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ABSTRAK 

 

HUBUNGAN KEBERADAAN GEN RESISTANSI ANTIMIKROBA 

(Antimicrobial Resistance Gene) GOLONGAN TETRASIKLIN DAN 

FENOTIPE RESISTANSINYA PADA Vibrio parahaemolyticus 

 

Oleh: 

 

MUHAMMAD GUSHAFIT 

 

 

Resistansi antibiotik dan penyebaran gen penyandi resistansi berpotensi 

menimbulkan bahaya terhadap kesehatan masyarakat dan keamanan pangan. 

Menurut World Health Organization, Multiple Antibiotic Resistance (MAR) pada 

bakteri menjadi perhatian utama dan resistansi dapat menjadi masalah serius yang 

mengancam sistem pengobatan modern. Penelitian ini bertujuan untuk 

memberikan informasi terkait perkembangan resistansi antibiotik golongan 

tetrasiklin terhadap Vibrio parahaemolyticus di beberapa wilayah Indonesia. 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif dengan melakukan uji kerentanan 

antimikroba pada Vibrio parahaemolyticus terhadap antibiotik tetrasiklin dan 

oksitetrasiklin menggunakan metode uji cakram difusi dan uji konsentrasi hambat 

minimum. Uji cakram difusi dilakukan dengan meletakan disk antibiotik 

tetrasiklin dan oksitetrasiklin (30 μg) pada permukaan media Mueller-Hinton 

Agar (MHA) yang telah diinokulasi bakteri untuk melihat pembentukan zona 

hambat. Uji konsentrasi hambat minimum dilakukan pada konsenstrasi antibiotik 

0,25-256 μg/mL menggunakan media Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth 

(CAMHB) untuk mengamati konsentrasi hambat minimum antibiotik terhadap 

bakteri. Interpretasi nilai zona hambat dan nilai minimum inhibitory concentration 

mengacu pada CLSI M45, 2015 dan deteksi gen penyandi resistansi tetA dan tetB 

menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR). Hasil menunjukkan sebanyak 

42  isolat Vibrio parahaemolyticus tergolong susceptible dengan hasil rata-rata 

zona hambat pada antibiotik tetrasiklin (24,9 mm) dan oksitetrasiklin (22,6 mm), 

nilai MIC50 (0,5 μg/mL) dan MIC90 (2 μg/mL) pada antibiotik tetrasiklin dan 

oksitetrasiklin serta tidak terdapat gen penyandi tetA dan tetB. 

 

Kata Kunci: Vibrio parahaemolyticus, Antibiotik tetrasiklin, Antibiotik 

oksitetrasiklin, Resistansi Antibiotik dan Budidaya Perairan 
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ABSTRACT 

 

ASSOCIATION BETWEEN TETRACYCLINE RESISTANCE GENES 

AND RESISTANCE PHENOTYPE IN Vibrio parahaemolyticus 

 

By: 

MUHAMMAD GUSHAFIT 

 

 

Antibiotic resistance and the spread of resistance genes have the potential to pose 

a threat to public health and food safety. According to the World Health 

Organization, Multiple Antibiotic Resistance (MAR) in bacteria is a major 

concern and resistance can be a serious problem that threatens the modern medical 

system. This study aims to provide information related to the development of 

tetracycline antibiotic resistance against Vibrio parahaemolyticus in several 

regions of Indonesia. This study is a descriptive study by conducting antimicrobial 

susceptibility tests on Vibrio parahaemolyticus to tetracycline and oxytetracycline 

antibiotics using the disk diffusion test method and the minimum inhibitory 

concentration test. The disk diffusion test was carried out by placing tetracycline 

and oxytetracycline antibiotic disks (30 μg) on the surface of Mueller-Hinton 

Agar (MHA) media that had been inoculated with bacteria to see the formation of 

inhibition zones. The minimum inhibitory concentration test was carried out at 

antibiotic concentrations of 0.25-256 μg/mL using Cation Adjusted Mueller-

Hinton Broth (CAMHB) media to observe the minimum inhibitory concentration 

of antibiotics against bacteria. Interpretation of inhibition zone values and 

minimum inhibitory concentration values refer to CLSI M45, 2015 and detection 

of tetA and tetB resistance coding genes using Polymerase Chain Reaction (PCR). 

The results showed that 42 Vibrio parahaemolyticus isolates were classified as 

susceptible with an average inhibition zone result for tetracycline antibiotics (24.9 

mm) and oxytetracycline (22.6 mm), MIC50 values (0.5 μg/mL) and MIC90 (2 

μg/mL) for tetracycline and oxytetracycline antibiotics and no tetA and tetB 

coding genes. 

 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, tetracycline, oxytetracycline, antibiotic 

resistance, aquaculture
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 
 

Komoditas ekspor dan impor kini sangat berkembang pesat di Indonesia,  

salah satu bagian komoditas ekspor yaitu  komoditas budidaya perairan yang 

cukup tinggi perekembangannya yaitu budidaya udang. Budidaya udang 

menjadi bagian dari salah satu komoditas unggulan pada sektor perikanan. 

Menurut data statistik ekspor-impor Kementerian Kelautan dan Perikanan 

(KKP) pada tahun 2023, Indonesia sendiri telah mengekspor 220 ribu ton 

udang ke berbagai negara, dengan nilai pendapatan 1,729 juta USD. Dengan 

berkembangnya  komoditas ekspor ini dapat meningkatkan nilai 

perekonomian dalam sektor perikanan di Indonesia. 

 

Berdasarkandata Kementerian Kelautan dan Perikanan, pada tahun 2019 

Indonesia berada di posisi nomor 4 dalam ekspor udang beku terbanyak di 

dunia. Menurut Miar dkk., (2020), potensi tersebut menunjukan adanya 

peningkatan nilai produk domestik bruto dari tahun 2015 sebanyak 5,3 juta 

ton meningkat menjadi 6,2 juta ton pada tahun 2018. Udang putih pasifik 

(Litopenaeus vannamei) menjadi salah satu komoditas budidaya udang yang 

paling sukses dibudidayakan dan menyumbang hingga 80% dari produksi 

jenis udang budidaya lainnya (Prathiviraj dkk., 2021). Menurut FAO (2020), 

produksi L. vannamei di seluruh dunia mencapai 5.812,18 ribu ton dan senilai 

lebih dari 33 juta USD pada tahun 2020. Namun, terdapat ancaman dalam hal 

kualitas produk sehingga menyebabkan penolakan pada ekspor produk 

perikanan di negara tujuan (Nurilmala dkk., 2020). Menurut Schmidt dkk., 

(2018), salah satu permasalahan tersebut disebabkan oleh adanya kontaminasi 
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bakteri patogen pada produk perikanan mulai dari proses budidaya sampai 

pengolahan produk. Produk makanan yang dibudidayakan dapat berpotensi 

terkontaminasi oleh mikroba kontaminan yang mampu menyebabkan resiko 

serius terhadap keamanan makanan dan kesehatan manusia (Stentiford dkk., 

2022). Menurut Alfiansyah dkk., (2020), bakteri patogen dapat diperoleh 

udang melalui air pemeliharaan yang tercemar dan kontaminasi silang yang 

dapat berasal dari manusia dan hewan. Bakteri yang menyebabkan beberapa 

penyakit yang ditularkan melalui makanan termasuk infeksi yang disebabkan 

oleh Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio spp., 

Shigella spp., dan pengahsil racun seperti Staphylococcus aureus dan 

Clostridium botulinum (Kim dan Lee, 2017). 

 

Salah satu bakteri yang umum menyerang udang pada proses budidaya udang 

adalah infeksi bakteri Vibrio. Vibrio spp. merupakan bakteri alami pada 

lingkungan perairan payau seperti pantai atau muara sungai dan umum 

terdapat selama kegiatan budidaya udang (Vandenberghe dkk., 2003). 

Menurut Ceccarelli dkk., (2013), salah satu spesies Vibrio spp. yang bersifat 

patogen terhadap komoditas udang maupun manusia yaitu Vibrio 

parahaemolyticus. Bakteri ini terdapat secara alami pada lingkungan perairan 

dan sering dijumpai di lingkungan budidaya udang (Newton dkk., 2012). 

Menurut Jiang dkk., (2017), Vibrio parahaemolyticus termasuk dalam bakteri 

gram negatif, berbentuk batang, bersifat halofilik, dan membutuhkan salinitas 

pada proses pertumbuhannya. Bakteri ini dapat mengkontaminasi makanan 

dan berhabitat dari perairan payau, muara dan laut (Chen dkk., 2018). Vibrio 

parahaemolyticus dapat menyebabkan penyakit Gastroentritis pada manusia 

dengan gejala klinis yaitu kram perut, demam, mual, muntah, dan diare yang 

disertai darah (Chen dkk., 2018). Menurut Alam dkk., (2002), Vibrio 

parahaemolyticus menjadi salah satu penyebab utama dari 20-30% kasus 

Gastroentritis pada manusia yang terjadi di negara-negara asia termasuk 

Jepang, Hong kong, Thailand, dan Indonesia. Bakteri ini dapat masuk ke 

sistem gastrointestinal manusia melalui konsumsi udang mentah atau kurang 

matang yang telah terkontaminasi Vibrio parahaemolyticus (Faruque, 2012). 
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Menurut Labbe dan Garcia (2013), bakteri Vibrio parahaemolyticus yang 

telah menemukan kondisi optimal pada bagian gastrointestinal manusia akan 

melakukan kolonisasi organisme inang untuk mendapat nutrien dengan tujuan 

mempertahankan pertumbuhannya. 

 

Dalam upaya mengatasi kontaminasi Vibrio parahaemolyticus pada 

lingkungan perairan budidaya, biasanya para pembudidaya menggunakan 

Antibiotik sebagai alternatif dalam pengobatan. Menurut Rodrigues de Melo 

dkk., (2011), penggunaan senyawa antibiotik berkaitan untuk menekan 

keberadaan bakteri Vibrio spp. yang bersifat patogen di area tambak. 

Antibiotik dapat digunakan sebagai pencegahan, pengobatan penyakit dan 

peningkatan pertumbuhan udang. Dikutip dari European Federation of 

Animal Health (1998), sebanyak 50% dari seluruh produksi antibiotik 

digunakan dalam produksi hewan untuk pangan dan peternakan di Eropa dan 

Amerika Utara. Salah satu antibiotik yang umum digunakan oleh 

pembudidaya dalam mengatasi infeksi bakteri yaitu antibiotik tetrasiklin dan 

oksitetrasiklin. Antibiotik tetrasiklin dan oksitetrasiklin berperan dalam 

menghambat sintesis protein dan mengganggu ribosom unit pada bakteri 

sehingga bakteri tidak dapat bertahan dan mengalami kematian (Dev dkk., 

2020). Namun, penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan terus menerus 

pada budidaya udang dapat memicu terjadinya resistansi antibiotik pada 

bakteri. Resistansi juga dapat diperoleh melalui proses transduksi, 

transformasi,, konjugasi atau mutasi pada DNA kromosomnya (Lerminiaux 

dan Cameron, 2019). Menurut Garima dkk., (2018), mekanisme resistansi 

antibiotik dapat dibagi menjadi empat kategori yaitu, pembatasan penyerapan 

obat, modifikasi target obat, inaktivasi obat dan efluks obat. Karena terdapat 

perbedaan struktural, bakteri Gram-negatif dapat menggunakan empat 

mekanisme ini dibandingkan bakteri Gram-positif. Zafran dkk., (1997) 

melaporkan bahwa terdapat beberapa jenis antibiotik yang secara rutin 

diterapkan oleh pembudidaya udang di Indonesia dan menyebabkan 

munculnya strain Vibrio spp. yang resistan terhadap antibiotik.Yano dkk., 
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(2014) menemukan Vibrio parahaemolyticus di lingkungan tambak udang 

resistan terhadap ampisilin dan oksitetrasiklin sebesar 72% dan 3%.  

 

Resistansi antibiotik dan penyebaran gen penyandi memiliki potensi bahaya 

yang tidak hanya berdampak pada keberlanjutan dan keamanan budidaya 

udang, namun juga berpotensi menimbulkan bahaya terhadap kesehatan 

masyarakat dan keamanan pangan (Wang dkk., 2019). World Health 

Organization (WHO, 2014) menyatakan, Multiple Antibiotic Resistance 

(MAR) pada bakteri menjadi perhatian utama dan resistansi dapat menjadi 

masalah serius yang mengancam sistem pengobatan modern. Hal tersebut 

disebabkan oleh mikroorganisme resistan dapat tumbuh pada konsentrasi 

antibiotik yang biasanya mampu untuk membunuh mikroorganisme tersebut 

(EFSA dan ECDC, 2009). Menurut laporan World Health Organization 

(WHO) tahun 2019, resistansi antibiotik bertanggung jawab atas 700.000 

kasus kematian, sementara diperkirakan pada tahun 2050 angka tersebut akan 

meningkat menjadi 20 juta, dengan biaya lebih dari 2,9 triliun USD. Oleh 

karena itu, dilakukannya penelitian ini yang bertujuan untuk mengetahui dan 

memberikan informasi terkait perkembangan resistansi antibiotik golongan 

tetrasiklin terhadap Vibrio parahaemolyticus di beberapa wilayah yaitu 

Lampung, Banten dan Jawa Tengah. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 
 

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu sebagai berikut. 

1. Mendeteksi resistansi Vibrio parahaemolyticus terhadap antibiotik 

tetrasiklin dan oksitetrasiklin secara fenotipe 

2. Mendeteksi keberadaan gen penyandi resistansi antibiotik golongan 

tetrasiklin terhadap Vibrio parahaemolyticus yang diisolasi dari udang dan 

air budidaya 
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1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini yaitu dapat memberikan gambaran dan informasi 

terkait perkembangan resistansi antibiotik tetrasiklin dan oksitetrasiklin 

terhadap bakteri Vibrio parahaemolyticus. 

 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 
 

Keberadaan bakteri patogen seperti Vibrio parahaemolyticus pada lingkungan 

budidaya akan memberikan dampak negatif terhadap kualitas produksi. 

Kemampuan bakteri patogen dalam menginfeksi dapat terjadi secara cepat 

dan mudah menular. Hal tersebut akan mempengaruhi hasil panen dan 

menimbulkan kerugian. Solusi dalam permasalahan bakteri patogen yang 

mengancam usaha budidaya yaitu menggunakan antibiotik dalam pencegahan 

dan pengobatan. Salah satu antibiotik yang umum diterapkan dalam 

akuakultur yaitu antibiotik tetrasiklin dan oksitetrasiklin. Antibiotik 

tetrasiklin dan oksitetrasiklin memiliki mekanisme dengan menghambat 

sintesis protein dan mengganggu ribosom unit pada bakteri, sehingga bakteri 

tidak dapat bertahan. Namun, penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan 

berlebihan akan memicu terjadinya resistansi. Permasalahan kembali muncul 

jika strain bakteri patogen mengalami resistansi terhadap antibiotik. 

Resistansi antibiotik merupakan mekanisme pertahanan diri pada bakteri 

untuk menjadi kebal terhadap antibiotik. Mekanisme ini dapat diperoleh 

secara alami melalui evolusi, mutasi genetik atau transfer gen resistan dari 

bakteri lain di lingkungannya. Pengujian fenotipe kepekaan antimikroba 

dilakukan untuk mengamati dan mengetahui pola resistansi bakteri secara 

klinis. Pengujian genotipe melalui molekuler menggunakan metode 

Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan untuk melihat keberadaan gen 

penyandi resistansi. Tujuan dilakukan pengujian kepekaan antimikroba secara 

fenotipe dan deteksi gen penyandi resistansi yaitu untuk melihat 

perkembangan resistansi antibiotik golongan tetrasiklin terhadap bakteri 

Vibrio parahaemolyticus. Hasil yang diperoleh akan memberikan gambaran 

terkait perkembangan resistansi antibiotik golongan tetrasiklin terhadap 

bakteri Vibrio parahaemolyticus serta dapat memberikan informasi terkait 
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kelayakan penggunaan antibiotik golongan tetrasiklin untuk pengobatan 

infeksi bakteri Vibrio parahaemolyticus.  

 

1.5 Hipotesis Penelitian 
 

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini yaitu sebagai berikut. 

1. Terdapat bakteri Vibrio parahaemolyticus resistan terhadap antibiotik 

tetrasiklin dan oksitetrasiklin secara fenotipe 

2. Terdapat gen penyandi resistansi antibiotik golongan tetrasiklin pada 

Vibrio parahaemolyticus yang diisolasi dari udang dan air budidaya 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Vibrio parahaemolyticus 
 

Vibrio parahaemolyticus merupakan bakteri motil, gram negatif dan bersifat 

halofilik yang secara alami terdapat di perairan payau dan laut (Ceccarelli 

dkk., 2013). Menurut Gode-Potratz dkk., 2011), V.parahaemolyticus biasanya 

ditemukan dalam keadaan berenang bebas dengan satu flagel menempel pada 

permukaan benda mati dan hidup seperti zooplankton, ikan, kerang atau 

bahan yang tersuspensi apapun dibawah air. Strain V.parahaemolyticus yang 

virulen ditularkan melalui konsumsi makanan laut mentah atau setengah 

matang yang dapat menyebabkan gastroentritis akut (Newton dkk., 2012). 

 

Klasifikasi Vibrio parahaemolyticus menurut Kanagawa (1985) dalam 

Marlina (2004) sebagai berikut. 

Kingdom  : Bacteria  

Filum  : Protobacteria  

Class  : Gammaproteobacteria  

Order  : Vibrionales  

Family  : Vibrionaceae 

Genus  : Vibrio  

Species  : Vibrio parahaemolyticus 

 

Strain Vibrio parahaemolyticus memiliki sejumlah faktor virulensi yang 

berbeda termasuk adhesin, thermostable direct hemolysin (tdh) dan 

thermostable related hemolysin (trh) serta dua  type 3 secretation system 

(T3SS), yaitu T3SS1 dan T3SS2 (Makino dkk., 2003). Menurut Paranjpye .
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dkk., (2012), strain V.parahaemolyticus dikodekan dengan T3SS1 untuk 

memastikan kelangsungan hidupnya di lingkungan. T3SS1 memiliki sejumlah 

faktor virulensi yang menyebabkan lisis sel inang yang terinfeksi dan 

memungkinkan pelepasan nutrisi penting (Burdette dkk., 2008). Selain itu, 

beberapa strain V.parahaemolyticus memperoleh T3SS2, gen tdh dan trh yang 

mengarah ke sejumlah strain dengan tingkat patogenitas yang berbeda. Selain 

gen T3SSs dan tdh, V.parahaemolyticus mempunyai dua jenis flagella yang 

berbeda yang berfungsi untuk berenang berkerumun dan kemampuan untuk 

menghasilkan kapsul. Kedua flagella ini memungkinan membantu dalam 

kelangsungan hidup strain V.parahaemolyticus di lingkungan dan juga dalam 

kolonisasi pada inang manusia (Broberg dkk., 2011) 

 

  

Gambar 1. Koloni Vibrio 

parahaemolyticus pada media 

Hicrome 

Gambar 2. Pewarnaan Gram Vibrio 

parahaemolyticus 

 

 

2.2 Antibiotik Tetrasiklin 

 

 

Gambar 3. Struktur Tetrasiklin 
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Antibiotik tetrasiklin ditemukan pada tahun 1940-an yang merupakan 

antibiotik bakteriostatik yang menghambat sintesis protein dengan mencegah 

perlekatan aminoasil-tRNA ke situs akseptor ribosom (A). Tetrasiklin adalah 

agen berspektrum luas yang menunjukkan aktivitas terhadap berbagai jenis 

bakteri gram positif dan gram negatif, organisme seperti klamidia, 

mikroplasma, riketsia serta parasit protozoa. Sifat antimikroba yang 

menguntungkan dari antibiotik ini menyebabkan penggunaannya yang luas 

dalam pengobatan infeksi pada manusia dan hewan (Chopra dan Robert, 

2001). Menurut Olson (2014), mekanisme kerja antibiotik tetrasiklin yaitu 

dengan menghambat ikatan antara tRNA dan asam amino. Tetrasiklin 

berikatan secara reversibel pada subunit 30S ribosom bakteri, mencegah 

ikatan aminoasil-tRNA pada lokasi reseptor di kompleks mRNA ribosom 

yang mencegah penambahan asam amino ke peptida yang sedang terbentuk. 

 

2.3 Antibiotik Oksitetrasiklin 
 

 

Gambar 4. Struktur Oksitetrasiklin 

 

Oksitetrasiklin menjadi antibiotik dengan spektrum luas dari golongan 

tetrasiklin yang memiliki fungsi dengan menghambat sintesis protein pada 

bakteri (Dev dkk., 2020). menurut Dewi dkk., (2019), antibiotik 

oksitetrasiklin termasuk ke dalam jenis antibiotik yang hanya dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri (bakteriostatik). Mekanisme kerja 

antibiotik ini serupa dengan antibiotik tetrasiklin karena masih satu golongan 

yang sama. Menurut Pratiwi (2017), ketika antibiotik melewati membran sel, 

senyawa antibiotik tersebut dapat dihilangkan oleh bakteri menggunakan 

pompa pembuangan (Efflux Pumps) . Bakteri dapat mengembangkan pompa 
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pembuangan untuk menghilangkan antibodi dari sitoplasma lebih cepat 

daripada kemampuan senyawa antibiotik dalam berdifusi. Pompa tersebut 

juga dapat digunakan oleh bakteri untuk mengeluarkan senyawa antibiotik 

dari sel ke lingkungan. 

 

2.4 Antimicrobial Resistance (AMR) 
 

Resistansi antimikroba (AMR) telah muncul sebagai salah satu masalah 

kesehatan masyarakat utama di abad ke-21 yang mengancam pencegahan dan 

pengobatan secara efektif terhadap berbagai macam infeksi yang disebabkan 

oleh bakteri, parasit, virus, dan jamur yang tidak lagi rentan terhadap obat-

obatan umum yang digunakan untuk mengobatinya. Masalah resistansi 

antibiotik sangat mendesk terutama terkait dengan resistansi antibiotik pada 

bakteri. Resistansi antibiotik merupakan fenomena alami yang terjadi ketika 

mikroorganisme terpapar obat antibiotik. Di bawah tekanan selektif antibiotik, 

bakteri yang rentan dibunuh atau dihambat, sementara bakteri yang secara 

alami (intrinsik) resistan atau yang telah memeroleh resistansi antibiotik 

memiliki peluang yang lebih besar untuk bertahan dan berkembang biak. 

Bukan hanya penggunaan antibiotik yang berlebihan, namun penggunaan 

yang tidak tepat, pilihan yang tidak tepat dan dosis yang tidak tepat akan 

meningkatkan risiko resistansi antibiotik (Prestinaci dkk., 2015). 

 

Resistansi diartikan sebagai tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri dengan 

pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang seharusnya 

atau kadar hambat minimalnya. Resistansi terjadi ketika bakteri berubah 

dalam satu atau lain hal yang menyebabkan terjadinya penurunan atau 

hilangnya efektivitas obat, senyawa kimia atau bahan lain yang digunakan 

untuk mencegah dan mengobati infeksi. Bakteri yang mampu bertahan hidup 

dan berkembang biak, dapat menimbulkan lebih banyak bahaya (Kurniawati, 

2015). 

 

Penyebaran gen resistansi dapat terjadi secara horizontal melalui  transfer gen. 

Transfer gen dapat terjadi melalui beberapa proses seperti transformasi yaitu 
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perolehan DNA dari lingkungan, lalu transduksi yaitu perolehan DNA dari 

bakteriofage (virus bakteri) yang memindahkan gen dari satu sel ke sel 

lainnya, dan melalui proses konjugasi yaitu perolehan gen secara langsung 

oleh bakteri (Burmeister, 2015). Plasmid merupakan elemen genetik 

esktrakromosomal yang bereplikasi secara independen dari kromosom. 

Plasmid dapat menyebar melalui populasi bakteri terutama melalui proses 

konjugasi. Konjugasi memerlukan kontak fisik antara dua sel dalam 

lingkungan yang sama, diikuti dengan pembentukan jembatan yang 

memungkinkan transfer plasmid dari donor ke sel penerima (Blair dkk., 2015). 

setelah plasmid inang tiba di sel inang baru, plasmid ditransposabel dengan 

elemen-elemen tersebut selanjutnya dapat bereplikasi, hal tersebut mampu 

memobilisasi Antimicrobial Resistance Gene (ARG) ke plasmid lain atau ke 

kromosom (Ludden dkk., 2017). Dengan demikian, transposon dapat 

menciptakan dinamika transmisi dimana ARG dalam transposon dapat 

ditransfer ke plasmid lain dan dengan demikian meningkatkan potensi ARG 

untuk ditransmisikan ke bakteri lain melalui konjugasi (Conlan dkk., 2014). 

 

 

Gambar 5. Mekanisme transfer gen horizontal 
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2.5 Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) 
 

Pengujian Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) diindikasikan ketika 

terapi diperlukan untuk infeksi yang disebabkan oleh suatu organisme yang 

profil resistansinya tidak dapat diprediksi secara pasti. Antimicrobial 

Susceptibility Testing (AST) paling sering diindikasikan ketika organisme 

penyebab dianggap berasal dari spesies yang menunjukkan resistansi terhadap 

agen antimikroba yang umum digunakan. Kategori interpretatif berdasarkan 

respon in vitro suatu organisme terhadap agen antimikroba sebagai berikut: 

Susceptible (S), yaitu kategori yang menyiratkan bahwa isolat dihambat oleh 

konsentrasi agen antimikroba yang biasanya dapat dicapai ketika dosis yang 

dianjurkan untuk mengobati infeksi. Selanjutnya Intermediate (I), yaitu 

kategori yang mencakup isolat dengan konsentrasi penghambatan minimal 

(MIC) agen antimikroba yang biasanya dapat dicapai dan tingkat responnya 

lebih rendah dibandingkan isolat yang rentan. Kemudian  Resistant (R), yaitu 

kategori yang menyiratkan bahwa isolat tidak dihambat oleh konsentrasi yang 

biasanya dapat dicapai dengan dosis normal atau yang menunjukkan diameter 

zona yang berada dalam kisaran pada mekanisme resistansi mikroba tertentu 

(CLSI , 2015). 

 

Terdapat dua pengujian untuk Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) 

menurut CLSI (2015) yaitu: 

 

2.5.1 Disk Diffusion Susceptibility Testing 

Metode pengujian aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan 

menggunakan cara difusi dan dilusi. Metode disk diffusion atau yang 

disebut dengan tes Kirby and Bauer, Distch Plate Technique, atau Cup 

Plate Technique (Khasanah dan Nugraheni, 2021). Menurut Balaouri 

dkk., (2016), prinsip kerja dari metode disk diffusion yaitu terdifusinya 

senyawa antibakteri ke dalam media padat dimana mikroba uji telah 

diinokulasikan dalam media padat. Daerah bening yang terbentuk di 

sekitar cakram menunjukkan zona hambat pada pertumbuhan bakteri.  
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2.5.2 Broth Dilution Susceptibility Tests 

Pengujian aktivitas antibakteri dikenal dengan konsentrasi hambat 

minimum (KHM) atau MIC. Konsentrasi hambat minimum adalah 

konsentrasi antibiotik terendah yang masih dapat menghambat 

pertumbuhan organisme tertentu. KHM dapat ditentukan dengan 

metode dilusi atau tabung enceran (Harmita dan Radji, 2008). Menurut 

CLSI (2015), Broth Dilution Susceptibility Tests dapat digunakan untik 

mengukur secara kuantitatif pada aktivitas in vitro suatu zat 

antimikroba dalam kultur bakteri tertentu. Namun MIC yang diperoleh 

tidak mewakili nilai absolut. MIC sebenarnya berada diantara 

konsentrasi uji terendah yang menghambat pertumbuhan organisme dan 

konsentrasi uji terendah berikutnya. 

 

2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu teknik sintesis dan 

amplifikasi DNA (McPherson dan Moller, 2006). teknik PCR dapat 

digunakan untuk mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah jutaan kali 

hanya dalam beberapa jam (Setyawati dkk., 2021). PCR melibatkan tiga tahap 

siklus temperatur yang berurutan yaitu denaturasi template (94-95℃), 

annealing (penempelan) pasangan primer pada untai ganda DNA target (50-

60℃) dan pemanjangan (72℃). Faktor-faktor yang mempengaruhi 

keberhasilan hasil PCR diantaranya yaitu, konsentrasi dan kualitas DNA, 

temperatur annealing dari kedua primer, konsentrasi MgCl2, enzim 

polimerase, konsentrasi dan kualitas primer, jumlah siklus PCR, 

deoksinukleotida triphosphate (dNTP), dan faktor lain seperti buffer (Gelfand 

dan White, 1990). Menurut Fatimi (2010), hasil amplifikasi DNA dengan 

PCR konvensional, pengamatan keberadaan DNA dilakukan pada tahap akhir 

reaksi menggunakan agarose setelah dilakukan proses elektroforesis. 

Sedangkan analisis menggunakan Real Time PCR memungkinkan untuk 

dilakukan pengamatan pada saat reaksi berlangsung, keberadaan DNA hasil 

amplifikasi dapat diamati pada grafik yang muncul sebagai hasil akumulasi 

fluoresensi dari probe (penanda). pada Real Time PCR pengamatan hasil tidak 
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lagi membutuhkan tahap elektroforesis, sehingga tidak lagi membutuhkan 

agarose dan penggunaan Ethidium Bromide (EtBr) yang merupakan senyawa 

karsinogenik. 

 

 

Gambar 6. Tahapan PCR 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Lokasi Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2024 - Februari 2025 dan 

dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Biomolekuler, 

Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL), Serang, Banten. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu, ose, inkubator, 

bacticenerator, cawan petri streril, tabung reaksi steril, refrigerator, pinset 

steril, vortex mixer, mikropipet, multikanal mikropipet, labu takar, gelas piala, 

sprayer bottle, autoklaf, Biosafety cabinet class IIA, neraca analitik, batang 

pengaduk, densitometer, penangas air, deep freezer, thermo block, multican 

sky spectrophotometer. PCR thermacycler, mesin elektroforesis,dan gel 

documentation system. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu, isolat bakteri Vibrio 

parahaemolyticus, bakteri kontrol E.coli ATCC 25922, Mueller Hinton Agar 

(MHA), Cation Adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB), Tryptic Soy Agar 

(TSA), Tryptic Soy Broth (TSB), Vibrio Chromoselect Agar (VCA), 

Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBSA), larutan standar 

turbiditas 0,5 McFarland, larutan garam fisiologis, sodium chloride (NaCl), 

kit pewarnaan Gram, microplate 96-well, tabung mikro berbagai ukuran, 

mikrotip berbagai ukuran, cotton swab steril, kaca preparat, agarose, Go-Taq 

Green PCR Mastermix, set PCR Primer, akuades, buffer TAE, alkohol 70%, 

cakram standar antibiotik tetrasiklin dan larutan standar antibiotik tetrasiklin 

dan oksitetrasiklin. 
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3.3 Sampel Penelitian 

 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berupa sampel isolat arsip. Isolat 

yang akan dipergunakan dalam penelitian ini adalah sebanyak 42 isolat arsip 

bakteri V. parahaemolyticus koleksi BPKIL Serang. Isolat tersebut dikoleksi 

dari tambak udang pada beberapa provinsi di Indonesia yaitu Banten, Jawa 

Tengah dan Lampung. Isolat merupakan hasil isolasi bakteri dari organ 

hepatopankreas udang komoditas budidaya serta air tambak budidaya. 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Subkultur dan Re-Identifikasi Vibrio parahaemolyticus 

a) Subkultur Vibrio parahaemolyticus 

Sebanyak 42 sampel isolat arsip Vibrio parahaemolyticus dikultur 

dari preservasi gliserol ke media Thiosulfate Citrate Bile Salt 

Sucrose Agar (TCBSA) dan diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 

35℃. Koloni yang tumbuh pada media TCBSA dan berwarna hijau 

berukuran 3-5 mm diambil dan dipindahkan ke media Hicrome 

Vibrio Agar (HVA) dan diinkubasi pada suhu 35℃ selama 18-24 jam. 

Koloni yang tumbuh pada media HVA yang berwarna hijau kebiruan 

ditumbuhkan pada media Tryptic Soy Agar (TSA) yang diperkaya 2% 

NaCl kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35℃. 

Selanjutnya dilakukan pewarnaan Gram untuk mengamati bentuk 

selnya secara mikroskopis. Tahapan pertama ambil 2-3 koloni 

V.parahaemolyticus kemudian diratakan diatas permukaan object 

glass yang telah diberi akuades, selanjutnya dibiarkan mengering 

diatas hotplate. Tahapan kedua yaitu pewarnaan dengan tahapan 

crystal violet 1 menit, iodine 1 menit, alkohol 30 detik dan safranin 

45 detik, selanjutnya diamati dibawah mikroskop. 

 

b)  Re-Identifikasi Vibrio parahaemolyticus 

Proses re-identifikasi isolat Vibrio parahaemolyticus menggunakan 

Polymerase Chain Reaction (PCR). Tahapan pertama yaitu ekstraksi 

DNA Vibrio parahaemolyticus. Isolat V.parahaemolyticus yang 
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telah ditumbuhkan pada media TSA di ambil dan dimasukkan ke 

dalam 30 μl Nuclease Free Water (NFW) lalu dipanaskan (Boiling) 

ke dalam thermo block dengan suhu 100℃ selama 10 menit, dan 

dihomogenkan menggunakan mini mixer setiap 3 menit sekali 

kemudian didiamkan pada suhu ruang selama 2 menit. Setelah itu, 

suspensi bakteri disentrifugasi pada kecepatan 13.000 x g selama 5 

menit. Supernatan dipindahkan ke tabung baru, kemudian kemurnian 

DNA diukur menggunakan microplate spectrophotometer pada rasio 

absorbansi 260/280 nm. Rentang keberterimaan kemurnian DNA 

berkisar antara 1,8-2,0 (Dewanata dan Mushlih, 2021). Tahap kedua 

re-identifikasi bakteri adalah pembuatan Mastermix PCR. Pembuatan 

1 kali reaksi Mastermix PCR dilakukan dengan mencampurkan Go-

Taq Green Master Mix 12,5 μl, Primer forward Vp FlaE-79F 1,25 μl, 

Primer reverse Vp FlaE-934R  1,25 μl, dan 8 μl NFW, dan sebanyak 

2 μl template DNA. Isolat bakteri VP ATCC 17802 digunakan 

sebagai kontrol positif dan kontrol negatif berupa   non template 

control (NTC). Mastermix PCR selanjutnya dimasukkan ke dalam 

mesin PCR thermacycler untuk memulai proses amplifikasi. Proses 

amplifikasi dilakukan pada kondisi pradenaturasi pada suhu 95℃ 

selama 2 menit, dilanjutkan dengan 35 siklus yang terdiri dari 

denaturasi pada suhu 95℃ selama 30 detik, diikuti dengan proses 

annealing pada suhu 57℃ selama 1 menit, kemudian proses ekstensi 

pada suhu 72 ℃ selama 1 menit. Selanjutnya, tahap akhir amplifikasi 

yaitu proses ekstensi akhir pada suhu 72℃ selama 5 menit. Setelah 

proses amplifikasi selesai, amplikon  divisualisasi menggunakan 

elektroforesis gel agarose 1,5-2% yang diwarnai menggunakan floro 

safe DNA stain selama 25 menit pada tegangan 100 volt. Marker 100 

bp (Bio-Helix, Taiwan) digunakan sebagai penanda ukuran pita 

DNA. Pita DNA yang terbentuk diamati menggunakan UV 

transilluminator. panjang DNA target yaitu sebesar 897 bp (Beshiru 

dkk., 2020). 
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Gambar 7. Mekanisme subkultur dan reidentifikasi 

 

3.4.2 Uji Cakram Difusi (Disk Diffusion) 

Uji kepekaan antibiotik menggunakan metode cakram difusi sesuai 

dengan standar acuan dan kriteria interpretasi yang direkomendasikan 

dalam CLSI M45 (2015). Jenis antibiotik yang digunakan yaitu 

antibiotik tetrasiklin dan oksitetrasiklin dengan kadar (30 μg) pada 

setiap cakram. 

 

a)  Persiapan Media 

Media yang digunakan yaitu media Mueller-Hinton Agar (MHA) 

dengan komposisi 38 g/L (OXOID, UK) dilarutkan menggunakan 

akuades, kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 

121℃ selama 15 menit. Setelah media steril, dimasukan ke dalam 
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waterbath hingga suhu 45℃. Berdasarkan acuan dari CLSI M45 

(2015), media MHA yang digunakan untuk uji cakram difusi harus 

memiliki pH antara 7,2-7,4. Untuk memeroleh pH tersebut, 

sebelum media MHA dituang ke dalam cawan petri, pH media 

MHA di ukur terlebih dahulu. Jika pH media MHA kurang dari 7,2 

maka ditambahkan larutan NaOH 0,1M hingga pH yang 

dipersyaratkan. Jika media MHA lebih dari 7.4 maka ditambahkan 

larutan HCl 0,1M hingga pH yang dipersyaratkan. Media MHA 

dengan kondisi pH yang telah sesuai dapat dituang ke dalam cawan 

petri hingga mencapai ketebalan 4 m. Media kemudian dimasukkan 

ke dalam oven suhu 35℃ selama 24 jam untuk melihat ada atau 

tidaknya kontaminasi pada media sebelum digunakan. 

 

b)  Pengujian Cakram Difusi 

Bakteri V.parahaemolyticus berumur 18−24 jam yang dibiakkan 

pada cawan media TSA yang diperkaya 2% NaCl lalu diambil 

sebanyak 3−5 koloni. Koloni disuspensikan dalam 3 mL larutan 

garam fisiologis dan diukur kekeruhannya menggunakan 

densitometer hingga mencapai 0,5 McFarland (setara dengan 1−2× 

10
8
 CFU/mL). Suspensi digoreskan secara merata pada permukaan 

media MHA menggunakan swab cotton stick steril, cawan 

dibiarkan terbuka selama 3−5 menit setelah penggoresan. Cakram 

antibiotik diletakkan di atas permukaan media MHA yang telah 

terinokulasi bakteri menggunakan pinset steril sedemikian rupa 

untuk menghindari adanya overlapping zona hambat yang akan 

terbentuk. Setelah cakraman antibiotik diletakkan pada media yang 

telah terinokulasi bakteri, ditunggu hingga 15 menit kemudian 

seluruh cawan yang telah berisi cakram antibiotik diinkubasi pada 

suhu 35 °C selama 16-18 jam dalam posisi terbalik. Pengujian 

dilakukan secara duplo untuk setiap isolat. Diameter zona hambat 

yang terbentuk kemudian diukur dan diinterpretasikan sesuai 

standar acuan CLSI M45 (2015) pada tabel 1. Pengujian terhadap 

E.coli ATCC 25922 dilakukan pada setiap tahap pengujian sampel 
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sebagai kontrol kualitas pengujian kepekaan antibiotik. Selanjutnya, 

isolat bakteri E.coli AT/748 hasil studi sebelumnya yang resistan 

terhadap anibiotik golongan tetrasiklin digunakan sebagai 

pembanding. 

 

 

Gambar 8. Mekanisme uji cakram difusi 

 

Tabel 1. Interpretasi zona hambat cakram difusi pada Vibrio sp. 

Antimicrobial 

Agent 

Disk Content Zone Diameter (mm) 

S I R 

Tetracycline 30 μg ≥15 12-14 ≤11 

Oxytetracycline 30 μg ≥15 12-14 ≤11 

keterangan: S (susceptible), I (intermediate), R (resistant) 

 

Tabel 2. Interpretasi Nilai Quality Control (QC) ATCC E.coli 

25922 

Antimicrobial Agent Disk Content E.coli ATCC 25922 

Tetracycline 30 μg 18-22 mm 

Oxytetracycline 30 μg 18-22 mm 

 

 

3.4.3 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (Minimum Inhibitory 

Concentration) 

Pengujian konsentrasi hambat minimum (KHM) menggunakan metode 

Microdilution Broth. Prosedur pengujian mengacu pada standar acuan 
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dan kriteria interpretasi yang direkomendasikan dalam CLSI M45 

(2015). Konsentrasi antibiotik yang digunakan adalah  0,25–256 μg/mL 

untuk oksitetrasiklin dan tetrasiklin. 

 

a)  Persiapan Media 

Media yang digunakan yaitu Cation Adjusted Mueller-Hinton 

Broth (CAMHB) dengan komposisi 22 g/L (SIGMA-ALDRICH, 

India)dilarutkan menggunakan akuades kemudian disterilkan 

menggunakan autoklaf pada suhu 115℃ selama 10 menit.  

Berdasarkan acuan dari CLSI M45 (2015), media CAMHB yang 

digunakan untuk uji konsentrasi hambat minimum harus memiliki 

pH berkisar antara 7,2-7,4 suhu temperatur ruang 25℃. Untuk 

memeroleh pH tersebut, sebelum media CAMHB dituang ke dalam 

cawan petri, pH media CAMHB di ukur terlebih dahulu. Jika pH 

media CAMHB kurang dari 7,2 maka ditambahkan larutan NaOH 

0,1M hingga pH yang dipersyaratkan. Jika media CAMHB lebih 

dari 7.4 maka ditambahkan larutan HCl 0,1M hingga pH yang 

dipersyaratkan.  

 

b)  Pembuatan Larutan Stok Antibiotik 

Sebelum membuat pengenceran antibiotik, tahapan pertama yaitu 

membuat larutan stok antibiotik dengan konsentrasi 1000 

μg/mL.Pembuatan larutan stok menggunakan rumus sebagai 

berikut. 

             
                                   

                     
 

 

             
                                    

                     
 

 

Untuk antibiotik tetrasiklin, serbuk antibiotik dilarutkan terlebih 

dahulu ke dalam jumlah kecil akuades hingga terlarut sempurna, 

setelah terlarut sempurna, tambahkan akuades hingga mencapai 
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volume yang diinginkan. Sedangkan untuk antibiotik oksitetrasiklin, 

serbuk antibiotik  dilarutkan terlebih dahulu ke dalam jumlah kecil 

metanol 100% hingga terlarut sempurna, setelah terlarut sempurna, 

tambahkan akuades hingga mencapai volume akhir yang 

diinginkan. Pembuatan larutan antibiotik pada konsentrasi yang 

akan digunakan untuk pengujian dilakukan dengan melakukan 

pengenceran menggunakan rumus sebagai berikut. 

 

M1.V1  =  M2.V2 

Keterangan: 

M1 = Molaritas Awal 

M2 = Molaritas Akhir 

V1 = Volume Awal 

V2 = Volume Akhir 

 

c)  Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum 

Bakteri V.parahaemolyticus disiapkan dengan mengambil sebanyak 

3−5 koloni bakteri berumur 18-24 jam yang dibiakkan pada cawan 

media TSA yang ditambah 2% NaCl. Koloni selanjutrnya 

disuspensikan dalam 5 mL larutan garam fisiologis dan diukur 

kekeruhannya menggunakan densitometer hingga mencapai 0,5 

McFarland (setara dengan 1−2 × 10
8
 CFU/mL). Setelah itu, 

dilakukan pengenceran sedemikian rupa terhadap suspensi tersebut 

hingga didapatkan kepadatan akhir bakteri untuk pengujian sebesar 

5 × 10
5 

CFU/mL (5 × 10
4 

CFU/well). 

 

Pengujian menggunakan microplate dengan susunan: a) well 1  

berisi bakteri dan antibiotik; b) well 2-11 berisi media, bakteri dan  

antibiotik; c) well 12 berisi media dan bakteri. Sebagai langkah  

awal, sebanyak 50 μl media CAMHB dimasukkan ke dalam well 2-  

12. Pada well 1 dan 2 ditambahkan larutan antibiotik dengan  

konsentrasi 512 μg/mL sebanyak 50 μl lalu dihomogenkan.  

Selanjutnya, pengenceran berseri dilakukan dengan mengambil  
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sebanyak 50 μl dari well 2, ditambahkan ke well 3, dan 

dihomogenkan. Cara yang sama diulangi hingga well 11. Pada well 

11 setelah dihomogenkan, diambil 50 μl dan dibuang. Selanjutnya 

dimasukkan suspensi bakteri dengan kepadatan 5 x 10
5 

CFU/mL 

sebanyak 50 μl pada semua well. Volume akhir pada setiap well 

adalah 100 μl dengan kepadatan bakteri akhir yaitu 5 x 10
4 

CFU/well. Konsentrasi akhir antibiotik pada setiap well dari  

well 1 hingga 11 berturut-turut adalah 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2,  

1, 0.5, 0.25 μg/mL. Selanjutnya, microplate diinkubasi pada suhu  

35℃ selama 18-20 jam. 

 

Gambar 9. Mapping microplate 

 

Nilai konsentrasi hambat minimum didefinisikan sebagai 

konsentrasi terkecil dimana pertumbuhan bakteri terhambat 

dibandingkan dengan pertumbuhan pada well kontrol positif. 

Kriteria interpretatif nilai daya hambat minimum dapat dilihat pada 

tabel 3. Untuk antibiotik oksitetrasiklin kriterianya mengacu pada 

tetrasiklin. Pengujian terhadap E.coli ATCC 25922 dilakukan pada 

setiap tahap pengujian sampel sebagai kontrol kualitas pengujian 

konsentrasi hambat minimum. 
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Gambar 10. Mekanisme uji konsentrasi hambat minimum 

 

Tabel 3. Interpretasi Nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

pada Vibrio sp. 

Antimicrobial Agent 
MIC (μg/mL) 

S I R 

Tetracycline ≤4 8 ≥16 

Oxytetracycline  ≤4 8 ≥16 

keterangan: S (susceptible), I (intermediate), R (resistant) 

 

Tabel 4. Interpretasi Nilai Quality Control (QC) E.coli ATCC 

25922 

Antimicrobial Agent 
MIC QC Ranges (μg/mL) 

ATCC E.coli 25922 

Tetracycline 0,5-2 

Oxytetracycline  0,5-2 

 

 

3.4.4 Deteksi Gen Penyandi Resistansi Antibiotik 

Keberadaan gen-gen penyandi resistansi antibiotik untuk golongan 

tetrasiklin yaitu tetA dan tetB, dideteksi dengan metode PCR. Primer 

yang digunakan untuk mendeteksi gen-gen ini dipilih dari studi 

sebelumnya (Tabel 5).  
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Tabel 5. Target gen dan primer untuk deteksi gen penyandi resistansi 

Gen Sekuen Basa Primer bp 
Kondisi 

annealing 
Referensi 

tetA (F)5’-GTA ATT CTG 

AGC ACT GTC GC-3’ 

(R)5’-CTG CCT GGA 

CAA CAT TGC TT-3’ 

957 62℃  

30 detik 

Garcia-Aljaro 

(2014) 

tetB (F)5’CTC AGT ATT 

CCA AGC CTT TG-3’ 

(R)5’CTA AGC ACT 

TGT CTC CTG TT-3’ 

436 59℃ 

30 detik 

Akinbowale 

(2007) 

 

a)  Ekstraksi DNA Vibrio parahaemolyticus 

Tahapan pertama yaitu isolat Vibrio parahaemolyticus yang telah  

ditanam pada media TSA diambil dan dimasukkan ke dalam 30 μl  

Nuclease Free Water (NFW), kemudian dipanaskan (Boiling) ke  

dalam thermo block pada suhu 100℃ selama 10 menit,  

dihomogenkan menggunakan mini mixer setiap 3 menit kemudian  

diamkan pada suhu ruang selama 2 menit. Selanjutnya suspensi  

bakteri disentrifugasi pada kecepatan 13.000 x g selama 5 menit.  

Supernatan dipindahkan ke tabung baru, kemudian kemurnian  

DNA diukur menggunakan microplate spectrophotometer pada  

rasio absorbansi 260/280 nm. Rentang keberterimaan kemurnian  

DNA berkisar antara 1,8-2,0 (Dewanata dan Mushlih, 2021). 

 

b) Amplifikasi DNA Vibrio parahaemolyticus 

Amplifikasi DNA Vibrio parahaemolyticus untuk mendeteksi gen 

penyandi resistansi menggunakan metode PCR melalui tahapan 

pertama dengan pembuatan mastermix dengan komposisi pada 

tabel 6. 

Tabel 6. Komposisi Mastermix 

Komposisi 1× Reaksi 

Go Taq Green Master Mix 12, 5 μl 

Primer Forward (F) 1,25 μl 

Pimer Reverse (R) 1,25 μl 

Template DNA 2 μl 

Nuclease Free Water (NFW) 8 μl 
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Non template control (NTC) digunakan sebagai kontrol negatif dan 

isolat AT/748 bakteri E.coli resistan digunakan sebagai kontrol 

positif untuk gen tetA. Tahapan selanjutnya yaitu proses amplifikasi 

di dalam mesin PCR, untuk deteksi gen penyandi resistansi tetA 

tahap pertama yaitu proses pradenaturasi pada suhu 95℃ selama 5 

menit, selanjutnya 23 siklus dengan tahapan denaturasi pada suhu 

95℃ selama 30 detik, diikuti proses annealing pada suhu 62℃ 

selama 30 detik, dan proses ekstensi pada suhu 72℃ selama 42 

detik. Selanjutnya, tahap akhir amplifikasi yaitu proses ekstensi 

akhir pada suhu 72℃ selama 7 menit. Untuk tahapan deteksi gen 

penyandi resistansi tetB tahap pertama yaitu proses pradenaturasi 

pada suhu 95℃ selama 5 menit, selanjutnya 25 siklus dengan 

tahapan denaturasi pada suhu 95℃ selama 30 detik, diikuti proses 

annealing pada suhu 59℃ selama 30 detik, dan proses ekstensi pada 

suhu 72℃ selama 20 detik. Selanjutnya, tahap akhir amplifikasi 

yaitu proses ekstensi akhir pada suhu 72℃ selama 10 menit. 

 

c) Visualisasi Gen Penyandi Resistansi 

Setelah proses amplifikasi selesai, amplikon divisualisasi  

menggunakan elektroforesis gel agarose 1,5-2%, yang diwarnai  

menggunakan floro safe DNA stain selama 25 menit pada tegangan  

100 volt. Marker 100 bp (Bio-Helix, Taiwan) digunakan sebagai  

penanda ukuran pita DNA. Pita DNA yang terbentuk diamati  

menggunakan UV transilluminator. 
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Gambar 11. Mekanisme deteksi gen penyandi resistansi 

 

3.5 Analisis Data 

Data dianalisis secara kualitatif deskriptif dan disajikan dalam bentuk tabel 

atau grafik menggunakan Microsoft Office untuk menggambarkan hasil 

pola resistansi dan gen penyandi resistansi antibiotik golongan tetrasiklin 

yang ditemukan pada isolat Vibrio parahaemolyticus. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Simpulan 

Simpulan dari penelitian ini sebagai berikut. 

1. Sebanyak 42 isolat Vibrio parahaemolyticus masih tergolong sensitif 

berdasarkan nilai rata-rata zona hambat yang terbentuk yaitu pada 

tetrasiklin sebesar 24,9 mm dan oksitetrasiklin sebesar 22,6 mm serta nilai 

MIC50 sebesar 0,5 µg/mL dan nilai MIC90 sebesar 2 µg/mL pada antibiotik 

tetrasiklin dan oksitetrasiklin  

2. Sebanyak 42 isolat Vibrio parahaemolyticus tidak memiliki gen penyandi 

resistansi tetA dan tetB 

 

5.2 Saran 

Saran dari penelitian ini yaitu dilakukannya pengujian Whole Genome 

Sequencing untuk mengetahui seluruh gen yang terdapat pada isolat Vibrio 

parahaemolyticus yang digunakan. 
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