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ABSTRAK

HUBUNGAN KEBERADAAN GEN RESISTANSI ANTIMIKROBA
(Antimicrobial Resistance Gene, ARG) GOLONGAN FLUOROKUINOLON
DAN FENOTIPE RESISTANSINYA PADA Vibrio parahaemolyticus

Oleh

CINTYA ARISTA

Budi daya udang vaname (Litopenaeus vannamei) menjadi salah satu komoditas
perikanan yang berkembang pesat di Indonesia. Penggunaan beberapa antibiotik
merupakan aktivitas umum guna menjaga kestabilan produktivitas udang serta
mencegah infeksi bakteri patogen, seperti V. parahaemolyticus. Tetapi,
penggunaan antibiotik yang tidak terkendali dapat memicu perkembangan
resistansi antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi adanya resistansi
pada bakteri V. parahaemolyticus secara fenotipe dan mendeteksi keberadaan gen
penyandi resistansi terhadap antibiotik golongan fluorokuinolon yang berasal dari
42 isolat udang vaname budi daya. Metode pengujian yang dilakukan adalah re-
identifikasi isolat bakteri V. parahaemolyticus, difusi cakram dan Minimum
Inhibitor Concentration (MIC), serta deteksi gen penyandi resistansi antibiotik
dengan PCR. Hasil penelitian ini menunjukkan seluruh isolat bakteri V.
parahaemolyticus  100% sensitif terhadap antibiotik ciprofloxacin  dan
enrofloxacin setelah diujikan secara fenotipe. Hasil pengujian secara genotipe
menunjukkan 42 isolat bakteri terdeteksi gen gyrA dan gyrB, sedangkan gen parC
hanya terdeteksi pada 40 isolat. Berdasarkan hal tersebut, dapat disimpulkan
seluruh gen terdeteksi pada isolat bakteri yang secara fenotipe menunjukkan hasil
sensitif terhadap ciprofloxacin dan enrofloxacin. Ketidakdeteksian gen parC dapat
disebabkan akibat mismatch primer atau adanya silent mutation. Oleh sebab itu,
diperlukan analisis lanjutan seperti sekuensing gen untuk membuktikan ada atau
tidaknya mutasi pada daerah Quinolone Resistance Determining Region (QRDR).

Kata Kunci: Vibrio parahaemolyticus, Resistansi antibiotik, Gen penyandi,
Ciprofloxacin, Enrofloxacin



ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN THE PRESENCE OF
FLUOROQUINOLONE ANTIMICROBIAL RESISTANCE GENES (ARGsS)
AND PHENOTYPIC RESISTANCE IN Vibrio parahaemolyticus

By

CINTYA ARISTA

Whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) cultivation is one of the rapidly growing
fishery commodities in Indonesia. The use of several antibiotics is a common
activity to maintain stable shrimp productivity and prevent pathogenic bacterial
infections, such as V. parahaemolyticus. However, uncontrolled antibiotic use can
trigger the development of antibiotic resistance. This study aims to detect
resistance in V. parahaemolyticus bacteria phenotypically and detect the presence
of resistance-encoding genes to fluoroquinolone antibiotics derived from 42
farmed whiteleg shrimp isolates. The testing methods used were re-identification
of V. parahaemolyticus bacterial isolates, disc diffusion and Minimum Inhibitor
Concentration (MIC), as well as detection of antibiotic resistance-encoding genes
by PCR. The results of this study showed that all V. parahaemolyticus bacterial
isolates were 100% sensitive to ciprofloxacin and enrofloxacin antibiotics after
being tested phenotypically. The results of genotypic testing showed that 42
bacterial isolates detected the gyrA and gyrB genes, while the parC gene was only
detected in 40 isolates. Based on this, it can be concluded that all genes were
detected in bacterial isolates that phenotypically showed sensitivity to
ciprofloxacin and enrofloxacin. The undetected parC gene could be due to a
primer mismatch or a silent mutation. Therefore, further analysis, such as gene
sequencing, is required to confirm the presence or absence of mutations in the
Quinolone Resistance Determining Region (QRDR).

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, antimicrobial resistance, resistance genes,
ciprofloxacin, enrofloxacin
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan salah satu komoditas
unggulan nasional dengan nilai ekonomi yang tinggi sehingga menjadi
sektor andalan dalam budi daya perikanan serta prioritas utama
pengembangan akuakultur di Indonesia untuk mendukung peningkatan
perekonomian nasional (Hadiwinata, 2023). Komoditas tersebut menjadi
primadona ekspor di Indonesia dengan menyumbang sebesar 85% dari
total volume ekspor udang (Farionita, 2018). Jumlah produksi udang
nasional di tahun 2019—2020 telah mencapai 856.753 ton dan pada tahun
2024 produksi udang memiliki target hingga dua juta ton per tahun
berdasarkan data Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP) tahun 2021
(Nisa, 2023).

Pesatnya tingkat usaha budi daya udang vaname didukung oleh tingginya
permintaan pasar ekspor, tetapi seiring meluasnya kegiatan akuakultur dan
lingkungan budi daya, permasalahan terhadap udang vaname, termasuk
keberadaan bakteri patogen juga semakin meningkat. Keberadaan bakteri
patogen pada produk perikanan menjadi ancaman yang mendorong
perlunya penerapan standar keamanan berdasarkan Undang-undang No. 31
tentang perikanan tahun 2004 dan Keputusan Menteri Kelautan dan
Perikanan No. 52A tahun 2013 (Alwy, 2017). Salah satu bakteri yang
sering mengontaminasi produk perikanan yakni bakteri Vibrio

parahaemolyticus. Bakteri tersebut dapat ditularkan melalui air yang



terkontaminasi atau melalui kontak dengan individu yang telah terinfeksi
(Hadiwinata, 2023). Genus Vibrio merupakan salah satu kelompok bakteri
patogen yang paling sering diidentifikasi sebagai penyebab utama
tingginya mortalitas pada udang, dengan tingkat kematian mencapai 100%
pada tahap larva, post larva, dan juvenil (KKP, 2020). Karakteristik
virulensi dan prevalensinya yang tinggi menjadi bakteri ini sebagai
ancaman utama dalam kegiatan budi daya udang, baik pada fase awal

maupun pada fase pembesaran (Kasunagar, 2007; Ambat, 2022).

Upaya untuk mengatasi infeksi bakteri Vibrio pada tambak udang yaitu
melalui terapi kimiawi dan antibiotik. Antibiotik merupakan obat yang
paling banyak digunakan pada infeksi yang disebabkan oleh bakteri
(Hazimah, 2019). Penggunaan antibiotik berkaitan dengan keberadaan
bakteri Vibrio yang bersifat patogen di lingkungan tambak. Antibiotik
tersebut digunakan sebagai upaya pencegahan dan pengobatan penyakit
serta peningkatan pertumbuhan udang (Rodrigues, 2011). Menurut
Peraturan Menteri Kelautan dan Perikanan Indonesia Nomor 1/Permen-
KP/2019 tentang obat ikan, penggunaan golongan antibiotik menjadi
terbatas karena termasuk ke dalam obat keras. Salah satu golongan
antibiotik yang diperbolehkan yakni antibiotik golongan fluorokuinolon
(Permen KKP RI, 2019). Antibiotik Ciprofloxacin dan Enrofloxacin adalah
antibiotik golongan fluorokuinolon berpekstrum luas yang bekerja dengan
menghambat aktivitas DNA gyrase (gyrA dan gyrB) dan gen
topoisemerase IV (parE dan parC) yang dibutuhkan untuk replikasi dan
transkripsi pada prokariota (Ebert, 2011).

Pembudi daya menggunakan antibiotik sebagai salah satu cara untuk
mengatasi infeksi bakteri yang menyerang udang vaname, sehingga
volume senyawa antibiotik menjadi cukup tinggi. Penggunaan senyawa
antibiotik dalam jangka waktu yang panjang dapat berpotensi
menghasilkan strain bakteri Vibrio yang resistan terhadap antibiotik

(Lopatek, 2018; Kusmarwati, 2017). Resistansi bakteri penyebab penyakit



sulit untuk diobati karena jika semakin parah maka infeksi dapat

berkembang dan menyebabkan kerusakan pada tubuh udang (Kowalska,

2020).

Multiple Antibiotic Resistance (MAR) pada bakteri dan kasus resistansi
telah menjadi perhatian utama dan masalah serius yang mampu
mengancam sistem pengobatan modern (WHO, 2014). Hal itu terjadi
karena mikroorganisme resisten mampu tumbuh pada konsentrasi
antibiotik yang cukup untuk membunuh mikroorganisme tersebut (EFSA
& ECDC, 2009). Fenomena resistansi antibiotik tidak hanya dapat
diidentifikasi secara genotipe, tetapi juga secara fenotipe melalui
pengamatan langsung respon bakteri terhadap antibiotik dalam uji
kepekaan antibiotik. Hasil uji fenotipe resistansi merujuk pada
kemampuan bakteri untuk bertahan hidup meski terpapar dengan senyawa
antibiotik. Penentuan hasil uji secara fenotipe penting untuk menentukan
efektivitas pengobatan dan identifikasi potensi resistansi terhadap
antibiotik tertentu. Bakteri yang telah mengalami resistansi ketika
dikonsumsi oleh manusia melalui udang dapat menyebabkan penyebaran
gen resistansi ke bakteri lain pada saluran pencernaan manusia (Forslund,
2014). Oleh sebab itu, penelitian ini dilakukan untuk menguyi
perkembangan resistansi antimikroba pada budi daya udang di beberapa
wilayah Indonesia (Lampung, Jawa Tengah, dan Banten) terhadap potensi
resistansi bakteri V. parahaemolyticus pada udang vaname dan air budi

daya.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini yakni sebagai berikut.
1. Mendeteksi adanya resistansi pada bakteri V. parahaemolyticus secara
fenotipe terhadap antibiotik golongan fluorokuinolon (ciprofloxacin

dan enrofloxacin).



2. Mendeteksi keberadaan gen penyandi resistansi antibiotik golongan
fluorokuinolon (ciprofloxacin dan enrofloxacin) terhadap V.

parahaemolyticus yang berasal dari 42 isolat udang vaname budi daya

1.3 Kerangka Pemikiran Penelitian

Bakteri V. parahaemolyticus adalah salah satu patogen yang umum
ditemukan di laut dan mampu menyerang udang vaname (Litopenaeus
vannamei). Keberadaan bakteri patogen tersebut dapat mengancam dan
mengontaminasi produk perikanan. Penggunaan antibiotik pada industri
budi daya udang untuk mencegah dan mengobati infeksi akibat keberadaan
bakteri, seperti V. parahaemolyticus. Namun, penggunaan antibiotik yang
berlebihan dan tidak tepat dapat menimbulkan strain V. parahaemolyticus
yang resisten terhadap antibiotik. Bakteri resisten tersebut dapat
mendominasi dan membuat pengobatan infeksi menjadi lebih sulit diobati
dan kurang efektif. Resistansi antibiotik adalah kondisi di mana bakteri
mengembangkan kemampuannya untuk bertahan hidup meski terpapar
antibiotik. Gen resistansi dapat ditransfer dari bakteri ke keturunannya
melalui proses transfer gen secara vertikal dan dapat ditransfer dari satu
bakteri ke bakteri lain melintasi spesies dan genus melalui proses transfer

gen secara horizontal atau karena adanya mutasi genetik antar bakteri.

Oleh sebab itu, pada penelitian ini dilakukan pengujian resistansi bakteri V.
parahaemolyticus terhadap antibiotik golongan fluorokuinolon dengan
pengujian fenotipe dan genotipe. Pengujian secara fenotipe melalui metode
disc diffusion dan MIC untuk melihat sifat yang timbul/nampak melalui
paparan antibiotik, sedangkan pengujian secara genotipe melalui deteksi
keberadaan gen penyandi resistansi dengan metode PCR. Deteksi gen
penyandi resistansi melalui proses ekstraksi boiling, penyiapan reagen
master mix PCR, amplifikasi PCR dan visualisasi hasil amplikon dengan
proses elektroforesis gel. Hasil visualisasi diamati untuk melihat nilai

target basepairs gen penyandi resistansi.
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Gambar 1. Kerangka Pemikiran Penelitian



1.4 Hipotesis Penelitian

Adapun hipotesis pada penelitian ini diantaranya sebagai berikut.

1. Terdapat isolat bakteri V. parahaemolyticus yang bersifat resistan
terhadap antibiotik ciprofloxacin dan enrofloxacin yang dideteksi
secara fenotipe.

2. Bakteri V. parahaemolyticus yang bersifat resistan memiliki gen

penyandi resistansi terhadap antibiotik ciprofloxacin dan enrofloxacin.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Vibrio parahaemolyticus
2.1.1 Karakteristik dan Morfologi

Vibrio parahaemolyticus merupakan bakteri jenis Gram-negatif
yang termasuk dalam golongan bakteri halofilik, dengan
pertumbuhan optimal pada media yang mengandung kadar garam
sekitar 3%. Bakteri ini tidak mampu membentuk spora serta
memfermentasikan sukrosa dan laktosa, memiliki ciri berbentuk
lurus atau melengkung untuk memproduksi energi untuk
pertumbuhannya (Hadiwinara, 2023). Rentang pH bakteri ini yaitu
pada nilai 4,8—11, dengan pH optimal berada pada 7,8—38,6 (Jay,
2005). Selain itu, V. parahaemolyticus mampu tumbuh pada
rentang suhu 1—44° C, dengan suhu optimal 37°C. Waktu generasi
bakteri di fase eksponensial berkisar antara 9—13 menit. Bakteri
ini bersifat fakultatif anaerob, motil atau dapat bergerak. V.
parahaemolyticus mempunyai dua sistem flagela yang berbeda
untuk memudahkannya beradaptasi dengan lingkungan. Flagel
pada bagian kutub berperan untuk berenang, dan flagel lateral
berhubungan dengan proses transformasi sel swarmer untuk
pembentukan biofilm. Perubahan morfologi dapat terjadi ketika
bakteri berada di suhu dingin dan pada kondisi lingkungan yang
tidak mendukung (Chen, 2009). Bakteri ini mampu hidup sebagai
koloni pada kerang-kerangan, udang, ikan, dan produk makanan

laut lainnya.



Bakteri ini juga dapat masuk ke dalam tubuh manusia ketika
memakan produk seafood seperti udang, kerang, atau ikan mentah

yang belum matang sempurna (Sudheesh, 2001).

2.1.2 Klasifikasi dan Habitat

V. parahaemolyticus adalah salah satu spesies bakteri dari keluarga
Vibrionaceae. Adapun klasifikasi dari bakteri V. parahaemolyticus

yakni sebagai berikut (Thompson, 2005).

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Ordo : Vibrionales

Family : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Species : Vibrio parahaemolyticus

Pada umumnya bakteri ini berhabitat alami di air payau atau air
asin, dapat ditemukan pada frekuensi yang tinggi yakni pada
sampel lingkungan di air, sedimen, ikan, dan kerang. Bakteri V.
parahaemolyticus spp. dapat bertahan hidup di biota perairan
(plankton, kekerangan, crustacea, ikan) dan sedimen selama musim
dingin (Kusmarwati, 2017), kemudian akan terlepas ke perairan
ketika suhu meningkat di awal musim panas. Keberadaan bakteri
ini di produk perikanan lebih banyak teridentifikasi saat terjadi

peningkatan suhu lingkungan (Hadiwinata, 2023).

2.2 Antibiotik

Kata antibiotik berasal dari “anti” dan “bios” yang memiliki arti hidup
atau kehidupan, dengan kata lain antibiotik menjadi suatu zat yang dapat

melemahkan/membunuh mikroorganisme, seperti bakteri, parasit, atau



jamur. Antibiotik adalah zat yang diproduksi oleh suatu mikroba yang
berperan untuk menghambat atau membasmi mikroba jenis lain (Dwary,
2022). Antibiotik merupakan golongan senyawa alami atau sintetis yang
mempunyai kemampuan untuk menekan atau menghentikan proses
biokimiawi di dalam suatu makhluk hidup, khususnya terhadap infeksi
bakteri. Antibiotik hanya dapat membunuh bakteri, bukan virus (Utami,
2012). Penggunaan antibiotik bertujuan untuk menghambat pertumbuhan
mikroba penyebab infeksi. Gejala infeksi dapat timbul sebagai gangguan
langsung oleh mikroba dan berbagai zat toksik yang diproduksi olehnya
(Firtiana, 2019). Antibiotik yang digunakan untuk membasmi mikroba
penyebab penyakit pada manusia harus memiliki sifat toksik selektif.
Dengan kata lain, antibiotik harus bersifat toksik untuk mikroba, tetapi
bersifat relatif tidak toksik untuk hospes atau inang. Toksisitas selektif
tergantung pada struktur yang dimliki oleh sel bakteri dan manusia.
Membran sel bakteri yang tidak dimiliki oleh sel manusia membuat
antibiotik dengan mekanisme kegiatan pada membran sel bakteri memiliki
toksisitas selektif yang relatif tinggi (Ganiswara, 1995). Antibiotik
dikelompokkan berdasarkan tiga kategori besar berdasarkan cara kerjanya,
yakni antibiotik yang menargetkan membran sel bakteri, antibiotik yang
menghalangi pembentukan protein baru, dan antibiotik yang menargetkan

DNA/replikasi DNA (Reygaert, 2018).

2.2.1 Mekanisme Kerja Antibiotik

Prinsip utama dari antibiotik yakni senyawa yang terkandung
dalam antibiotik harus dapat menghambat pertumbuhan bakteri
tanpa membahayakan inang manusia. Adapun mekanisme kerja
antibakteri yakni melalui penghambatan sintesis membran sel,
menghambat keutuhan permeabilitas membran sel, menghambat
protein membran sel, menghambat sintesis asam nukleat, serta
menghambat metabolisme sel mikroba (Putri, 2023). Berikut ini
merupakan penggolongan daya kerja antibiotik dan contoh

antibiotik berdasarkan mekanisme kerjanya (Makkasau, 2022):
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Antibiotik yang menghambat sintesis membran sel bakteri
Antibiotik yang menghambat dinding sel bakteri melalui proses
aktivasi enzim yang dapat merusak membran sel bakteri.
Adapun obat yang termasuk ke dalam kelompok ini yaitu
sefalosporin, basitrasin, vankomisin, dan sikloserin. Membran
sel bakteri tersusun dari polipeptidoglikan yang merupakan
senyawa kompleks polimer mukopeptida (glikopeptida).
Sikloserin menghambat reaksi dalam proses sintesis dinding sel,
diikuti dengan basitrasin, vankomisin, dan diakhiri oleh
penisilin serta sefalosporin yang menghambat reaksi terakhir
(transpeptidase). Akibat tekanan osmotik di dalam sel kuman
lebih tinggi dibanding luar sel, maka kerusakan membran sel
akan menyebabkan lisis (Makkasau, 2022).

Antibiotik yang menghambat pembentukan protein

Bakteri harus terus menggunakan sumber daya yang tersedia di
lingkungan guna memproduksi bakteri baru. Sebagai contoh,
protein baru harus terus dihasilkan melalui proses sintesis
protein, karena proses tersebut sangatlah penting untuk
pertumbuhan dan multiplikasi bakteri (Hauser, 2018). Adapun
antibiotik yang menghambat sintesis protein pada bakteri yakni
Aminoglikosida, Makrolide, Tetrasiklin dan Glisilsiklin,
Kloramfenikol, dan Klindamisin. Antibiotik aminoglikosida
memiliki aktivitas yang sangat baik pada bakteri Gram negatif
aerobik karena ukurannya yang mampu melewati membran luar
bakteri. Aminoglikosida yang bermuatan positif akan mengikat
membran luar yang bermuatan negatif, sehingga menimbulkan
lubang dan melakukan penetrasi pada membran sitoplasma
bakteri ke ribosom. Pada antibiotik makrolide memiliki cara
yang mirip dengan aminoglikosida dengan menargetkan
ribosom dan mencegah pembentukan protein. Demikian pada

antibiotik tetrasiklin, kloramfenikol, dan klindamisin, yakni
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dengan mencegah pengikatan molekul tRNA serta mencegah
pengikatan asam amino oleh tRNA (Vazquez, 2018).
. Antibiotik dengan target DNA bakteri
Antibotik yang memiliki target DNA bakteri bekerja dengan
menghambat RNA polimerase, mencegah perpanjangan
molekul mRNA (Gallagher, 2018), melakukan penghambatan
sintesis DNA dan melalui aktivasi respon stres DNA bakteri
(Pham, 2019). Selain itu, antibiotik jenis ini bekerja dengan
membentuk radikal bebas yang mengakibatkan kerusakan
molekul DNA hingga menyebabkan kematian bakteri. Adapun
antibiotik yang bekerja dengan menargetkan DNA bakteri yakni
rifamisin, sulfa, kuinolon, dan metronidazol.
Selain itu, berdasarkan luas spektrumnya, antibiotik dibagi
menjadi spektrum luas (broad spectrum) dan spectrum sempit
(narrow spectrum) (Mitchigan State University, 2011).
1. Broad Spectrum
Antibiotik spektrum luas adalah antibiotik yang efektif
terhadap Gram positif maupun Gram negatif. Adapun
contoh obat yang termasuk ke dalam golongan ini
diantaranya fetracyclines, phenicols, fluoroquinolones,
generasi ketiga dan generasi keempat dari cephalosporins.
2. Narrow Spectrum
Antibiotik spektrum sempit adalah antibiotik yang memiliki
aktivitas terbatas dan hanya efektif terhadap organisme
tertentu, sebagai contohnya yakni glikopeptida dan
bacitracin yang hanya efektif terhadap bakteri Gram positif,
lalu polimiksin obat antibiotik yang hanya efektif terhadap
bakteri Gram negatif, aminoglikosida dan sulfonamid yang
hanya efektif terhadap bakteri aerob, serta nitromidazol
yang hanya efektif terhadap bakteri anaerob.
Berdasarkan daya bunuh bakteri, antibiotik dibagi atas
bakterisida dan bakteristatis (Kohanski, 2010).
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1. Bakteriostatis
Merupakan antibiotik yang hanya menahan pertumbuhan
bakteri, namun tidak sampai membunuh bakteri. Contoh
obat golongan ini yakni tetracyclines, spectinomisin,
sulfonamid, macrolide, chloramphenicol, dan trimethoprim.
2. Bakteriosida
Antibiotik golongan bakteriosida adalah antibiotik yang
bekerja untuk membunuh bakteri target. Adapun contoh
antibiotik yang termasuk ke dalam golongan ini diantaranya
penicillin, cephalosporin, fluoroquinolones (ciprofloxacin),

glycopeptides (vancomysin), monobactam, carbapenems.

2.2.2 Antibiotik Golongan Fluorokuinolon

Kuinolon dan fluorokuinolon merupakan golongan antibiotik
sintetik relatif baru yang memiliki aktivitas bakterisida yang kuat,
berspektrum luas terhadap banyak patogen yang penting secara
klinis serta memiliki mekanisme untuk menghambat sintesis asam
nukleat bakteri (Sharma, 2009). Fluorokuinolon bekerja dengan
menghambat fopoisomerase 11 (DNA gyrAdse) dan topoisomerase
IV yang diperlukan bakteri untuk melakukan replikasi DNA (Raini,
2016). Obat ini membentuk ikatan yang kompleks berupa enzim
yang bertanggungjawab pada terbuka dan tertutupnya lilitan DNA
bakteri untuk mencegah rantai DNA kembali bersatu pada proses
cleavage (Aditya, 2016). Hambatan yang ditimbulkan oleh
antibiotik ini menghasilkan efek sitotoksik dalam sel target.
Fluorokuinolon aktif dalam melawan fase dormant dan replikasi
bakteri (Hazimah, 2019). Adapun contoh obat yang termasuk ke
dalam golongan fluorokuinolon yakni ciprofloxacin, enrofloxacin,

sarafloxacin (CLSI, 2015).
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Gambar 2. Struktur Kimia Ciprofloxacin (A); dan Struktur Kimia
Enrofloxacin (B)

Fluorokuinolon diklasifikasikan berdasarkan spektrum aktivitas
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dan profil farmakokinetiknya yang terdapat pada Tabel 1 di bawah

ini.

Tabel 1. Klasifikasi Antibiotik Golongan Fluorokuinolon (Sharma,

2009)
Generasi Obat Ciri-ciri
Pertama  Asam nalidiksat Aktif terhadap beberapa
Asam Oksonilat bakteri Gram negatif.

Asam pipemidat

Obat yang sangat terikat
pada protein

Kedua  Norfloksasin Pengikatan protein (50%)
Enoksasin Memiliki waktu lebih lama
Siprofloksasin dibandingkan agen
Ofloksasin sebelumnya
Lomefloksasin Memiliki aktivitas yang

lebih baik terhadap bakteri
Gram negatif

Ketiga  Temafloksasin Aktif terhadap bakteri
Sparafloksasin Gram negatif
Grepafloksasin Aktif terhadap bakteri

Gram positif
Keempat Klinafloksasin Menunjukkan aktivitas
Trovafloksasin yang lebih lama terhadap
Moksifloksasin kedua jenis bakteri.
Gatifloksasin Aktif terhadap bakteri

anaerob dan bakteri atipikal
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2.3 Antimicrobial Resistence (AMR)

AMR merupakan fenomena yang terjadi saat bakteri telah mampu
beradaptasi dan berkembang di lingkungan yang telah terpapar oleh
antimikroba (Founou, 2017). AMR atau resistansi antimikroba terjadi saat
mikroorgansime, seperti bakteri, virus, jamur, dan parasit mengalami
perubahan genetik sehingga antibiotik yang digunakan untuk
menyembuhkan penyakit infeksi akibat mikroba menjadi resisten atau
tidak efektif bekerja (Dadgostar, 2019). Ketika mikroba telah mengalami
mutasi gen atau memperoleh gen resistansi dari organisme lain, maka
berbagai antibiotik, antivirus, antifungal, dan antiparasitik menjadi tidak
efektif untuk digunakan. Keberadaan AMR dapat mengancam kemampuan
untuk mendeteksi adanya patogen meski hanya melalui media
mikrobiologi selektif (Moore, 2020). Adapun mekanisme tahapan AMR
yang dapat membuat bakteri resisten terhadap antibiotik yakni diantaranya,
(1) bakteri dapat menghindari target yang biasa diserang oleh antibiotik;
(2) bakteri mengubah/menghancurkan antibiotik dengan enzim, (3) bakteri
membatasi akses masuk antibiotik, (4) bakteri mengubah target antibiotik,
sehingga tidak dapat bekerja dan berfungsi dengan baik; (5) bakteri
mengeluarkan antibiotik yang masuk melalui efflux pump. Kini AMR telah
menjadi salah satu masalah global terbesar di abad 21 akibat pesatnya
tingkat pertumbuhan infeksi AMR dan tidak efektifnya penggunaan
beberapa antibiotik (Prestinaci, 2015).

2.4 Mekanisme Resistansi terhadap Antimikroba

Pada umumnya, sifat resistansi antibiotik dapat dibentuk dan berkembang
melalui tiga jalur evolusi biologis utama yaitu resistansi intrinsik (innate
resistance), resistansi yang muncul akibat aplikasi proses pengolahan
(apparent resistance), dan resistansi yang diperoleh dari bakteri lain
(acquired resistance) (Verraes, 2015). Pembentukan resistansi intrinsik

adalah karakterisasi resistansi alami yang terjadi pada spesies atau genus
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mikroba. Selama pembentukan resistansi, sel bakteri akan mengakumulasi
kesalahan genetik pada gen yang ada dan mendistribusikan gen resistansi
tersebut ke sel progeni melalui transfer gen vertikal (Founou, 2016). Jenis
resistansi ini menyebabkan bakteri secara alami resisten terhadap suatu
antibiotik tertentu (Aarestrup, 2005). Sedangkan pada jenis resistansi
acquired resistance melibatkan pertukaran genetik, seperti mutasi gen
target antibiotik dan penambahan elemen ekstra-kromosom seperti
transger gen horizontal dan akuisisi gen resistansi yang disimpan dalam

elemen genetik bergerak (Holmes, 2016).

Pada umumnya, pembentukan resistansi berkaitan dengan perolehan
ekstra-kromosom yang mengkode gen penentu resistansi. Ekstra-
kromosom tersebut diperoleh bakteri dari bakteri lain yang berada di
lingkungan melalui beberapa mekanisme seperti transformasi, transduksi,
dan konjugasi. Peristiwa transformasi melibatkan penggabungan segmen
DNA bebas ke dalam kromosom. Transduksi merupakan mekanisme yang
melibatkan transfer gen setelah infeksi oleh bakteriofag yang rusak.
Sementara itu, mekanisme yang paling efisien, serta yang memiliki
dampak terbesar dalam penyebaran resistansi antibiotik yakni konjugasi

atau transfer gen horizontal (Ventola, 2015) pada Gambar 3 di bawah ini.

(a) vertical transmission (b) horizontal transmission

=

bacterial transformation

bacterial conjugation

FYYVYYYYYYYYYYYY Y

Gambar 3. Jalur Biologis Perkembangan Resistansi Antibiotik
(Founou, 2016)
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2.5 Antimicrobial Susceptibility Testing (AST)

AST atau uji kepekaan antibiotik adalah suatu metode yang digunakan
untuk menentukan seberapa efektif daya kerja agen antimikroba terhadap
mikroorganisme patogen seperti, bakteri, jamur, atau virus. Tujuan metode
ini untuk memilih dan menentukan dosis antibiotik yang tepat untuk
mengatasi infeksi yang disebabkan oleh mikroba tertentu dan menghindari
penggunaan antibiotik yang tidak tepat sehingga dapat menyebabkan
resistansi terhadap antibiotik. Adapun metode yang dilakukan untuk
melakukan pengujian ini diantaranya seperti disc diffusion test (difusi

cakram), broth microdilution test, dan sebagainya.

2.5.1 Difusi Cakram

Aktivitas dari antibakteri dapat diketahui melalui penentuan daya
hambat dan daya tumbuh terhadap pertumbuhan bakteri melalui
metode difusi (Fadia, 2020). Metode ini menjadi metode umum
yang digunakan untuk menguji kepekaan antimikroba guna
mengukur efektivitas bahan antimikroba terhadap mikroorganisme.
Prinsip dasar dari metode ini untuk mendeteksi kemampuan bahan
antimikroba untuk menghambat pertumbuhan mikroba, serta
menentukan aktivitas agen antimikroba terhadap mikroba. Metode
ini melibatkan peletakan cakram kertas berdiameter 6 mm yang
telah diresapi oleh bahan antimikroba di permukaan medium agar
yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme yang akan diuji
(Aldina, 2023). Bahan dari antimikroba akan berdifusi keluar dari
cakram lalu meresap ke dalam agar. Setelah proses inokulasi, zona
inhibisi atau zona bening akan muncul di daerah sekitar cakram dan
zona tersebut diukur untuk menentukan aktivitas antimikroba dari
bahan-bahan yang diujikan (Januarista, 2023). Zona hambatan
pertumbuhan inilah yang menunjukkan sensitivitas bakteri terhadap
bahan anti bakteri (Fitriana, 2019). Uji ini dilakukan untuk

mengatur zona bening yang menjadi respon penghambat
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pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dengan

mengategorikan mikroba sebagai rentan, sedang, atau resisten

(Rahmadani, 2023).

2.5.2 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

MIC digunakan untuk menentukan sensitivitas mikroorganisme
terhadap antibiotik/antimikroba dan memberikan gambaran
konsentrasi minimum antibiotik yang dibutuhkan untuk
menghambat pertumbuhan mikroba, yang dikenal sebagai
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) atau Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM). Prinsip dasar dari pengujian MIC untuk
mengetahui nilai konsentrasi antibiotik terendah yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri secara in vitro. Dalam memulai
pengujian ini, disiapkan serangkaian tabung dan media Mueller-
Hinton Broth (MHB) yang ditambahkan dengan berbagai
konsentrasi dari agen antimikroba tertentu. Lalu tabung-tabung
tersebut diinokulasikan dengan suspensi organisme (mikroba) uji
yang distandarkan dan diinkubasi dengan suhu yang sesuai. Setelah
diinkubasi, hasil MIC diamati dan diinterpretasikan menggunakan
clinical breakpoints dan/atau Epidemiological Cutoff Values
(ECVs) yang sudah disetujui. Pada dasarnya metode ini digunakan
untuk menguji bakteri aerobik atau fakultatif yang tumbuh dengan
baik setelah diinkubasi di dalam media MHB yang disesuaikan
dengan Cation-Adjusted Mueller-Histon Broth (CAMHB) (CLSI
VETO03, 2015).

2.6 Metode Polymerase Chain Rection (PCR)

PCR merupakan suatu metode enzimatis untuk melipatgandakan
(amplification) secara eksponensial sekuen nukleotida tertentu yang

dilakukan secara in vitro (Yudhana, 2017). PCR memungkinkan
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melakukan amplifikasi segmen DNA tertentu dalam jumlah banyak, proses
penggandaan DNA dalam PCR cukup akurat sehingga banyak digunakan
dalam analisis genetik, diagnosis klinik, rekayasa genetik, dan analisis
forensik (Hidayat, 2020). dan mendeteksi materi genetik dari parogen,
seperti virus/bakteri. Prinsip dasar pada proses PCR melalui beberapa
tahapan, berdasarkan Gambar 4 adapun tahapan PCR diantaranya
denaturasi, annealing, dan ekstensi. Reaksi-reaksi tersebut berlangsung
melalui siklus yang berulang dengan suhu yang berbeda-beda. Tahapan
denaturasi terjadi dengan adanya peningkatan suhu 94—96°C yang
menyebabkan template DNA untai ganda akan mengalami denaturasi
hingga menjadi untai tunggal. Perubahan suhu yang terjadi pada tahapan
denaturasi dipengaruhi oleh kandungan guanin (G) dan sitosin (C). Jika
kandungan G dan C memiliki jumlah yang banyak, maka suhu yang
dibutuhkan semakin tinggi untuk memisahkan kedua untai ganda DNA
dengan sempurna. Namun jika suhu pada tahapan denaturasi terlalu rendah,
maka hanya cetakan DNA pada bagian adenin (A) dan timin (T) yang akan
terdenaturasi (Green, 2019). Tahapan annealing akan membuat suhu turun
hingga 50—60°C yang menyebabkan hibridisasi sepasang primer pada
target yang komplementer, primer pendek yang komplementer akan
berikatan dengan untai DNA yang terpisah. Apabila proses tersebut
berlangsung pada suhu yang terlalu tinggi, maka dapat mengakibatkan
tidak menempelnya primer pada untai DNA. Pada tahapan ekstensi, suhu
akan kembali naik hingga 70°C dan DNA polimerasse akan melakukan
proses perpanjanan primer yang membentuk untai komplementer terhadap

untai template DNA (Wulandari, 2016).
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Gambar 4. Tahapan Amplifikasi PCR (Green, 2019)

Metode PCR melibatkan proses amplifikasi DNA pada PCR, amplifikasi
DNA dapat diperoleh dengan menggunakan pimer oligonukleotida yang
disebut sebagai amplimers. Primer DNA suatu sekuens oligonukleotida
pendek berperan untuk mengawali proses sintesis rantai DNA. Umumnya
primer yang digunakan pada PCR terdiri dari 20—30 nukleotida. DNA
template (cetakan DNA) adalah fragmen DNA yang akan diperbanyak dan
berasal dari patogen yang terdapat pada spesimen klinik. Enzim DNA
polimerase adalah enzim termostabil Taq yang digunakan pada proses PCR

yang berasal dari bakteri termofilik (Thermus aquaticus).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2024—Mei 2025 di

Laboratorium Mikrobiologi dan Biologi Molekuler, Balai Pengujian

Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL) Serang.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1

3.2.2

Alat

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya
yaitu PCR thermalcycler, electrophoresis chamber, microplate,
spectrophotometer (Multiskan Sky), heating block, microplate 96
well, mini mixer, oven, inkubator, sentrifuge, densitometer, autoklaf,
mikropipet berbagai ukuran, tabung reaksi, antibiotic zonescale,

cawan petri, dan waterbath.

Bahan

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini
diantaranya isolat bakteri Vibrio parahaemolyticus, Escherichia
coli ATCC 25922, media Mueller Hinton Agar (MHA), media
Tryptic Soy Agar (TSA), media Cation Adjusted Mueller Hinton
Broth (CAMHB), media Thiosulfate-Citrate-Bile-Salt Sucrose Agar
(TCBSA), Hicrome Vibrio Agar (HVA), larutan standar turbiditas
0,5 McFarland, gel agarosa, Go-Tag Green PCR Master Mix 2x,
PCR primer (gyr4, gyrB, parC), cakram standar antibiotik.
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ciprofloxacin dan enrofloxacin, standar antibiotik ciprofloxacin dan
enrofloxacin, Nuclease Free Water (NFW), akuades, akuabides,

larutan Natrium klorida (NaCl) fisiologis, dan mikrotube.

3.3 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yakni 42 sampel isolat arsip
bakteri V. parahaemolyticus di BPKIL Serang yang telah teridentifikasi
dan terverifikasi sebagai bakteri V. parahaemolyticus. Sampel isolat
tersebut merupakan sampel yang berasal dari udang vaname dan air budi
daya yang berasal dari beberapa wilayah di Indonesia diantaranya Banten,

Lampung, Jawa Tengah, dan Jawa Barat.

3.4 Re-identifikasi Bakteri Vibrio parahaemolyticus secara Fenotipe

Re-identifibakteri V. parahaemolyticus dilakukan pada koleksi preservasi
isolat arsip BPKIL Serang yang telah terkonfirmasi sebagai V.
parahaemolyticus. Proses re-identifikasi bakteri V. parahaemolyticus
diawali dengan menyiapkan koleksi preservasi bakteri untuk ditumbuhkan
pada media TCBSA, kemudian diinkubasi pada suhu 35°C selama 18-24
jam. Koloni bakteri yang tumbuh pada media TCBSA akan menunjukkan
ciri berwarna hijau dan berukuran 3-5 mm. Koloni ini kemudian diambil
dan diinokulasikan ke media HVA dan diinkubasi pada suhu 35°C selama
18-24 jam. Selanjutnya, koloni berwarna biru-kehijauan pada media HVA
ditumbuhkan pada media TSA yang ditambahkan NaCl 2%, lalu
diinkubasikan pada suhu 35°C selama 18-24 jam (Ramadhaniah, 2024).
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Isolat arsip V. Ditumbuhkan pada media Diinkubasikan ke dalam Dipindahkan dan ditumbuhkan
parahaemolyticus  Thiosulfate Citrate Bile Salt  inkubator 35°C selama 18- kembali ke media Hichrome
BPKIL Serang Agar (TCBSA) 24 jam Vibrio Agar
— ( e N
7 [ e ]
— & - =
&-.- ‘\b/
Diinkubasikan ke dalam inkubator Ditumbuhkan kembali ke media Diinkubasikan kembali ke
35°C selama 18-24 jam Triptic Soy Agar (TSA) + 2% NaCl dalam inkubator 35°C

selama 18-24 jam

Gambar 5. Proses Re-identifikasi Bakteri V. parahaemolyticus

3.5 Re-identifikasi Bakteri Vibrio parahaemolyticus secara Genotipe

Proses identifikasi bakteri V. parahaemolyticus kemudian dikonfirmasi
dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan bahan master
mix dan primer yang terdapat pada tabel 2. Amplifikasi diawali dengan
proses predenaturasi pada suhu 95°C selama 2 menit, kemudian sebanyak
20-35 siklus dilanjutkan yang terdiri atas proses denaturasi 95°C selama 30
detik, annealing 57°C selama 1 menit, ekstensi 72°C selama 1 menit, dan
diakhiri dengan proses ekstensi akhir 72°C selama 5 menit. Hasil produk
PCR divisualisasi melalui elektroforesis gel agarose 1,5% dengan bahan-
bahan lainnya seperti floro safe DNA stain (Axill Scientific, Singapore),
DNA marker 100 bp, dan gel scanner. Panjang nilai fragmen DNA target
yang dihasilkan sebesar 897 bp (Beshiru, 2020).

Tabel 2. Komposisi Master Mix PCR Re-identifikasi V. parahaemolyticus

No. Reagen master mix PCR Volume

1.  Golaq Green Master Mix 2x 12,5 ul
Primer Forward Vp.flaE-79F (10uM)

2. 5-GCA GCT GAT CAAAAC GTT GAG-3¥ 1,25 pul

(Beshiru, 2020)
Primer Reverse Vp.flaE-934R (10uM)

3. 5-ATTATC GAT CGT GCC ACT CAC-3 1,25 ul
(Beshiru, 2020)

4.  Nuclease Free Water (NFW) 8 ul

5. Template DNA 2 ul

Total 25 ul
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3.6 Pengujian Fenotipe Resistansi Antibiotik
3.6.1 Metode Difusi Cakram

Pengujian metode metode difusi cakram dilaksanakan untuk menguji
kepekaan antibiotik terhadap mikroorganisme yang disesuaikan

dengan standar acuan pada CLSI VETO03 (2015).

3.6.1.1 Pembuatan Media Mueller-Hinton Agar (MHA)

Pembuatan media MHA dibutuhkan untuk pengujian
resistansi antibiotik melalui uji difusi cakram. Media MHA
(OXOID, UK) dibuat berdasarkan rekomendasi pabrik
dengan melarutkan 38 gr media ke dalam 1 liter akuades.
Selanjutnya, media disterilkan dengan menggunakan autoklaf

pada suhu 121°C selama 15 menit.

Gambar 6. Media MHA

Setelah diautoklaf, media dimasukkan ke dalam waterbath
hingga mencapai suhu 45°C. Pengukuran pH awal media
dilakukan dengan nilai pH media MHA harus berada pada
rentang 7,2—7,4. Penyesuain pH dilakukan dengan
penambahan NaOH 0,1 M apabila pH awal terukur dibawah
7,2. Jika nilai pH awal media melebihi 7,4, maka dilakukan
penyesuaian dengan menambahkan HC1 0,1 M hingga
mencapai rentang nilai yang dipersyaratkan. Jika nilai pH
pada media MHA telah berada pada rentang nilai yang
dipersyaratkan, media dapat dituang ke dalam cawan petri

dengan diatur ketebalan media sebesar 4 mm dan didiamkan
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media hingga memadat. Setelah memadat, media disimpan ke
dalam oven pada suhu 35°C selama 24 jam untuk melihat ada

atau tidaknya kontaminasi pada media sebelum digunakan.

Gambar 7. Ketebalan Media MHA 4 mm

3.6.1.2 Pengujian Difusi Cakram

Jenis antibiotik yang digunakan untuk pengujian ini yaitu
antibiotik golongan fluorokuinolon berupa ciprofloxacin (5
ug) dan enrofloxacin (5 ng). Isolat bakteri V.
parahaemolyticus berumur 18—24 jam pada media TSA +
2% NaCl, diambil sebanyak 3—>5 koloni lalu suspensikan ke
dalam 5 mL larutan garam fisiologis di dalam tabung reaksi.
Setelah itu, diukur nilai kekeruhannya dengan densitometer
hingga memperoleh nilai 0,5 McFarland (1—2 x 108
CFU/mL). Suspensi digores pada media MHA secara merata
dengan cotton swab steril. Lalu cawan didiamkan selama 3—
5 menit setelah digores dengan cotfon swab. Cakram
antibiotik ciprofloxacin dan enrofloxacin selanjutnya
diletakkan di atas permukaan media MHA, yang telah digores
bakteri target, menggunakan pinset steril sedemikian rupa
untuk menghindari adanya overlapping pada zona hambat
yang akan terbentuk. Setelah itu, cawan yang telah diletakkan
cakram antibiotik di atas permukaan media, didiamkan
selama 15 menit. Selanjutnya cawan direkatkan dengan
parafilm lalu disimpan di dalam inkubator untuk diinkubasi
di suhu 35°C + 2°C selama 16—18 jam dalam posisi terbalik.

Pengujian ini dilakukan secara duplo untuk setiap isolat.
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Diameter zona hambat yang terbentuk diamati secara
langsung melalui pengukuran dan interpretasi yang sesuai
dengan standar acuan CLSI M45 (2015) pada tabel 3 di
bawah ini.

Tabel 3. Diameter Zona Hambat Antibiotik Ciprofloxacin
dan Enrofloxacin

Diameter Zona Hambat (mm)

Agen Disc o .
Antimikroba  Content 3 Kriteria Ir;terpretatlfR
Ciprofloxacin S5ug >21 16—20 <15
Enrofloxacin S5ug >21 16—20 <15

Keterangan: S: Succeptible; 1. Intermediate; R: Resistance

Pengujian difusi cakram pada bakteri V. parahaemolyticus
dilakukan bersamaan dengan pengujian difusi cakram pada
bakteri E. coli ATCC 25922 yang dilakukan di setiap tahapan
pengujian sampel sebagai kontrol kualitas pengujian
kepekaan antibiotik. Standar ukuran diameter zona hambat
baktei E. coli ATCC 25922 disesuaikan dengan standar acuan
CLSI M45 (2015) yakni pada tabel 4 di bawah ini.

Tabel 4. Diameter Zona Hambat Bakteri E. coli ATCC 25922

Agen Disc . Rentang QC
Antimikroba Content Difusi Cakram (mm)
° onten E. coli ATCC 25922
Ciprofloxacin Sug
Enrofloxacin Sug 30—40

Keterangan: ATCC: American Type Culture Collection;
QC: Quality Control

3.6.2 Metode Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Pengujian MIC menggunakan antibiotik enrofloxacin dengan
konsentrasi 0,008-8 ng/mL. Prosedur pengujian ini mengacu pada
kriteria yang direkomendasikan di dalam CLSI VETO03 (2015) dan
CLSI M45 (2015) sebagai acuan interpretasi rentang nilai MIC.
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3.6.2.1 Pembuatan Larutan Stok Antibiotik Enrofloxacin

Larutan stok antibiotik dibuat sebanyak 100 pg/mL. Langkah
awal yang dilakukan sebelum melakukan pengenceran
antibiotik yaitu membuat larutan stok antibiotik dengan
menghitung nilai assay potency berdasarkan rumus pada
CLSI VETO03 (2020) di bawah ini.

Assay potency = (Assay Purity) x (Active Fraction)

x (1- Water Content)
Nilai assay potency yang telah diperoleh, selanjutnya
dilakukan perhitungan nilai weight berdasarkan CLSI VETO3
(2020) dengan rumus berikut ini.
Volume (ml) x Concentration (ug/mL)

Weight = :
“1g Assay Potency (ug /mlL)

Serbuk antibiotik yang telah ditimbang pada jumlah yang
telah dibutuhkan, dilarutkan ke dalam setengah volume dari
total akuades yang dibutuhkan dan diaduk perlahan. NaOH
steril 1 mol/L ditambahkan tetes demi tetes hingga serbuk
antibiotik terlarut sempurna, kemudian ditambahkan akuades
hingga mencapai volume yang diinginkan. Pembuatan larutan
stok antibiotik pada konsentrasi yang akan digunakan dalam
pengujian dilakukan pengenceran dengan rumus berikut ini.
M x Vi=Myx V

Keterangan:

M, = molaritas larutan sebelum diencerkan
V1= volume larutan sebelum diencerkan
M, = molaritas larutan setelah diencerkan
V2= volume larutan setelah diencerkan

3.6.2.2 Pengujian MIC

Pengujian diawali dengan disiapkan bakteri V.
parahaemolyticus dan diambil 3-5 koloni berumur 18-24 jam
yang telah dibiakkan pada media TSA + 2% NaCl. Kemudian

disuspensikan ke dalam test tube yang berisikan 5 mL larutan
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garam fisiologis lalu diukur nilai kekeruhan menggunakan
densitometer hingga mencapai 0,5 McFarland (1—2 x 108
CFU/mL). Selanjutnya dilanjutkan pengenceran terhadap
suspensi tersebut hingga diperoleh kepadatan akhir dengan
nilai 5 x 10° CFU/mL (5 x 10* CFU/well).

Pengujian MIC menggunakan microplate diatur dengan
susunan: a) well 1 berisi suspensi bakteri V. parahaemolyticus
dan antibiotik; b) well 2-11 berisi media, bakteri, dan
antibiotik; dan c) well 12 berisi media dan bakteri sebagai
kontrol positif. Langkah pertama dimasukkan media
CAMHB pada well 2-12 sebanyak 50 pL, kemudian
dimasukkan antibiotik dengan konsentrasi 16 ng/mL
sebanyak 50 uL pada well 1 dan 2 lalu dihomogenkan.
Kemudian, dilakukan pengenceran berseri dengan mengambil
sebanyak 50 ul dari well 2, ditambahkan ke well 3, dan
dihomogenkan. Cara yang sama diulangi hingga wel/ 11.
Setelah dihomogenkan pada well 11, diambil sebanyak 50 pl
lalu dibuang. Selanjutnya dimasukkan suspensi bakteri V.
parahaemolyticus dengan kepadatan 5 x 10° CFU/mL
sebanyak 50 ul pada semua well. Volume akhir pada setiap
well adalah 100 ul dengan kepadatan bakteri akhir yakni 5 x
10* CFU/well. Konsentrasi akhir antibiotik pada setiap well,
mulai dari well 1 hingga 11 berturut-turut adalah 8, 4, 2, 1,
0,5, 0,25, 0,12, 0,06, 0,03, 0,015, 0,008 pg/mL. Selanjutnya,
microplate diinkubasikan pada suhu 35°C selama 18-20 jam.
Nilai daya hambat minimum diartikan sebagai konsentrasi
terkecil dimana pertumbuhan bakteri terhambat dibandingkan
dengan pertumbuhannya di well kontrol positif. Kriteria
interpretatif untuk antibiotik enrofloxacin mengacu pada
kriteria ciprofloxacin. Pengujian pada E. coli ATCC 25922

dilaksanakan pada setiap tahap pengujian sampel sebagai
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kontrol kualitas pengujian daya hambat minimum. Hasil
pengujian MIC diamati melalui standar kriteria pertumbuhan
berdasarkan acuan CLSI M45 (2015) pada tabel 5 di bawah
ini.

Tabel 5. Standar Karakteristik Pertumbuhan MIC pada Agen

Antimikroba
Agen Disc Krilt\::[rlg gtge/mrLezaﬁf
Antimikroba Content S I P R
Enrofloxacin 5ug <1 2 >4

Keterangan: S: Succeptible; 1. Intermediate; R: Resistance

3.7 Pengujian Genotipe Deteksi Gen Penyandi Resistansi

3.7.1 Ekstraksi Boiling

Tahapan ekstraksi DNA bakteri V. parahaemolyticus dilaksanakan
melalui ekstraksi boiling dengan modifikasi (Mulya, 2022). Koloni
bakteri V. parahaemolyticus yang telah dibiakkan pada media TSA
dan sudah berumur 24 jam, kemudian dipindahkan ke dalam
mikrotube yang berisikan larutan NFW sebanyak 50 pl. Setelah itu
suspensi dihomogenkan dengan mini mixer dan dilakukan ekstraksi
boiling pada suhu 100°C selama 10 menit dengan meletakkan tabung
berisi suspensi pada alat heating block. Setiap 3 menit sampel
dihomogenkan. Selanjutnya, suspensi yang telah selesai dipanaskan,
dibiarkan selama 2-3 menit pada suhu ruang. Suspensi kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 x g selama 5 menit.
Supernatan dipindahkan ke mikrotube baru untuk dapat digunakan

sebagai template DNA bakteri atau master stock.
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3.7.2 Pengukuran Kualitas DNA

Sebanyak 42 template DNA yang telah diperoleh diukur
menggunakan microplate spectrophotometer pada rasio absorbansi
260/280 nm. Rentang keberterimaan kemurnian DNA berkisar antara
1,8-2,0 (Dewanata, 2021). Pengukuran kualitas template DNA
dilakukan dengan membersihkan sumuran plate menggunakan tisu
lensa dan akuabides. Lalu, dimasukkan sebanyak masing-masing 2
pl larutan NFW sebagai blanko dan template DNA bakteri yang telah
diekstraksi ke dalam plate. Lalu plate dimasukkan ke alat microplate

spectrophotometer untuk diukur kualitas DNA.

3.7.3 Deteksi Gen Penyandi Resistansi Antibiotik

Gen penyandi resistansi antibiotik golongan fluorokuinolon yang
dideteksi adalah gen gyr4, gyrB, dan parC. Komposisi master mix
dan primer untuk setiap reaksi PCR dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Komposisi Reagen Master Mix PCR Deteksi Gen Penyandi

Resistansi
No. Reagen master mix PCR Volume
1. Go Taq Green Master Mix 2x 12,5 ul
2. Primer Forward (F), 10 uM 1,25 pl
3.  Primer Reverse (R), 10 uM 1,25 ul
4.  Nuclease Free Water (NFW) 8 ul
5. Template DNA 2 ul

Total 25 ul
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3.7.4 Amplifiksasi PCR

Proses amplifikasi dilakukan menggunakan PCR thermal cycler
dengan volume total PCR mixture sebanyak 25 ul setiap reaksinya.
Tahapan PCR diawali dengan proses predenaturasi pada suhu 95°C
selama 2 menit, dilanjutkan dengan 35 siklus proses denaturasi pada
suhu 95°C selama 30 detik, proses annealing dengan suhu yang
disesuaikan pada tabel 7, dilanjutkan proses ekstensi pada suhu 72°C
selama 1 menit. Tahap akhir PCR adalah proses ekstensi akhir pada
suhu 72°C selama 10 menit. Hasil analisis (pembacaan/visualisasi)
PCR menggunakan metode elektroforesis gel dengan gel agarose 2%.
Hasil tersebut dapat diamati melalui proses scanning pada alat gel

scanner.
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Tabel 7. Target Gen dan Primer Deteksi Gen Penyandi Resistansi Antibiotik

Gen Sekuen Basa Primer An}[l;giion Kondisi Annealing ~ Referensi
,  (F)S-CAGTACACCGCCGCGTTTTATTC-3 33 60°C Nawaz,
ER T (R) 5-AGGTTATGTGGCGGGATGTTGGT-3 1 menit 2015
5 (F)S-GTAAAGCGCGTGAAATGACTCGT-3 479 60°C Nawaz,
& (R) 5-GTACTGCTCTTGTTTGCCCTTCTT-3' 1 menit 2015
¢ (F)S-GGACCGTGCATTGCCATACATT-3 137 60°C Nawaz,
PAT " (R) 5-CGATACCCGTTACGCCATTCAA-3 1 menit 2015

Keterangan: bp: base pairs

3.8 Proses Elektroforesis Gel Agarose

Analisis hasil PCR diamati melalui teknik elektroforesis gel agarose 2%, masing-masing sumuran diisi dengan kontrol negatif,
sampel, dan marker DNA ladder. Proses elektroforesis gel dijalankan selama 25 menit pada tegangan 100 V. Agarose yang
telah dielektroforesis direndam dalam akuades selama 5 menit untuk membilas dan menghentikan hasil pewarnaan.

Pembacaan pita yang terbentuk pada gel agorosa dilakukan menggunakan gel scanner.
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3.9 Analisis Data

Analisis data secara deskriptif dan ditampilkan dalam bentuk tabel dan
grafik menggunakan Microsoft Office dan Microsoft Excel untuk
menampilkan hasil pengujian resistansi dan penyandi gen resistansi
antibiotik enrofloxacin dan ciprofloxacin yang terdapat pada isolat

bakteri V. parahaemolyticus.

3.10 Diagram Alir Penelitian

Persiapan alat dan bahan penelitian

Isolasi dan re-identifikasi isolat bakteri
Vibrio parahaemolyticus

Antimicrobial Susceptibility Deteksi gen penyandi
Testing (AST) resistansi
- Uji Difusi Cakram Polymerase Chain
- Uj MIC Reaction (PCR)

Analisis data




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1.

Seluruh isolat V. parahaemolyticus yang berasal dari udang vaname
dan air budi daya tidak terdeteksi adanya resistansi terhadap antibiotik
ciprofloxacin dan enrofloxacin. Hasil uji difusi cakram menunjukkan
nilai diameter zona hambat berada pada rentang 22,5-41 mm untuk
ciprofloxacin dan 24—41 mm untuk enrofloxacin yang sesuai dengan
kategori sensitif berdasarkan standar CLSI. Uji MIC menghasilkan
rentang nilai sebesar 0,008-0,25 pg/mL yang juga termasuk kategori

sensitif untuk antibiotik enrofloxacin.

Gen gyrA dan gyrB terdeteksi pada 42 isolat, sedangkan gen parC
hanya terdeteksi pada 40 isolat. Gen-gen tersebut terdeteksi pada
isolat bakteri V. parahaemolyticus yang secara fenotipe menunjukkan

hasil sensitif terhadap ciprofloxacin dan enrofloxacin.

Gen parC tidak terdeteksi pada dua kode sampel AP/1507/VIIl/24 dan
U/13/V1I/18 yang dapat diindikasikan ketidakcocokan sekuens primer
parC atau primer yang digunakan tidak optimal. Selain itu, silent
mutation dapat menjadi penyebab tidak terdeteksinya gen karena

menyebabkan kegagalan amplifikasi tanpa adanya perubahan fenotipe.

5.2 Saran

Analisis lanjutan untuk penelitian berikutnya diperlukan pengujian

sekuensing gen untuk membuktikan ada atau tidaknya mutasi pada daerah

Quinolone Resistance Determining Region (QRDR).
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