LElekiroforesis Gel Agarosa

Bejana elektroforesis dist dengan farnan elekmolitmya vaite TBE butfer 1 s

Wadah dipasang ke dalam bejana clektratoresis dengan posisi yaitu lobang-lehang



gl vane telah berisi suspensi plasmid it berada pada sisi elektroda neganit (kacoda),
kemudian ditambahkan elektrolit schingga menutupi seluruh permukaan sel.

Tenaga elekiroforesis  disuplal aleh alat pembangkit tenaga / power pack
{Model Biorad 300, LS A). Proses elektroforesis teejadi dard katoda (<) ke anada {+)
dengan voltase konstan (3000 Y dan 130 Vi Gas hidrogen vang  bergerak  dari

katada dan  pas oksigen vang dihasilkan dan anoda merupakan tanda arus beragrak
dalam sistem clektraforesis
4.2.5  Pewarnaan Menggunakan Eibidiwm Bromida

Ethidiom Bromida adalab paling cepal, sensitit, produktit dan sangat baik
untuk mewarnat DMA, tetapt zat ini bersifar mutagen dan karsmovenik (3 mgd ml).
Ethidivm bromida sensitif dengan cahaya sehingea harus disimpan delam wadsh
aelap otau wadali yang dilapist dengan aluminum [oil,  Untuk  pewarnazn,

tambahkan 100 pl dari 5 mgdm] larutan Ethidiom bromida kedalam 500 ml aquadest.,
416 Visualisasi Pita DNA dan Fotografinya

ol dpwarnad dalam 03wl ethidsen bromida sclama 13 menit dan
ditampakkan dibavwah transluminator UN (Spectroline, & 320 nm), di foin
mengounakan Pelaroid film (Tyvpe 063) dan proses int berlangsung selamae 15230
detik.

4.2.7  Penggolonzan Berat Maolekul Plasmiil

Berat molekul plasmid dinvamnkan dengan Kilobase (kby dan  sebagai
pembanding adalah berat molekul plasmid Sxcherchio coli ¥ 3170 Pita plasmid

dari Fihria parahaemohoicny di plmkan techadap standar lersebul sehingen



diketahui berat molekul plasmidnyve.  Ukuran darn berat molekul plasmod Ecafi V
ST adalab sebagai berikug

Tabel 11, Berar Molekol Plasmid Exvclecicliin coli % 517 sebagal Relerensi
Berat Molelal Plasmiad Eibeda paralicemadyiicus

[ Momar Plasmid . Berat Molekul (kb
| - i
[ 1 Ad
| 2 7.3
3 5.4
4 = |
3 4
I 3
7 27

4.3 Anulisa Data
4.3.1  Perhitungan Persentase Resistensi Antibintik

Persentase resistenst amibiotik dibitung vntak setiap jenis antibiotik dengan
mengpunakan namus :

Jumlah kultur vang resisien

Y Resistens = b L L

lumiah kultur yvang dii

4.3.2 Perhitongan Indeks Muolipel Resisten {MAIL)

Perhitungan Indeks Multipel Resisten menggunakan rumus Kromperman

X
MAR= 2
Y
AR = Indeks Multipel Resisten (Multiple Antibictic Resistance)
o = Jumlah bagizn yang  resisten  terhadap antibietik  dar sato Ruioe

vang digunakan.

¥ Jumlzh antibionk yang digunakan



V. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil

Liji resistensi antibiotik  terhadap 28 kollar Fiteda e e pricies
mengounakan & amibiotk dengan menggunakan mediom Mueller Hinton Awar.
Hasil uji resisiensi antibiotik tersebul menunjukkan bahwa dari 28 kuloor, 20 kudtur
(71.45%] resisten terhadap Penisilin G, 1 kuoltor [3.57%) resisten  serhadap
Strepromising 10 kultur (35.71%0) resisten terhadap Sefuroksim, T okultur [Z23%0
resisten terhadap Sulfametoksazal, | kultur (3.57%) resisten terhadap Kanamisin,
tidek ada keltur (0% resisten terhadsp Gentamising | koltur (3,57%%) resisten
terhadap Tetrasiklin dan tidak ada kolor {0%) resisten terhadap Asam Nabidibsa
Hasil uji resistensi antibiotik int dapat dilihat pada sabel | gambar 3 dan &

Indeks Multipel Resisten (MAR) vang diperaleh adalah 0,125, 023 dan
0,375, Hasil isolasi plasmid dan analisa profilnva dihubungkan dengan resistens
antibiotiknya serta indeks mulipel resistensinva dapat dilihar pada wabel 11 Fabe!
lerschut menunjukkan bahwa terdapat 8 profil plasmic ditinjau dan pali
resistensinye.  vaitu 1 kultor dengan plasmid 3.0 kilobase (kh) o yong qesisien
erhadap Penisilin G 1 kultur dengan plasmid 2.7 kb ovang resisten  terhadap
Penisilin G, Sefuraksim: | kultur dengan plasmid 7.3 kb vang resistensi terhadap
Penisilin G, Sefuroksimy; 1 kultur dengan plasmid 5.6 kb dan 7.3 kb yang resisten
terhadap Penisilin G dan Sefuroksim: | kultur dengen plasiid 3.6 kb vang resisten
terhadep Penisilin G, Sefuroksim,  Sulfametoksazol; | kel dengan plasmid

34,5 Ldan 5.6 kb vang resisten wrhadap Penisilin G, Sefuroksim. Sulfametokswol
vang



| kultur dengan plasmid 3.4.5.6 kb yang resisten terhadap Pemisilin Gl Selurcksim.
Sultametaksarol dan | kultur dengan plasmid 3.6 kb yang resisten lerhadap Penistlin

Ci, boanamasi dan Stregplomism,

52 Pembahasan

Vit paraboesiabiicns adalah bakteri gram negatif dengan dinding sel vang
lehih tipis dari gram positil karena hanyva mengandung peptidoglikan (3%-1040) dar
komposist dinding sel. Jadi untuk mendestrukst awal dinding sclnya hanya
ditakukan oleh GET buffer, tidak memerlukan lisozim seperti halnva baktert gram
positif

Mase inkubasi setelah pemberian GET butter bertujuan untus memberikan
kesempatan terjadinya destruks? secaca maksimal. Pemberian haOH B4 M adalah
untuk membuat suasana alkalis karena reaksi pendestruksian dinding sel bakieri i
hanva berlangsung dalam svasana alkalis {basa), kemudian ditambabkan 505 4%
vang berujuan unluk menyempurnakan pendesiruksian sehingoa dinding sel bisa
lisis 5r,:l.a1'r|.1. masa inkubasi . Lisisnya dinding sel adalah langkah penting dalam
mengisolasi plasmid bakterl. jika tidak hsis maka solasy plasmid wdak dapa
dilakukan. 5S¢l vangz lisis ditandai dengan adanya lendir (benang) ketika eppendor
dibuka setelah penambahan haOH 04 N dan 5DS 4% vang diinkubas) sclama =
menit pada subu kamar dan 3 menil pada subu -20°C, seperti welibal pada gambar &

Pepambahan kaliom asetar adalah ook mengendapkan protein - protein

dengan bobot molekul besar yang akan mengzanggu analisa plasmid.  Selanjuinya



si5m - sisn protein lain vang masih akan mengganeen dicoci dengan isopropanoet dan
elanol sehingpa didapatkan plasmid vang bersih dari protein pengeangau

Elekrroforesis pada 300 V selama 15 menil adalah untuk mempercepat
keluarnva plazmid dari lebang-lobang gel. kKemudian 130V selama | jim berujuan
agar laju pergerakan plasmid dalam lannen elektrolit {TRE buffer) stahil schingaen
plasmid dengen habol maolekul kecil tdak hitang .

Plasmid merupakan suatu elemen genetik (INA - plasmid) vang terpisah dar
DA - kromaoson. Plasmid mengandung fakuor resisten (fakoor B vang werdirt dar
seomen RTF {Resisten Transfer Fakior) dan determinan-r (unit-r). Segmen RTF
memungkinkan tejadinya perpindahan faktor B dan menularkan sitat resistensinya
pada sel  fain.  Masing-masing unit r membawa sital resistensi terhadap satu
antibiotik, sehingpa berbagai unit r membawa sifat resistensi terhadap berbagai
antiniotik sekaligus, denpan demikian satu kultur memungkinkan unok resisien
terhadap lebih dart sato antibiotik dan kultor vang lain juga memunekinkan untk bal
vany sama dengan antibiotik vang herbeda, seperti terlihat dari hasil penetitian ini

Indeks multipel resistensi {MAR) veng didapatkan vaitu 0,125, 025 dan
1,375, Hal ini menunjukkan babwa secara umum strain Filiein Parahaemalviicns
wvang diisolasi pada penelitian ini tidak memiliki resiko resistenst vang tngoi.
Fesistenst suam haktern gram neoatil wechadap berbagai antibiotik dikatakan tingoi
Jikz memiliki indeks multipel resisten (MAR) =005,

Tenadinya resistensi 20 kulooe dart 28 Koloee {714 3%) wrhadap Penisilin G
vang dikendalikan plasmid Kavrena Fibrio povrahaemadviicay menselresikan enzim

[-laktamaze. Enzim ini akan menginakiivasi Penisilin G dengan membuka cingin



P-lzktam sehingea kegja antibakterinya akan hilang . Tingkal resistensi yang lingg
dari antibiotik ini menunjukkan bahwa antibiotik tersebut bukan pilihan yang baik
untuk pengobatan.

Streeketur Sefuroksim vang  hampic sama dengan  Penisilin G sangat
memungkinkan untuk terjadinya resistenst silang, aninya kollur yvang resisten
werhadap Penisilin G mungkin juga akan resisten terhadap Sefurcksim.  Kenvatsan
ini dibukiikan  bhalwa dari 28 koftor ferdapat 10 kollor (3307 1%2) vang resislen
Lerhadap Sefuroksim

Resistensi terhadap  Sulfametoksazal (23%0 mungkin disebablkan oleh
plasmid vang memicu peningkatan prodoksi PABA { p-aminobenzoic acid 3 wntuh,
membentuk asam folat vang digunskan pada smtesa perin dan asam - asam nok e
sel bakteri mau mengubak strukor melekul ez yang berperan dalim singesa s
falat sehingaa afinitasnya terhadap Sulfanetoksaecol menurun .

Dari selury kolber vane divji. U Rodtr vesisten terbadap Tetrasikbm. Tkl
resisten terhadap Kanamising | kultor resisten ierhadap Strepiomisin dan tidak
satupun kultoe vang resisten terhadap Gentamisin dan Asam halidiksat Berart
antibiotik-antibiotk tersehut dapar disunakan sebigai alternatid pengobatan pada
dEslrOEnierity.

Dielapon kulvae 128,37%) ditemuokan menganduny plasmid dengan bl
maleku! 2.7 kb hingge 73 kb dan veedivi dars & profit plasmid, 5 kohur i,
YpEPIZPK, VpRP27P.. VpEPGPR.VpEPYPK dan VpEPIIPR | masing-masing
sempunyai |oplasmid. sedimgkan 3 Rulior vt VpEPTPRL VREPTPR dan

VpERIMR mempunvai lelel o daes satu plasmid. Tiap kolloe jinengandunye plasm



dengan profil yang berbeda, ditinjau dari bobot plasmid, pola resistensi dan indeks
multipe] resistensinya.  Jumlah plasmid akan mempengarubi resiko resistensiny
terhadap antibiotik. Semakin banvak plasmid maka kemungkinan penyebaran sifa
resistensinya akan semakin luas schingga menvebabkan peningkatan multiresistens
terhadap antibiotik.

Beherape  kultur  vang  resisten  dapi  tidek mengandung o plasmid
kemungkinanaya adalah kuliur ftu memang tidak mengandung plasmid st reknes
ehkstraksi dalam penelitian ini tidak memuongkinkan jumlah plasmd yong cukup

sehingea Lidak terdetekisi.
VI KESIMPULAN DAN SARAN

0.0 Besimpalan
Dari seluruh kultuy Fibio paraicemaliaticns yong divj dapat disimpulian baloaoi
71,43%  resisten terhadap Penisilin G. 33.71%  resisten lerhadap Seturoksing
25% resisten terhadep Sulfimetoksazel, 3.57% resistest masing - masing
erhadap Steptomising, Tenasiklin dan Kananosin dan 0% mesisten tevhiudap
Crentiunisin dan Asam MNalidiksa

2 Indeks Multipel  resisiensi dani P parahocmadviicns svang diugi adalah
0,125, (R25 dan 0,373 vang herarn resiko resistensinya terhadap anibiotil eeliatii
retzdni

1, Dar 28 kultar Febew poraboemolvlens vang dingic 8 kulior (285750 i

teinuthan mengandung plasizid.



4. Delapan profil plasmid yang ditemukan menunjukkan bahwa strain Filein
pavahaemalyticns yang divgji memiliki keanckaragaman genetik yang tinogi.
0.2 Saran

Disarankan wntuk melanjutkan penclitian ini dengan stwdi transtormasi  dan

plasmid resisten vang menvehahkan resistensi antibiotik.
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