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ABSTRAK

JAMILAH. Analisis Keberadaan Salmonella typhi MDR H58 pada
Penderita Demam Tifoid di Makassar (dibimbing oleh Mochammad Hatta,
Rosdiana Natsir dan Rizalinda Sjabhril).

Penelitian ini bertujuan mengetahui hasil analisis keberadaan
Salmonella typhi Multi-Drug Resistant H58 dari penderita demam tifoid di
Makassar.

Penelitian ini merupakan penelitian Cross Sectional mengenai
analisis keberadaan Salmonella typhi Multi-Drug Resistant H58 pada
penderita demam tifoid di Makassar. Populasi penelitian ini adalah
penderita demam tifoid dan sampel penelitian berupa isolat Salmonella
typhi yang diambil dari darah pasien penderita demam tifoid di berbagai
rumah sakit dan puskesmas di Makassar. Darah yang diambil pada
penderita demam tifoid dikultur, dilakukan konfrmasi isolat S. typhi dengan
PCR, uji sensitifitas antibiotik dengan disc diffusion dan dilakukan uji PCR
untuk mendeteksi keberadaan plasmid IncH1, gen gyrA dan H58. Data
yang diperoleh diintrepetasi dan dianalisis secara diskriptif.

Hasil penelitian menunjukkan dari 367 suspek penderita demam
tifoid dari rumah sakit dan puskesmas di Makassar, terkonfirmasi ada 32
(8,2%) penderita yang positif berdasarkan kultur darah. Pada 32 positif
kultur darah tersebut, terdapat 27 positif S. typhi dengan uji PCR.
Berdasarkan uji kepekaan antibiotik menunjukkan ada 7 dari 27 (26%)
isolat yang resisten pada satu jenis antibiotik dan 19 dari 27 (70,3%) isolat
yang resisten lebih dari satu jenis antibiotik. Tidak terdapat isolat S. typhi
yang positif membawa plasmid IncH1 dan terdapat 1 isolat yang positif
membawa gen gyrA, gen terkait resistensi antibiotik golongan quinolon
dan 1 isolat S. typhi yang menunjukkan fragmen 993 bp yang terkait
dengan H58.

Kata kunci : Demam tifoid, Salmonella typhi, MDR HS58, sensitifitas
antibiotik, resisten
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JAMILAH. Analysis of MDR H58 Gene Existence in Salmonella typhi
Isolated from Typhoid Fever Patients in Makassar (Supervised by
Mochammad Hatta, Rosdiana Natsir and Rizalinda Sjahril).

This research is aimed at analyzing the MDR H58 gene existence in
Salmonella typhi isolated from typhoid fever patients in Makassar.

This Cross Sectional research to analyze the MDR H58 gene
existence in Salmonella typhi isolated from typhoid fever patients in
Makassar. The population of the research were typhoid fever patients from
various hospitals and primary health centers in Makassar and the sample
were Salmonella typhi that isolated from the patients blood. The blood was
cultured then comfirmed with simple PCR. All the samples were tested
with disc diffusion tests to know the sensitivity of the isolates towards
antibiotics. The existance of IncH1 plasmid, gyrA gene and H58 detected
by simple PCR technique. The data were interpreted and analyzed
discriptively.

The results shows, of the 367 blood samples from suspected
typhoid fever patients that were cultured in blood, there were 32 (8,2%)
positive cultures. In the positive culture, there were 30 (8.2%) positive
culture of Salmonella typhi. Those 30 isolates then confirmed with PCR
test and found 27 positive of Salmonella typhi. Based on antibiotics
sensitivity of disc diffusion tests there were 7 of 27 (26%) isolates resists
to one of antibiotics and there were 19 of 27 (70,3%) isolates resists to
more than one antibiotics. The PCR examination found no IncH1 plasmid
fragments from the isolates. There was one isolate positive for fragment
of 347 bp indicates gyrA gene existance, gene that corrrespond to
quinolone resistance and also positive for fragment 993 bp that related to
H58.

Keywords : typhoid fever, Salmonella typhi, MDR HS58, antibiotics
sensitivity, resistance
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Demam tifoid atau typhoid fever merupakan salah satu penyakit
infeksi yang sangat umum kejadiannya di negara-negara berkembang.
Secara global demam tifoid dilaporkan mencapai 26.9 juta kasus pada
tahun 2010 Buckle et al., 2010). Thong et al.,(1995) menyebutkan demam
tifoid di Indonesia termasuk tinggi di dunia bersama dengan negara-
negara Asia tenggara lainnya ( Malaysia dan Thailand) yaitu 1000 kasus
/100.000 jumlah penduduk. Angka kejadian demam tifoid di negara-
negara berkembang bahkan mencapai 21 juta kasus dengan angka
kematian mencapai 216.000 (Maurice, 2012). Di Indonesia penyakit
demam tifoid merupakan penyakit endemik dengan jumlah kasus 81.7 per
100.000 orang per tahun (Wain et al., 2014). Sulawesi Selatan, salah satu
dari lima pulau terbesar di Indonesia dilaporkan merupakan salah satu
pulau yang angka kejadian demam tifoid tertinggi. Kasus-kasus yang
terdeteksi pada tahun 1991 mencapai 257 kasus/100.000 populasi dan
meningkat menjadi 386 kasus/100.000 populasi pada tahun 2007 (Profil
kesehatan Provinsi Sulawesi selatan, Kementerian Kesehatan RI, 2007
dalam Hatta dan Ratnawati, 2008). Pada profil kesehatan provinsi
Sulawesi Selatan dilaporkan, pada tahun 2014, tersangka penyakit tifoid
tercatat sebanyak 23.271 yaitu laki-laki sebanyak 11.723 dan perempuan

sebanyak 11.548, sedangkan penderita demam tifoid sebanyak 16.743



penderita. Pada laporan tersebut juga disebutkan bahwa Makassar
termasuk salah satu kasus tertinggi yaitu 2.325 kasus (Profil Kesehatan
Sulawesi Selatan 2014, 2015).

Ada beberapa cara Salmonella typhi menginfeksi tubuh manusia
antara lain karena mengkomsumsi makanan dan minuman yang telah
terkontaminasi, personal hygene dan sanitasi lingkungan yang buruk.
Demam tifoid disebabkan oleh Salmonella enterica serovar typhi
(Salmonella typhi). Bakteri gram negatif ini terutama menginfeksi manusia
dan senantiasa dihubungkan dengan infeksi yang sistemik. Demam tifoid
yang berat dapat menyebabkan komplikasi seperti infeksi selaput usus,
perdarahan usus dan kebocoran usus. Menurut Keputusan DIRJEN
Pengendalian penyakit dan penyehatan lingkungan RI, 2015, tifoid
merupakan salah satu penyakit endemis yang ada di Indonesia dan
mayoritas mengenai anak usia sekolah dan kelompok usia produktif.
Penyakit ini menyebabkan angka absensi yang tinggi dan rata-rata perlu
waktu 7 —14 hari untuk perawatan apabila seseorang terkena tifoid.
Apabila pengobatan yang dilakukan tidak tuntas maka dapat
menyebabkan terjadinya karier yang kemudian menjadi sumber penularan
bagi orang lain. Dampak penyakit ini adalah, tingginya angka absensi,
penurunan produktifitas, timbulnya komplikasi baik di saluran pencernaan
maupun diluar saluran pencernaan, kerugian ekonomi untuk biaya

pengobatan dan perawatan, kematian.



Terapi antibiotik merupakan salah satu langkah penting dan
sebaiknya dilakukan ketika dugaan klinik telah kuat. Hal ini dapat
mengurangi komplikasi dan kasus fatal lainnya. Terapi antibiotik yang
efektif merupakan salah satu cara untuk mengurangi kasus dan kematian
akibat demam tifoid ini. Akan tetapi, efektifitas antibiotik tersebut semakin
berkurang dengan munculnya resistensi antibiotik.

Di negara-negara berkembang, antibiotik yang sering digunakan
untuk mengobati demam tifoid adalah Kloramfenikol, Ampisilin, dan Ko-
trimokzasol (Mirza et al., 2000). Resistensi kloramfenikol pertama Kkali
dilaporkan pada tahun 1950. Di awal 1970an, ditemukan Salmonella typhi
resisten terhadap Kloramfenikol dan Ampisilin, tidak lama kemudian
ditemukan pula resistensi kepada tiga jenis antibiotik tersebut, atau
dikenal dengan istilah Multidrug resistant (MDR) (Holt et al. 2011). Kasus
Salmonella enterica serovar typhi membawa plasmid yang mengkode
resistensi terhadap Kloramfenikol, Ampisilin, dan Ko-trimokzasol
dilaporkan pertama kali di Asia tenggara. Kasus-kasus tersebut semakin
meningkat di wilayah tersebut dan kemungkinan menjadi zona pandemik
yang dapat melintasi China, Asia tenggara dan benua India (Mirza et al.
2000). Di Indonesia, kasus demam tifoid terkait MDR pada Kloramfenikol,
Ampisilin, dan Ko-trimokzasol cenderung meningkat setiap tahun. Di
Sulawesi selatan, resistensi S. typhi terhadap antibiotik sebelum tahun

2001 dilaporkan sangat rendah (<1%) dan sejak tahun 2001 hingga tahun



2007 menunjukkan peningkatan MDR sebesar 1.2% hingga 6.8% (Hatta
dan Ratnawati, 2008).

Resistensi antibiotik pada mikroba dapat diketahui dengan
menetapkan potensi aktifitas antibiotik secara invitro. Penetapan ini dapat
dilakukan dengan teknik difusi agar atau disebut juga metode Kirby-Bauer,
yang menggunakan cakram kertas yang mengandung antibiotik.
Kepekaan terhadap antibiotik dapat dilihat dari diameter hambatan
pertumbuhan mikroba disekeliling antibiotik. Kegagalan teknik ini dapat
saja terjadi mengingat pengerjaannya secara manual karena berdasarkan
fenotip (negatif palsu). Disamping itu, beberapa resistensi antibiotik baru
kadang sulit untuk terdeteksi. Deteksi molekuler diharapkan memberikan
keakuratan hasil yang lebih tinggi karena langsung melacak gen-gen
penyebab resistensi (Jorgensen and Ferraro, 1998).

Awal kemunculan Multidrug resistant (MDR) pada Salmonella typhi
diasosiasikan dengan plasmid IncHI1 yang membawa gen-gen yang
resisten terhadap antibiotik dan resistensi terhadap fluoroquinolon yang
erat kaitannya dengan mutasi kromosom (Richlyk et al. 2005, Ugboko and
Nandita De, 2014, Holt et al. 2011, Wong, et al. 2015). Hasil analisis
filogenetik dari urutan DNA genom menunjukkan populasi Salmonella
typhi secara global merupakan klonal dan berasal dari asal yang sama
yang berpindah pada populasi manusia sejak ribuan tahun silam yang
kemudian disebut H58 (Roumagnac, et al. 2006 dan Holt et al. 2008

dalam Wong, et al. 2015). H58 merupakan S. typhi yang resisten terhadap



antibiotik lini pertama dan juga mengalami mutasi yang menyebabkan
resistensi terhadap jenis antibiotik baru seperti ciprofloxacin dan
azithromycin. Penguatan keberadaan H58 ini diperkuat dengan frekuesi
kemunculannya yang tinggi di berbagai belahan dunia (Wong, et al. 2015).
Timbulnya kasus-kasus MDR menjadikan  cephalosporin  dan
fluoroquinolon merupakan antibiotik yang kemudian dapat mengobati
demam tifoid. Antibiotik tersebut juga telah direkomendasikan oleh WHO
sejak tahun 2003. Isolat S. typhi yang resisten terhadap cephalosporin
dilaporkan masih jarang tetapi resistensi terhadap fluoroquinolon yang
disebabkan mutasi pada gen gyrA justru mengalami peningkatan secara
internasional (Phan Thanh et al. 2016). Berdasarkan penelitian oleh
Hirose dkk, terindikasi bahwa mutasi pada gyrA merupakan hal yang
penting mengapa terjadi resisten terhadap fluoroquinolon pada serovar
Typhi dan Paratyphi A (Hirose, et al. 2002).

Rougmagnac et al. 2006, Holt et al. 2011, Phan Thanh et al. 2013,
menyebutkan bahwa H58 yang secara umum menunjukkan resistensi
terhadap sejumlah antibiotik yang dibawa oleh plasmid juga menunjukkan
mutasi pada gen gyrA.

Berdasarkan temuan tersebut, maka deteksi MDR pada tingkat gen
dapat dilakukan secara sederhana dengan keakuratan yang tinggi. Ini
berarti deteksi S. typhi MDR dapat dilakukan dengan menggunakan teknik
simple PCR berdasarkan strain S. typhi MDR H58 yang hanya

menggunakan sepasang primer. Hal ini dilakukan mengingat



pendeteksian strain S. typhi pada penelitian yang telah dilakukan selama
ini menggunakan uji sensitifitas antimikroba untuk mengetahui resistensi
mikroba secara fenotip atau mengetahui secara genotip dengan
menggunakan teknik sekuensing (whole genome sequencing), analisis
Single Nukleotide polymorphisms atau SNIPs typing, cloning, Competitive-
PCR, dan Pulsed-Field-Ge-Electrophoresis (PFGE). Oleh karena itu,
peneliti tertarik untuk mengadakan penelitian yang bertujuan untuk
memperoleh gambaran bagaimana hasil analisis keberadaan Salmonella

typhi Multi-Drug Resistant H58 pada penderita demam tifoid di Makassar.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah di atas, maka rumusan
masalah penelitian ini adalah sebagai berikut:

1 Bagaimana sensitivitas antibiotik pada S.typhi dari penderita
demam tifoid di Makassar berdasarkan uji sensitivitas
antimikroba?

2 Bagaimana keberadaan gen resisten antibiotik melalui deteksi
plasmid IncHi1 S.typhi dari penderita demam tifoid di Makassar
dengan teknik PCR?

3 Bagaimana keberadaan gen gyrA terkait resisten pada
fluoroquinolon pada S.typhi dari penderita demam tifoid di

Makassar berdasarkan teknik PCR?



4 Bagaimana keberadaan S.typhi dari penderita demam tifoid
yang resisten antibiotik di Makassar berdasarkan teknik simple-

PCR berdasarkan S. typhi MDR H587

C. Tujuan Penelitian

1. Tujuan Umum

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk diketahuinya hasil

analisis keberadaan Salmonella typhi Multi-Drug Resistant H58 dari

penderita demam tifoid di Makassar.

2. Tujuan khusus

a)

b)

d)

Diketahuinya sensitivitas antibiotik pada S.typhi dari penderita
demam tifoid di Makassar berdasarkan uji sensitivitas antimikroba
Diketahuinya keberadaan gen resisten antibiotik melalui deteksi
plasmid IncHi1 S.typhi dari penderita demam tifoid di Makassar
dengan teknik PCR.

Diketahuinya keberadaan gen gyrA terkait resisten pada
fluoroquinolon pada S.typhi dari penderita demam tifoid di
Makassar berdasarkan teknik PCR.

Diketahuinya keberadaan S.typhi dari penderita demam tifoid yang
resisten antibiotik di Makassar berdasarkan teknik simple-PCR

berdasarkan S. typhi MDR H58.



D. Manfaat Penelitian

1. Manfaat Aplikasi

a.

Ditemukan cara yang cepat dan tepat (sensitif dan spesifik) dan
lebih sederhana dalam mendeteksi keberadaan Salmonella
typhi Multi-Drug Resistant

Rekomendasi bagi aplikasi klinik mengenai resistensi S. typhi
dalam langkah penegakan diagnosa demam tifoid dan piihan

obat secara rasional untuk meminimalisir kasus resistensi.

2. Manfaat Pengembangan limu

a.

Sebagai sumber informasi dalam pengembangan analisis
filogeografis penyebaran H58 secara global

Sebagai salah satu sumber informasi untuk sequencing dalam
melacak variasi genetik dan evolusi Salmonella typhi

Sebagai rujukan dalam analisis keterkaitan kromosom, plasmid
dan gen resisten antibiotik dalam identifikasi strain Salmonella

typhi MDR



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA
A. Demam Tifoid
1. Pengertian Demam Tifoid

Demam tifoid atau tifoid atau tifus abdominalis sering juga disebut
demam enterik. Oleh masyarakat di Makassar penyakit demam tifoid
disebut “garring le’leng”.

Penyebab penyakit infeksi ini adalah bakteri Salmonella enterica
serovar Typhi atau Salmonella typhi. Salmonella typhi masuk ke dalam
tubuh melalui makanan atau minuman yang tercemar. KMK, 2006,
menyebutkan, diantara gejala klinis yang sering ditemukan pada tifoid
adalah; demam, sakit kepala, kelemahan, nausea, nyeri abdomen,
anoreksia, muntah, gangguan gastro intestinal, insomnia, hepatomegali,
splenomegali, penurunan kesadaran, brakikardi relatif, kesadaran
berkabut, feses berdarah. Demam tifoid yang berat memberikan
komplikasi antara lain: tifoid toksik (tifoid ensefalopati), syok septik,
perforasi intestinal, peritonitis, hepatitis tifosa, pankreatitis tifosa,
pneumonia dan komplikasi lainnya.

2. Patogenesis

Salmonella typhi merupakan patogen intraselular yang penting. Dari
2.300 serovar Salmonella yang memiliki kekerabatan dekat. Hanya S.
typhi yang secara ekslusif patogen terhadap manusia sebagai penyebab

demam tifoid (Zhang et al, 2008). Bagi manusia, dosis infektif rata-rata



untuk menimbulkan infeksi klinik dan sub klinik adalah 10° - 108 S. typhi
(bahkan mungkin cukup dengan 103).

Ada berapa hal yang perlu dipahami terkait patogenesis demam
tifoid sampai ke tingkat selular dan molekular yaitu:

a. Sistem sekresi protein tipe Il (T3SS)

b. Gen virulen Salmonella yang mengkode lima protein invasi atau
Salmonella invasion protein (SIP), yaitu SIP A, B, C, D dan E,yang
dapat menginduksi apoptosis pada makrofag

c. Fungsi dari reseptor Toll R2 and Toll R4 yang terdapat pada
permukaan makrofag dimana kelompok reseptor Toll sangat
menentukan sinyal sel yang dimediasi makrofag yang berhubungan
dengan lipopolysaccharide binding protein (LBP) and CD14.

d. Pertahanan tubuh antara lumen intestinal dan organ dalam

e. Peranan sel-sel endothelial pada imflamasi dari aliran darah ke
jaringan yang terinfeksi bakteri
Rendahnya pH asam lambung merupakan salah satu mekanisme

pertahanan awal yang penting terhadap bakteri. Bakteri harus melalui
asam lambung yang rendah untuk mencapai usus halus. Pada usus
halus, bakteri akan bergerak mencapai sel epitel usus atau Intestinal
Epithelial Cell (CEl) dan mencapai sel-sel M, masuk berpenetrasi pada
plak Peyer (gambar 1.). Sel M merupakan sel epithelial yang
terspesialisasi yang terdapat pada plak Peyer yang mungkin berasal dari

CEl dan permukaan mukosa. Setelah kontak dengan sel M, bakteri
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penginfeksi akan mengalami iternalisasi dan mencapai kelompok Antigen-
Presenting Cells (APCs), dan nantinya akan dinetralisasi dan difagositasi
secara parsial. Fagosit yang terinfeksi akan menjadi lesi patologik yang
dikelilingi jaringan normal. Formasi lesi ini merupakan proses yang
dinamis dan membutuhkan keberadaan molekul adhesi seperti ICAM1
(Inter-Cellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule 1) dan aksi dari cytokine- cytokine [tumor necrosis factor (TNF)-
interleukin ~ (IL)-12, IL-18, [IL-14, IL-15 dan interferon (IFN)-].
Beberapa bakteri dapat lolos hambatan ini dan mencapai folikel limfoid
(plak Peyer), terbentuk terutama oleh sel-sel mononuklear seperti limfosit
T juga sel-sel dendritik atau Dendritic Cells (DC). DC merupakan antigen
bakteri yang akan mempengaruhi aktivasi limfosit T dan B (Kaur,
J,and Jain, S.K. 2011)

Hal penting terkait patogenesis berikutnya adalah penyebaran
bakteri pada lamina propria mukosa di usus. Pada saat sel limfosit T dan
B keluar dari nodul limfatik, mencapai hati dan limpa melalui sistem
reticuloendothelial, bakteri yang terdapat di organ tersebut umumnya mati
difagositosis oleh sistem makrofag. Meskipun demikian, masih ada saja
Salmonella yang bertahan hidup dan memperbanyak diri di dalam sel
fagositik mononuclear. Tingkat ambang batas ditentukan oleh jumlah
bakteri, virulensi bakteri, dan respon imun inang, bakteri dilepaskan dari
habitat interselulernya ke aliran darah. Fase ini disebut fase bacteremia

yang ditandai dengan penyebaran kuman. Tempat infeksi sekunder
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umumnya adalah hati, limpa, sumsum tulang, kantung empedu dan plak
Peyer pada ileum terminal.

Di hati, S. typhi mempengaruhi aktivasi sel Kupffer. Sel Kupffer ini
memiliki kemampuan membunuh mikroba yang tinggi dan netralisasi
terhadap bakteri dengan senyawa oksidatif radikal bebas yaitu nitric oxide
yang bertindak sebagaimana enzim dalam mengaktitfkan pH asam. Bakteri
yang masih bertahan hidup akan menginvasi hepatosit dan menyebabkan

kematian sel melalui apoptosis.
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Gambar 1. Representasi secara skematik infeksi Salmonella enterica
serovar Typhi pada manusia.

Bakteri memasuki plak payer pada permukaan mukosa saluran
usus dengan menginvasi sel M. Sel M merupakan sel epitel yang
mengalami spesialisasi yang berperan dalam mengambil dan melakukan

transcytose antigen luminal oleh sel imun fagositik. Hal ini kemudian
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diikuti dengan inflamasi dan fagositosis bakteri oleh neutrophil dan
makrofag dan perekrutan sel T dan B. Pada demam tifoid, salmonella
dapat menjadi target sel-sel inang yang spesifik seperti sel denritik atau
makrofag yang menyebar melalui limfatik dan aliran darah ke nodus limfa
mesentrik atau Mesenteric Lymph Nodes (MLNs) dan ke jaringan yang
lebih dalam lagi. Hal ini akan menyebabkan perpindahan ke limpa,
sumsum tulang, hati dan kantung empedu. Bakteri dapat bertahan di
MLN, sumsum tulang, dan kantung empedu seumur hidup dan secara
periodik memperbanyak diri ke permukaan mucosal melalui saluran
empedu dan atau MLN usus. Interferon-(IFN-), yang disekresikan oleh sel
T memiliki peran dalam mengontrol replikasi intraseluler Salmonella.
Interleukin  (IL)-12, yang dapat meningkatkan produksi IFN- dan
proinflamasi cytokine Tumor-Necrosis Factor-(TNF-) juga berkontribusi
dalam mengontrol Salmonella yang tetap bertahan. (Denise et al. 2004

dalam Kaur, J, and Jain, S.K. 2011.).

Endotoksin yang dihasilkan oleh S. typhi merupakan kompleks
lipopolisakarida dan dianggap berperan penting pada patogenesis demam
tifoid. Endotoksin bersifat pirogenik serta memperbesar reaksi peradangan
dimana S. typhi berkembang biak. Karena sifatnya intraseluler, maka
hampir semua bagian tubuh dapat diserang dan kadang-kadang pada
jaringan yang terinvasi dapat timbul fokal-fokal infeksi. Kandung empedu
merupakan tempat yang disenangi basil salmonella. Jika penyembuhan

tidak sempurna, basil tetap tahan di kandung empedu ini, mengalir ke
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dalam usus, sehingga menjadi karier intestinal. Demikian juga ginjal dapat
mengandung basil dalam waktu yang lama sehingga dapat menjadi karier
(urinary carrier). Adapun tempat-tempat yang menyimpan basil tersebut,
memungkinkan penderita mengalami kekambuhan (relaps) (KMK, 2006).
Gen untuk faktor virulensi Salmonella mengerucut pada
pathogenesitas islands (SPIl). Pada spesies Salmonella yang non-
patogenik tidak memiliki PI. Ada dua SPI yang mengkode Tipe 3 Sistem
Sekresi (T3SS), dimana T3SS ini merupakan sistem sekresi yang

memindahkan protein-protein virulensi bakteri selama infeksi (gambar 2).
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Gambar 2: Tipe 3 sistem sekresi (T3SS) yang digunakan oleh bakteri
untuk translokasi faktor-faktor virulensi bakteri ke inang selama
infeksi. Tanpa T3SS ini, invasi ke sel inang tidak akan terjadi
(Zhang et al, 2008).
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Terjadinya adesi, invasi, dan injeksi toksin salmonella tidak lepas dari
peranan SPI, yang terletak di dalam kromosom dan plasmid bakteri.
Setiap kluster dari kromosom mengkode SPI yang berbeda beda. Sampai
saat ini telah dipelajari kurang lebih 15 jenis SPI, namun hanya SPI 1 dan
SPI 2 yang telah dikaji secara mendalam, karena keterkaitannya dengan
T3SS (Zhang et al, 2008). Tipe 3 Sistem Sekresi (T3SS) dan efektornya
dikode oleh SPI 1 yang diperlukan untuk invasi sel-sel epitel dan diaktivasi
begitu terdapat pada lumen intestinal sebelum invasi sel iang. SPI 1
mengsekresikan efektor SopE dan SoPE2 yang bertindak sebagai Faktor
pertukaran nukleotida guanin atau Guanine-nukleotide Exchange-Factors
(GEFs) bagi GTPase Cdc42 dan Rac. SipA dan SipC mengubah struktur
sitoskelet dimana, SipC menukleasi aktin dan menginisiasi polimerisasi
sementara SipA mengikat aktin dan memodulasi gabungan aktin (Zhang
et al, 2008).

Pengaturan ulang bentuk sitoskelet ini diatur oleh aktivitas GAP
(GTPase-activating protein) dari SptP berada (protein bifungsional dimana
domain GAPnya berada pada terminus amino dan domain protein tirosin
fosfatnya berada pada terminus karboksil) SptP ini menginaktifkan Cdc42
dan Rac. SigD juga terlibat dalam menginvaginasi bagian membrane
plasma untuk membentuk vakuola interseluler (Gambar 3). SPI 2
mengkode T3SS kedua, efektor protein, chaperone molekuler dan dua
sistem regulator yang mengaktifkan promotor SPI 2. Selain dua PI

tersebut, ada PI lain yang berperan dalam virulensi dan kemampuan
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bakteri bertahan hidup yaitu SPI 3, SPI 4 dan SPI 5. Adapun SPI 7
berperan dalam menghasilkan kapsul polisakarida Vi (Zhang et al, 2008).
Salmonella berinteraksi dengan sel nonfagositik dan sel fagositik.
Woolwine et al. 1998 dan Wyant et al. 1999 melaporkan bahwa flagella
Salmonella typhi dapat menginduksi sitokin untuk melepaskan monosit
manusia dan APC oleh makrofag. Hal ini diperkuat oleh Hiyashi et al. 2001
yang menyebutkan bahwa flagelin merupakan komponen yang

mengaktifkan TLR5 (Gambar 4.)

Gambar 3: Gen Flagelin bakteri Salmonella menstimulasi aktivasi TLRS
dan NF-«xB, menekan apoptosis epithelial dan membatasi
penyakit selama infeksi interik (Zhang, et al. 2008)
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Gambar 4 : Masuknya salmonella ke dalam sel inang yang dimediasi oleh
T3SS dan efektornya yang dikode oleh SP1 (Zhang et
al,2008)

3. Epidemiologi

Demam tifoid merupakan salah satu penyakit infeksi yang sangat
umum kejadiannya di negara-negara berkembang. Di negara-negara
berkembang, demam tifoid salah satu masalah kesehatan publik yang
penting. Pada tahun 2000, terjadi 21,7 juta lebih kasus tifoid yang terjadi di
seluruh dunia, dan dari kasus tersebut terjadi 217.000 kematian dimana
90% morbiditas dan mortilitasnya terjadi di Asia (Crump dan Mintz, 2010).

Di Indonesia, tifoid harus mendapat perhatian serius dari berbagai
pihak karena penyakit ini bersifat endemis dan mengancam kesehatan
masyarakat. Permasalahannya semakin kompleks dengan meningkatnya
kasus-kasus karier atau relaps dan resistensi terhadap obat-obat yang
dipakai belum ada laporannya secara pasti sehingga menyulitkan upaya

pengobatan dan pencegahan. Berdasarkan telaah kasus di rumah sakit
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besar di Indonesia, tersangka demam tifoid menunjukkan kecenderungan
meningkat dari tahun ke tahun dengan rata -rata kesakitan 500/100.000
penduduk dan angka kematian antara 0.6-5% (KMK, 2006). Menurut
Wain et al., 2015, tifoid di Indonesia mencapai 81.7 per 100.000 orang per
tahun.

Sulawesi selatan, salah satu dari lima pulau terbesar di Indonesia
dilaporkan merupakan salah satu pulau yang angka kejadian demam tifoid
tertinggi. Kasus-kasus yang terdeteksi pada tahun 1991 mencapai 257
kasus/100.000 populasi dan meningkat menjadi 386 kasus/100.000
populasi pada tahun 2007 (Profil kesehatan Provinsi Sulawesi selatan,
Kementerian Kesehatan RI, 2007 dalam Hatta dan Ratnawati, 2008).
Pada tahun 2014, tersangka penyakit tifoid tercatat sebanyak 23.271 yaitu
laki-laki sebanyak 11.723 dan perempuan sebanyak 11.548. Sedangkan
penderita demam tifoid dilaporkan sebanyak 16.743 penderita dimana laki-
laki sebanyak 7.925 dan perempuan sebanyak 8.818 penderita. Pada laporan
tersebut juga disebutkan bahwa Makassar termasuk salah satu kasus
tertinggi yaitu 2.325 kasus (Profil Kesehatan Sulawesi Selatan 2014,
2015)

Faktor-faktor yang mempengaruhi penyebaran penyakit ini antara
lain melalui air yang dikomsumsi di tempat kerja, air minum yang tidak
dimasak, air yang bukan berasal dari pemerintah. Penyebaran melalui
makanan dapat berasal dari es krim ataupun makanan yang umumnya

dijajakan di jalan. Faktor-faktor umum antara lain tingginya kepadatan
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penduduk, kondisi tempat tinggal yang tidak sehat, perilaku hidup sehat
yang rendah, status sosial ekonomi yang rendah dan kontak terhadap
penderita demam (Crump dan Mintz, 2010). Hal yang serupa juga
dinyatakan dalam KMK, 2016, bahwa penularan basil salmonella ke
manusia melalui makanan dan minuman yang telah tercemar komponen
urin atau feses penderita demam tifoid. Beberapa kondisi kehidupan
manusia yang sangat berperan pada penularannya adalah: hygiene
perorangan dan makanan/minuman yang rendah, sanitasi lingkungan
tidak memenuhi syarat-syarat kesehatan, penyediaan air bersih untuk
warga yang tidak memadai, jamban keluarga yang tidak memenuhi
syarat, pasien atau karier tifoid yang tidak diobati secara sempurna,

belum membudaya program imunisasi untuk tifoid.

B. Salmonella Typhi
1. Morfologi

Bakteri Salmonella typhi merupakan bakteri berbentuk batang
berukuran 0,7-1,5 ym x 2.0-5,0 um. Sebagian besar salmonella yang
diisolasi adalah motil dengan flagel peritrik (Gambar 5).  S.typhi
mempunyai karateristik memfermentasikan glukosa dan dan mannose
tanpa memproduksi gas dan tidak memfermentasikan laktosa dan untuk

tumbuh memerlukan triptofan sebagai faktor pertumbuhan.
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Gambar 5: Morfologi Salmonella typhi
(http://textbookofbacteriology.net/salmonella_2.html )

Pada media MacConkey koloni tampak transparan karena bakteri
tidak memfermentasikan laktosa dengan diameter koloni 2-4 mm. Media
MacConkey adalah media yang mengandung garam empedu dan Kristal
violet yang fungsinya dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram
positif. Media tersebut juga mengandung laktosa dengan indikator neutral
Red yang menunjukkan perubahan pH sehingga membedakan antara
bakteri yang memfermentasikan laktosa secara cepat, lambat atau tidak
(Talaro et al, 2002). Untuk identifikasi strain anggota familia
Enterobacteriaceae dilakukan serangkain uji biokimia IMVIC (Indol Metyl
red, Voges Proskkauer, Citrate).

Bakteri S. typhi juga memiliki pilli atau fimbriae yang berfungsi
untuk adesi pada sel host yang terinfeksi. Pilli merupakan bentukan
batang Ilurus dengan ukuran lebih pendek dan lebih kaku bila
dibandingkan dengan flagella. Pilli tersusun atas unit protein yang disebut

pillin, mempunyai struktur yang berbentuk pipa, mempunyai peran dalam
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proses konjugasi, sebagai reseptor bagi bakteriofag dan berperan pula
dalam proses pelekatan (adesi) antara bakteri dan permukaan sel inang.

Oleh karena itu pilli mempunyai peran dalam proses potogenesis
bakteri, selain itu pilli mampu menginduksi terbentuknya respon imun pada
hewan terinfeksi. Suatu bakteri dapat memiliki beberapa tipe pilli yang
berbeda dalam panjang dan tebalnya, spesifisitas reseptornya. Beberapa
spesies bakteri dari familia Enterobacteriaceae (Enterobacter, Proteus,
Providencia, Morganella, Yersinea, Serratia) memiliki pathogenesis yang
berbeda akibat perbedaan tipe pili ini.
2. Kilasifikasi

Salmonella adalah genus bakteri yang berasal dari familia
Enterobacteriaceae, dan merupakan patogen yang bertanggungjawab
terhadap penyakit pada manusia dan hewan. Salmonella dibagi menjadi

dua spesies yaitu bongori dan enterica (Gambar 6).
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Salmonella

Salmonella bongori Salmonella enterica

' ! . . : |

Subsp. V
(20) Subsp. I Subsp. 1T Subsp. ITla ~ Subsp. b~ Subsp. IV Subsp. VI
enterica salamae arizonae diarizonae hautenae indica
(1454) (489) (94) (324) (70) (12)
Majority of human and animal infections ‘
Y
Typhoidal Salmonellae Non-Typhoidal Salmonellae (NTS)
Human restricted/adapted Non-human restricted/adapted
I
Enteric Fever v v
S. Typhi Gastroenteritis Extra-intestinal
S Paratyphi A (invasive)
Humans/animals / A/\
S, Paratyphi B Self-limiting _____, Bacteraemia* Focal infection*® Bacteraemia®
S. Paratyphi C (non-invasive) (invasive)
S. Choleraesuis S Choleraesuis

S Typhimurium S. Typhimurium S. Typhisuis S, Typhisuis

S. Enteritidis S. Enteritidis S. Typhimurium S Typhimurium

+ 1500 others 8. Dublin 5. Enteritidis S. Enteritidis

S. Virchow §. Dublin S Dublin
S. Heidelberg S. Virchow
S. Heidelberg

Gambar 6: Klasifikasi Salmonella dan penyakit yang ditimbulkan
(Langridge, Wain and Nair, 2009 dalam Phan, 2009)

Salmonella enterica kemudian dibagi menjadi enam subspecies yaitu
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae dan indica, yang
memiliki lebih dari 2,500 serovar atau serotype. Salmonella enterica
kemudian dibagi menjadi enam sub spesies. Enteric, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae dan indica (berdasarkan hybridisasi DNA, analisis
dan elektroforesis multilokus enzim 16S RNA (Crosa et al.1973;Tindall).
Umumnya lebih dari 99,9% S. enteric serovar merupakan subspecies
enterica dan berhubungan infeksi pada manusia dan hewan (Selander et
al., 1996).

Berikut adalah klasifikasi Salmonella typhi dalam Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology (Bergey, 1974):
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Kingdom : Plantae

Divisi : Protophyta

Kelas : Schizomycetes
Ordo : Eubacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Spesies : Salmonella typhi

3. Struktur Antigen
Seperti bakteri yang lain, Salmonella memiliki variasi permukaan
yang berperan untuk melindungi sel, transport membran, adhesi,
kemotaksis, motilitas dan reseptor. Hal tersebut berperan dalam respon
imun dan dasar identifikasi serologi di laboratorium. Antigen permukaan S.
typhi cukup kompleks dan mempunyai peran penting dalam patogenitas.
Struktur antigen Salmonella berdasarkan analisis antigenik White
dan Kauffmann yaitu: Antigen somatik (O), antigen flagella (H) dan antigen
kapsular. Antigen O (Ohne) merupakan antigen somatik dengan
lipopolisakarida yang kompleks. Antigen ini bagian dari dinding sel dan
senantiasa diasosiasikan dengan endotoksin. Antigen flagella H (Hauch)
merupakan struktur protein yang berasosiasi dengan flagella. Spesifitas
antigen ini tergantung bagaimana protein yang ada dalam flagella (fase
motil atau non-motil) (O’leary, 1989). Antigen Vi (Virulence) adalah antigen
kapsuler yang tersusun atas polimer asam uronik galaktosamin yang

diasosiasikan dengan virulensi. Antigen ini terdapat pada semua strain S.
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typhi (Hashimoto et al., 1995). Antigen O disebut juga sebagai antigen
dinding sel karena antigen tersebut adalah outer layer dari dinding sel
bakteri Gram negatif. Antigen O tersusun atas Lipopolisakarida (LPS)
yang berperan sebagai endotoksin, resisten terhadap pemanasan 100 °C,
alkohol dan asam. Reaksi aglutinasinya berbentuk butir-butir pasir (Joklik
et al., 1990). Antigen H bersifat termolabil dapat rusak oleh alhokol,
pemanasan pada suhu di atas 60 °C dan asam (Prescott et al, 2005)
Antigen H atau antigen flagel terdiri dari suatu protein yang dikode oleh
gen flg yang berada pada lokus fliC. Antigen H terdiri dari dua fase yaitu
antigen H fase 1 (H1) dan antigen H fase 2 (H2) sehingga terdapat S.
typhi serovar H1 dan S. typhi serovar H2. Sedangkan antigen H1 terdiri
dari H1-d dan H1-j sehingga dapat dijumpai S. typhi serovar H1-d yang
tersebar di seluruh dunia dan S. typhi serovar H2-j yang hanya dijumpai di
Indonesia. Strain bakteri S. typhi serovar H-J bersifat kurang motil pada
media semi solid agar dan kurang invasif apabila dibandingkan dengan S.
typhi serovar H-d (Grossman, et al., 1995).

Antigen Vi adalah antigen kapsuler yang tersusun atas polimer asam
uronik galaktosamin yang diasosiasikan dengan virulensi. Antigen ini

terdapat pada semua strain S. typhi (Hashimoto et al., 1995).

C. Deteksi Salmonella typhi
1. Teknik kultur dan serologi
Gambaran klinis demam tifoid sangat bervariasi dari hanya penyakit

ringan yang tidak terdiagnosis, sampai gambaran penyakit yang khas
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dengan komplikasi dan kematian. Hal ini menyebabkan kesulitan dalam
menegakkan diagnosis demam tifoid apabila hanya berdasarkan
gambaran klinis. Oleh karena itu pemeriksaan laboratorium mikrobiologi
tetap diperlukan untuk memastikan penyebabnya. Tes ideal untuk suatu
pemeriksaan laboratorium seharusnya sensitif, spesifik dan cepat
diketahui hasilnya.

Keberadaan Salmonella typhi pada suatu bahan dapat dideteksi
dengan berbagai metode. Diagnosis biasanya dikonfirmasikan dengan
kultur bakteri dan uji widal sebagai uji konvensional (Duthie and Franch,
1990). Pada tatalaksana klinis demam tifoid, kultur dilakukan dengan
penanaman dilakukan dalam biakan empedu (gaal culture, biakan SS).
Sensitivitas  uji ini rendah jika pasien telah mendapatkan antibiotik
sebelumnya, pengambilan spesimen yang tidak tepat, volume darah yang
diambil kurang dan lain-lain. Adapun uji widal adalah reaksi antara antigen
(suspensi S. typhi) dengan agglutinin yang merupakan antibody spesifik
terhadap komponen basil S. typhi. Prinsip tes adalah terjadinya reaksi
aglutinasi antara antigen dan agglutinin yang dideteksi yaitu agglutinin O
dan H. Menurut KMK, 2006, Interpretasi reaksi widal belum ada
kesepakatan tentang nilai titer patokan. Masing-masing daerah endemis
berbeda-beda tergantung hasil penelitian di daerah tersebut. Kebanyakan
berpendapat bahwa titer O 1/320 sudah menyokong kuat diagnosis

demam tifoid. Adapun widal negatif tidak menyingkirkan diagnosis tifoid.
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Diagnosis ini dianggap pasti apabila diperoleh kenaikan titer 4 kali lipat
dalam pemeriksaan ulang dengan interval 5-7 hari.
2. Teknik Molekuler
Metode lain untuk mendeteksi S. typhi yaitu teknik molekuler seperti

Polymerase Chain Reaction (PCR), Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Enzyme Immunoassay Dot (EIA) dan Dipstick Assay.
Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik in vitro yang digunakan
untuk mengamplifikasi sejumlah kopi bagian DNA yang spesifik. Teknik ini
dikembangkan oleh Kary B. Mullis dan Fred A. Faloona pada tahun 1983.
Mullis (1990) menjelaskan, hanya dengan satu untai bahan genetik maka
PCR akan memperbanyak hingga 100 juta molekul yang sama.
Pengerjaannya mudah, sampel DNA dapat berupa DNA yang telah di
murnikan dari bahan biologik yang kompleks. DNA tersebut dapat berasal
dari jaringan, tetesan darah kering bahkan dari mikroorganisme yang sulit
dikultur.

Prinsip kerja dalam PCR mirip dengan proses replikasi yang terjadi
di dalam sel. PCR membutuhkan templat (untai DNA yang mengandung
urutan DNA target), enzim DNA Taq polymerase, deoksinukleotida trifosfat
atau dNTP (dATP, dGTP, dTTP dan dCTP) dan sepasang primer
oligonukleotida.

Primer oligonukleotida disintesis dengan menggunakan DNA
synthesizer. Perancangan primer dimulai dengan membandingkan semua

urutan dari bagian DNA yang bervariasi. Primer kemudian dipilih dari
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bagian 3’ dan 5’ pada urutan yang spesifik (Dieffenbach and Gabriella,
1995). Tujuan perancangan primer adalah untuk mendapatkan spesifitas
dan efisiensi amplifikasi. Spesifitas umumnya di kontrol oleh panajng
primer dan temperatur tahap annealing. Persamaan untuk menentukan
temperatur tahap annealing adalah Tm =4°C (G+ C)+2°C (A+ T)
(Suggs et al., 1981 dalam Dieffenbach and Gabriella, 1995).

Dalam teknik PCR terdapat beberapa siklus dan setiap siklus terdiri
atas tiga tahap berurutan yaitu: tahap denaturasi dimana terjadi
pemisahan untai ganda DNA templat pada temperatur 90-94 °C. Tahap
kedua, temperatur diturunkan menjadi 37-65 °C (tergantung primer yang
digunakan) sehingga kedua primer menempel pada untai DNA target.
Tahap berikutnya elongasi atau polimerisasi dengan temperatur 72 °C.
pada tahap ini, DNA taq polymerase mengkatalisis proses pemanjangan
kedua primer dengan menambahkan nukleotida yang komplemen dengan
urutan nukleotida templatnya dengan arah 5 ke 3. DNA polymerase
mengkatalisis reaksi sehingga dNTP ditambahkan pada ujung 3’ primer.
Keberadaan ion magnesium menstimulasi aktifitas DNA polymerase
dalam pembentukan ikatan fosfodiester antara 3’-OH dari deoksiribosa
nukleotida paling akhir dengan 5-dNTP. Aktivitas DNA polymerase
berlangsung terus menerus sehingga terbentuk untai DNA baru yang
urutannya sesuai dengan urutan DNA target (templat). Rantai DNA
spesifik ini disebut produk amplifikasi. Pada akhir siklus pertama, jumlah

DNA target menjadi dua kali lipat dari semula. Produk amplifikasi pada
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setiap akhir siklus menjadi templat untuk siklus selanjutnya sehingga
produk amplifikasi akan bertambah secara eksponensial.

Melalui teknik PCR identifikasi suatu mikroorganisme dari suatu
sampel dalam waktu yng singkat dengan hasil yang akurat. Keakuratan ini
berdasarkan spesifitas dan sensitivitas dari PCR yang tinggi, meskipun
jumlah sampel sedikit yang pada teknik kultur dan serologi sering
terhambat (Song et al., 1993). Berdasarkan jenis dan kegunaannya
dikenal beberapa macam PCR antara lain Multiplex PCR, Quantitative
Comparative-PCR (QC-PCR), Restriction Fragment Length
Polymorphism-PCR (RFLP-PCR), Nested PCR. Nested PCR, adalah jenis
PCR yang menggunakan dua amplifikasi secara terpisah dengan dua set
primer. Set primer yang pertama digunakan untuk mengamplifikasi untai
DNA target dan pada amplifikasi kedua, set primer kedua untuk
mengamplifikasi produk amplifikasi pertama.

3. Deteksi Salmonella typhi dengan PCR

Spesifitas PCR terletak pada primer yang digunakan. Hasil penelitian
Hashimoto et al.1995, menjelaskan bahwa aplikasi nested PCR dapat
dikerjakan berdasarkan pada urutan DNA yang mengkode antigen Vi yang
disebut region ViaB. Seperangkat primer nested PCR dirancang
berdasarkan urutan region ViaB ini. Haque et al. 1999 melaporkan bahwa
kelemahan metode ini adalah dapat memberikan hasil positif palsu karena
keberadaan S. Paratyphi C. Penelitian yang dilakukan Song et al., 1993

melaporkan bahwa pada region VI gen flagelin terdapat urutan nukleotida
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yang spesifik sehingga dapat dijadikan dasar untuk mendeteksi S. typhi.
Haque et al., 2001 melaporkan bahwa berdasarkan region VI gen flagelin
spesifitas PCR dalam mendeteksi S. typhi mencapai 100%. Pengujian
pada Nested PCR dilakukan dua kali amplifikasi. Pasangan primer yang
digunakan pada amplifikasi pertama adalah ST1 dan ST2 dan nantinya
akan menghasilkan produk amplifikasi berukuran 458 pasangan basa
(pb). Pada amplifikasi kedua, primer yang digunakan adalah ST3 dan ST4
dan akan diperoleh produk amplifikasi yang lebih spesifik dan berukuran
lebih pendek (343pb). Evaluasi mengenai hasil dari pengujian nested PCR
telah dilakukan oleh Prakash et al., 2005 dan menyarankan agar nested
PCR dijadikan sebagai Gold standard.
4. Isolasi DNA dengan teknik Boom
Isolasi DNA merupakan proses yang sangat menentukan
identifikasi DNA Sampel yang akan diamati. Perangkat terutama
laboratorium yang memenuhi syarat sangat dibutuhkan untuk melakukan
proses osolasi DNA, tergantung spesimen yang akan diekstraksi. Saat ini
cara atau metode baku juga zat dan reagen sudah tersedia dalam bentuk
siap pakai. Hal ini tentunya akan mempermudah dalam mengisolasi dan
menentukan konsentrasi DNA sampel yang diperiksa (Hatta, 2001).
DNA dapat diisolasi untuk tujuan dan diagnostik tertentu. Sampel
dapat berubah darah, semen, cairan vagina dan akar rambut (Kendrew,
1994). Berbagai macam teknik dapat dilakukan untuk mengisolasi DNA.

Salah satunya dengan menggunakan teknik Boom yang diperkenalkan

29



oleh Boom et al., 1990. Melalui teknik ini DNA maupun RNA sampel yang
dianalisa dapat diekstraksi dan dimurnikan. Kelebihan teknik ini adalah
sampel yang digunakan dalam jumlah yang kecil dan membutuhkan waktu
ekstraksi yang tidak lama. Dalam teknik Boom digunakan agen Chaotropic
yaitu Guanidium thiocyanate (GUSCN) bersama dengan celite diatomeae

yang dapat mengikat DNA (Boom et al., 1990, Hatta, 2001).

D. Antibiotik
1. Pengertian

Menurut Turpin dan Velu (1957) dalam Wattimena dkk., 1987,
antibiotik adalah semua senyawa kimia yang dihasilkan oleh organisme
hidup atau diperolen melalui sintesis yang memiliki indeks kemoterapi
tinggi, manifestasi aktifitasnya terjadi pada dosis yang sangat rendah
secara spesifik melalui inhibisi proses vital tertentu pada virus,
mikroorganisme ataupun juga berbagai organisme bersel majemuk.

Hal yang sama juga didefinisikan oleh Russel, 2004 bahwa istilah
antibiotik berasal dari kata antibiosis yang berarti melawan kehidupan.
Awalnya antibiotik selalu dikatakan bahan organik dari mikrorganisme
yang sifatnya toksik bagi mikroorganisme lain. Belakangan antibiotik
merupakan refleksi dari kelompok mikroorganisme yang antagonis
terhadapnya.

Dengan demikian, antibiotik dapat didefenisikan sebagai agen kimia,
obat atau bahan/substansi yang dapat mengurangi atau mengeliminasi

pertumbuhan mikroorganisme. Antibiotik dicirikan dengan spesifikasi
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target atau organisme. Contoh antibiotik dapat berupa obat antivirus, obat
antibakteri dan obat anti jamur. Antibiotik dapat berasal dari
mikroorganisme, melalui proses sintesis atau semi sintesis.
2. Pengelompokan antibiotik

Berdasarkan pendekatan kimia, antibiotik dibedakan atas sembilan
kelompok yaitu B-laktam (Penisilin dan Sefaloporin), Aminoglikosida,
kloramfenikol, tetrasiklin, makrolida, rofampisin, polipeptida siklik, antibiotik
polien dan antibiotik lain (Wattimena dkk., 1987). Berdasarkan
mekanisme kerja, antibiotik terbagi atas beberapa kelompok yaitu: 1. yang
menganggu metabolisme sel mikroba, 2. yang menghambat sintesis
dinding sel mikroba, 3. yang mengganggu permeabilitas membran sel
mikroba, 4. yang menghambat sintesis protein sel mikroba, dan 5. yang
menghambat sintesis atau merusak asam nukleat sel mikroba (Ganiswara
dkk., 1995). Berdasarkan manfaat dan sasaran kerja antibiotik ada yang
cenderung memiliki spektrum kerja sempit, bermanfat terhadap kokus
gram positif dan basil. Antibiotik jenis berikutnya adalah yang memiliki
spektrum kerja yang luas, bermanfaat terhadap kokus gram positif dan
basil gram negatif (Wattimena dkk., 1987). Penggunaan antibiotik untuk
terapi harus berdasarkan pertimbangan khusus tidak hanya pengetahuan
sifat kimia, mekanisme kerja, spektrum ataupun daya kerja. Pengetahuan
karateristik fenomena infeksi, lokasi infeksi, pengenalan penyebab infeksi,
kondisi patologik penderita dan pengetahuan menyeluruh tentang

antibiotik yang tersedia.
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3. Penggunaan antibiotik dalam terapi

Pada dasarnya suatu infeksi lazimnya dapat ditangani secara
berhasil oleh sistem pertahanan tubuh secara alami. Namun adakalanya
perlu ditunjang oleh penggunaan antibiotik. Penggunaan antibiotik untuk
terapi harus berdasarkan pertimbangan khusus menuju penggunaan
antibiotik secara rasional. Seleksi suatu antibiotik tidak hanya atas dasar
pengetahuan sifat kimia, mekanisme kerja, spektrum aktifitas maupun
daya kerjanya.

Ringkasnya, strategi terapi dengan antibiotik ditentukan oleh
karateristik fenonema infeksi, lokasi infeksi, pengenalan penyebab infeksi,
kondisi patologik penderita dan pengetahuan menyeluruh tentang
antibiotik yang tersedia dalam terapi (Wattimena dkk, 1987).

4. Jenis-jenis antibiotik dalam terapi demam tifoid
a. Kloramfenikol

Kloramfenikol merupakan antibiotik dengan spektrum luas yang
berasal dari beberapa jenis Streptomyces, misalnya S. Venezuela, S.
omyamensis dan S. phaeochromogenes var chloromyceticus.
Kloramfenikol pertama kali diisolasi oleh Burkholder pada tahun 1974 dari
S. venezuelae. Setelah para ahli berhasil menguraikan strukturnya maka
sejak tahun 1950 kloramfenikol telah dapat disintesis secara total

(Wattimenna dkk, 1987).

32



Pada mikroorganisme yang dianggap peka dapat dihambat pada
15.5 pg/ml atau kurang. Sekitar 95% starin bakteri Gram negatif secara in
Vitro diinhibisi dengan 6.3 ug/ml kloramfenikol termasuk S. typhi
(Wattimena, dkk., 1987). Kloramfenikol bekerja terhadap bakteri intra
maupun ekstraseluler secara bakteriostatik. Pada konsentrasi tinggi
kadang-kadang bersifat bakterisidik terhadap bakteri tertentu (Mandal et
al., 2004).

Mekanisme kerja antibiotik ini berupa penghambatan sintesis protein
bakteri. Kloramfenikol menghambat enzim peptidil transferase yang
berperan sebagai katalisator untuk membentuk ikatan-ikatan peptida pada
proses sintesi protein bakteri. Pembentukan ikatan peptida akan terus
dihambat selama obat tetap terikat pada ribosom. Antibiotik ini berikatan
dengan subunit 50S dari ribosom dan akan mempengaruhi pengikatan
asam amino yang baru pada rantai peptida karena kloramfenikol
menghambat peptidil transferase.

b. Penisilin

Penisilin memiliki berbagai kelompok dengan kelompok yang
beragam tetapi umumnya diakhiri dengan akhiran  Cillin. Antibiotik
tersebut merupakan kelompok yang mengandung beta-laktam yang
memiliki cincin inti 6-animopenicillanic acid (lactam dan thiazolidine) dan
cincin tepi. Kelompok penisilin meliputi; Penicillin G, Penicillin V, Oxacillin
(dicloxacillin), Methicillin, Nafcillin, Ampicillin, Amoxicillin, Carbenicilin,

Piperacillin, Mezlocillin dan Ticarcillin (Etebu dan Arikekpar, 2016).
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Penisilin membunuh bakteri dengan menghambat pembentukan
transpeptidase yang menghubungkan peptidoglikan dinding sel. Hal ini
menyebabkan dinding sel pecah sehingga sel mengalami lisis (Adzitey,
2015).

Penisilin mengikat pada penicillin-binding proteins (PBPs) yang
merupakan enzim (transpeptidase, carboxypeptidase, dan endopeptidase)
yang berperan dalam pembentukan dan mempertahankan struktur dinding
sel. Dinding sel terdiri atas peptidoglycan, atau murein yang merupakan
komponen polimerik yang terdiri atas rantai panjang polisakarida N-
acetylglucosamin dan asam N-acetylmuramik yang terhubung oleh ikatan
peptida yang pendek. Lambert, 2004 menjelaskan bahwa pembentukan
peptidoglikan dapat dibagi menjadi tiga tahap, pembentukan prekursor di
sitoplasma, menghubungkan produk prekursor menjadi rantai polimer
panjang dan akhirnya menghubungkan antar peptidoglikan melalui
transpeptidasi. Pada tahap transpeptidasi itulah penisilin menghambat
dengan cara berperan sebagai strutur analog dari acyl-D-alanyl-D-alanine
(substrat enzim) dan mengkatalisasi dan mengasilasi enzim tranpeptidase.
Pada akhirnya struktur peptidoglikan akan melemah dan mengarah pada
kematian sel.

c. Sefalosporin
Sefalosporin  merupakan antibiotik golongan beta-laktam yang
strukturnya mirip dengan penisilin. Sefalosporin dibagi beberapa generasi

yaitu generasi pertama hingga generasi kelima. Setiap generasi memiliki
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spektrum yang lebih luas dari generasi sebelumnya (Etebu and Erikekpar,
2016)

Aksi kerja sefalosporin sama dengan golongan beta-laktam lainnya
yaitu menghambat sintesis dinding sel tahap akhir, tepatnya menghambat
transpeptidase atau penicillin-binding proteins (PBPs) yang berperan
dalam biosisntesis terakhir peptidoglycan. Resistensi terhadap beta -
laktam umumnya disebabkan oleh beta-laktamase atau karena mutasi
pada BPS sehingga mengakibatkan berkurangnya afinitas BPS (Smith,
2004).

d. Aminoglikosida

Aminoglikosida aktif dan efektif untuk melawan bakteri gram negatif.
Antibiotik ini juga efektif jika dikombinasikan dengan antibiotik yang lain
yang memiliki spektrum kerja yang luas. Ada tiga mekanisme bakteri
menjadi resisten terhadap aminoglikosida, yaitu Mengurangi uptake atau
permebialitas sel, mengubah titikk pengikatan pada ribosom atau
melakukan modifikasi enzim.

Aminoglikosida bekerja dengan mengikat pada sub unit ribosom 30s
yang dapat menghambat transilasi protein.  Resistensi salmonella
terhadap aminoglikosida terjadi karena modifikasi yang melawan
aminoglikosida. Menurut Shaw et al. 1993, enzim tersebut dikategorikan
menjadi tiga grup yang dinamakan berdasarkan reaksi yang ditunjukkan
meliputi; asetiltransferase, fosfotransferase, dan nukleotidatransferase

yang bekerja dengan memodifikasi dan menginaktifkan aminoglikosida.
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Asetiltransferase menyebabkan resistensi pada tobramisin, gentamisin
dan kanamisin yang dikode oleh gen aac. Asetiltransferase berperan
dalam mengkatalisis acetil ko-enzim A dengan asetilasi pada gugus
amino. Sedangkan pada fosfotransferase yang dapat menyebabkan
resistensi pada kanamisin dan neomisin dikode oleh gen aph yang juga
memiliki nama lain yaitu strA dan strB yang resisten terhadap streptomisin.
Fosfotransferase berperan mengkatalisis ATP dengan fosforilasi pada
grup hidroksil. Nukleotidatransferase diketahui menyebabkan resisten
terhadap gentamisin, tobramisin, dan streptomisin.

e. Trimetoprim dan sulfonamid

Kelas antibiotik Trimetoprim dan sulfonamid merupakan antibiotik
yang bersifat bakteriostatik dengan modus aksi mempengaruhi
metabolisme folat melalui penghambatan kompetitif biosintesis asam
tetrahidrofolat. Sufanomida menghambat dihydropteroate synthetase
(DHPS), sementara Trimetoprim menghambat dyhidrofolate reductase
(DFHR) (Mascaretti, 2003).

Aktivitas antimikroba kombinasi antara trimethoprim dan
sulfamethoxazole adalah hasil dari aksi 2 (dua) tahap jalur enzimatis
tetrahydro-folic acid. Sulfonamida menghambat inkorporasi para-ami-
nobenzoic acid (PABA) menjadi asam folat (folic acid), dan trimethoprim
mencegah reduksi dihydrofolate menjadi tetrahydrofolate. Tetrahydrofolat

penting dalam reaksi pemindahan 1-karbon (Petri, 2006). Dengan kata
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lain, transformasi 1 — karbon memerlukan kofaktor utama yaitu asam folat.
Penghambatan asam folat ini akan menghambat pertumbuhan bakteri.

Resistensi Salmonella terhadap sulfanomida terkait dengan
keberadaan gen sul ekstra yang mengekspresikan insensitifitas dari
DHPS. Ada tiga gen utama sul 1, sul 2 dan sul 3 telah teridentifikasi. Gen
sul 1 terkait dengan adanya integrin kelas | dan dibawa oleh Salmonella
serotypes seperti Enteritidis, Hadar, Heidelberg, Orion, Rissen, Agona,
Albany, Derby, Djugu, dan Typhimurium. Keberadaan gen sul 2 terkait
dengan plasmid yang tidak terkait dengan integron kelas | dan ditemukan
di Salmonella serotypes Enteritidis, Agona, dan Typhimurium (Chen et al.,
2004). Gen sul 3 diasosiasikan dengan plasmid dan integron kelas | pada
Salmonella serotype Anatum, Bradenburg, Heidelberg, Rissen, Agonaand
Typhimurium.
f.  Quinolon

Ada beberapa generasi quinolon yang diketahui efektif untuk

melawan infeksi bakteri. Modus aksi antibiotik ini beragam dan terakhir
dilaporkan target quinolon berkisar pada DNA girase dan topoisomerase
IV (Masceratti, 2003). Kelompok antibiotik quinolon yaitu nalidixic acid
(naphthyridine) diisolasi pertamakali oleh George Lesher dkk pada tahun
1962 sebagai sintesis chloroquine. Nalidixic acid diperkenalkan pertama
kali di klinik pada tahun pada kasus infeksi oleh bakteri enterik. Pada
tahun 1980an senyawa generasi kedua dikembangkan dan menghasilkan

norfloxacin, ciprofloxacin, dan ofloxacin. Semuanya menunjukkan
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kemampuan terhadap enzim gyrase. Adanya penambahan fluorine pada
karbon C6 menyebabkan quinolon biasa disebut “fluoroquinolon” (Gambar

7) (Aldred, et al. 2014).
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Gambar 7. Struktur Quinolon. Nalidixic acid and oxolinic acid

merupakan generasi Quinolon pertama Norfloxacin,
ciprofloxacin, dan ofloxacin merupakan generasi
Quinolon kedua dan Levofloxacin, sparfloxacin, dan
moxifloxacin merupakan generasi Quinolon terbaru
(Aldred, et al. 2014).

Mekanisme aksi quinolon diketahui kompleks dan sangat
komprehensif. Quinolon membunuh bakteri dengan mengikat pada enzim
untuk membersihkan titik aktivasi ligase. Antibiotik ini akan berinteraksi
dengan protein dan berinterkalasi ke dalam DNA dan akan memecah
untai ganda DNA. Dengan demikian, kestabilan garpu replikasi ataupun

kompleks transkripsi oleh gyrase atau topoisomerase IV akan terganggu

dengan antibiotik ini karena akan memicu fragmentasi kromosom secara
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permanen. Fragmentasi DNA ini akan memicu respon darurat perbaikan
DNA, dan jika terjadi terus menerus akan mengakibatkan kematian sel
(Aldred, et al. 2014).
5. Antibiotik untuk terapi tifoid

Penisilin (amoksilin dan ampisilin), cephalosporin (cetriaxone dan
cefuroxime), aminoglycosida (streptomycin dan gentamycin), macrolide
(eritromycin), fluoroquinolon (ciprofloxacin, ofloxacin dan perfloxacin) dan
tetracycline merupakan antibiotik yang sering diberikan untuk mengobati
infeksi S. typhi. Berdasarkan Pedoman Pengendalian Demam Tifoid,
2006, antimikroba segera diberikan bila diagnosis telah dibuat dan
antimikroba yang diberikan sebagai terapi awal adalah dari kelompok
antimikroba lini pertama untuk tifoid. Pilihan ini sesuai dengan antimikroba
dengan kepekaan tertinggi suatu daerah, mengingat lain daerah berarti
lain pula tingkat kepekaan antimikrobanya. Sampai saat ini kloramfefikol
masih menjadi pilihan pertama. Berdasarkan efikasi dan harga.
Kekuranggannya adalah jangka waktu pemberiannya yang lama, serta
cukup sering menimbulkan karier. Adapun antimikroba lini pertama untuk
tifoid adalah: Kloramfenikol, Ampisilin atau Amoxicilin, Trimetroprim-
Sulfametoksazol. Jlka pemberian antimikroba lini pertama dinilai tidak
efektif, dapat diganti dengan antimikroba lain atau dipilih antimikroba lini
kedua. Antimikroba lini kedua meliputi Seftriakson, Cefixim dan Quinolon.

Bila penderita dengan riwayat pernah mendapat tifoid serta memiliki

39



predisposisi untuk carier, maka pengobatan pertama adalah golongan
quinolon (KMK, 2006).

Menurut Indonesian Society of Tropical and Infectious Diseases
Consultant Consensus 2010 mengenai demam tifoid, antibiotik yang
digunakan untuk penanganan demam tifoid adalah Kloramfenikol,
Ampisilin, atau -Sulfametoksazol (R H Saragih and G C F Purba, 2018).
WHO, 2011 merekomendasikan hal serupa bahwa daerah yang bakteri S
typhi masih sensitif, hendaknya menggunakan antibiotik lini pertama. Dari
beberapa jenis antibiotik tersebut, terdapat beberapa yang diketahui telah
reisisten terhadap salmonella.

6. Penetapan Potensi Antibiotik

Kultur mikroba diisolasi dari penderita sebagai konfirmasi diagnosa
dan membantu membuat keputusan mengenai terapi antibiotik dapat
diketahui dengan menetapkan potensi aktifitas antibiotik secara in vitro.
Dalam Farmakope Indonesia (Wattimena dkk., 1987) dijelaskan bahwa
potensi adalah perbandingan dosis sediaan uji dengan dosis larutan
standar.

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi aktivitas antimikroba yaitu
(1) pH lingkungan. Beberapa obat diketahui lebih aktif pada pH Asam
(misalnya nitrofurantoin) sedangkan beberapa antibiotik yang lain lebih
aktif pada pH alkalin, misalnya aminoglycosides dan sulfonamides. (2)
Kandungan medium. Diketahui komponen medium seperti Sodium

polyanetholsulfonate pada media kultur darah dan detergen anionic
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ternyata menghambat aminoglycosida. PABA pada ekkstrak jaringan
antagonis dengan sulfonamida. (3) Kestabilan obat pada suhu inkubasi
dimana beberapa antibiotik menjadi hilang aktivitasnya. (4) Ukuran
inoculum menunjukkan bahwa semakin besar inoculum, semakin kecil
penampakan kesensititivan organisme. (5) masa inkubasi. Diketahui
mikroba tidak mati karena terpapar antibiotik dalam waktu yang tidak
lama. Semakin lama masa inkubasi dilakukan, semakin besar peluang
mutan resisten untuk tumbuh. (6) aktivitas metabolik. Aktivitas antibiotik
akan semakin baik pada saat bakteri memasuki fase pertumbuhan
dibanding pada fase istirahat (Jawetz et al. 2013).

Penetapan kepekaan antibiotik dapat dilakukan dengan dua cara
yaitu teknik difusi dan dilusi. Penetapan dengan teknik difusi agar atau
disebut juga metode Kirby-Bauer yang menggunakan cakram kertas yang
mengandung antibiotik. Cakram kertas yang mengandung antibiotik ini
ditempatkan pada permukaan media padat yang sebelumnya telah
diinokulasi bakteri uji pada permukaannya. Setelah diinkubasi, diameter
zona yang terbentuk disekitar cakram diukur dan dijadikan ukuran
kekuatan hambatan antibiotik. Penetapan dengan dilusi dilakukan dengan
membuat dilusi antimikroba dengan konsentrasi yang diencerkan secara
serial, baik dengan media padat maupun media cair. Bakteri kemudian di
inokulasi pada media tersebut dan di inkubasi dalam jangka waktu dan
suhu tertentu. Melalui cara ini, diperoleh konsentrasi hambat minimum

atau Minimum Inhibitory concentration (MIC) yaitu konsentrasi terkecil
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yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Uji dengan cara dilusi
memerlukan waktu pengerjaan yang lama. Uji ini menggunakan tabung

reaksi, tidak praktis dan jarang dipakai.

E. Resistensi Antibiotik
1. Pengertian

Resistensi suatu mikroorganisme adalah suatu sifat tidak
terganggunyaa kehidupan sel mikroorganisme oleh antibiotik tertentu
(Ganiswara dkk., 1995). Resistensi antibiotik juga diartikan sebgai
kemampuan bakteri untuk menghentikan penghambatan atau pematian
oleh antibiotik dimana pada awalnya bakteri tersebut sensitif dan efektif.
Resistensi didefinisikan sebagai tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri
dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang
seharusnya atau kadar hambat minimalnya. Resistensi dapat diketahui
melalui metode yang paling sederhana hingga molekuler. Salah satunya
adalah dengan disc diffuison dimana Zona hambat yang terbentuk adalah
konsentrasi minimum antibiotik yang cukup untuk menghambat
pertumbuhan bakteri yang diukur dengan satuan mm (mili meter).
Diameter zona vyang terbentuk akan diukur dan diintrepretasi
beradasarkan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
sebelumnya disebut the National Committee for Clinical Laboratory
Standards or NCCLS) (Jorgensen dan Ferraro, 2009).

Multiple drugs resistance didefinisikan sebagai resistensi terhadap

dua atau lebih obat maupun klasifikasi obat. Sedangkan cross resistance
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adalah resistensi suatu obat yang juga berarti resistensi dengan obat lain
yang belum pernah dipaparkan. Ini umumnya terjadi pada obat yang
memiliki struktur kimia dan mekanisme kerja yang sama (Tripathi, 2003).

Forbes et al., 2002 dalam Abatcha et al. 2014, menjelaskan bahwa
resistensi instrinsik pada suatu organisme dapat terjadi karena adanya
perubahan genetik atau terjadi secara alami. Sifat genetik dapat
menyebabkan suatu mikroba sejak awal resisten terhadap antibiotik
tertentu. Berdasarkan lokasi elemen genetik untuk resistensi dikenal
resitensi kromasomal dan resistensi ekstrakromasomal. Perubahan sifat
genetik terjadi karena mikroba memperoleh elemen genetik yang
membawa sifat resistensi. Kondisi demikian disebut resistensi didapat
(Acquired resistance). Jika elemen resistensi didapat dari luar maka
disebut resistensi dipindahkan (transferred resistance). Jika terjadi akibat
mutasi spontan atau akibat rangsang antimikroba disebut resistensi yang
diinduksi (induced resistance).
2. Pola Resistensi

Beberapa pendekatan digunakan untuk klasifikasi antibiotik antara
lain pendekatan kimia, berdasarkan mekanisme kerja, berdasarkan
manfaat dan sasaran kerja antibiotik dan pendekatan berdasarkan daya
kerja.

Berdasarkan pendekatan kimia, antibiotik dibedakan atas Sembilan
kelompok yaitu B-Laktam (Penisilin dan Sefalosporin), Aminoglikosida,

Kloramfenikol, Tetrasiklin, Makrolida, Rifampisin, Polipeptida Siklik,
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Antibiotik Polien dan Antibiotik lain (Watimena dkk., 1987). Berdasarkan
mekanisme kerja terbagi atas : (1) antibiotik yang menganggu
metabolisme sel mikroba; (2) antibiotik yang menghambat sintesis dinding
sel mikroba; (3) antibiotik yang menganggu permebialitas membran sel
mikroba; (4) antibiotik yang menghambat sintesis protein sel mikroba dan
(5) antibiotik yang menghambat sintesis atau merusak asal nukleat

mikroba (Ganiswara dkk, 1995) (tabel 1.)

Tabel 1 : Mekanisme Resistensi terhadap antimikroba (Neu HC, Gootz

TD. 1996)
Antimicrobial class Mechanism of resistance
Target modification
Ammoglycosides Altered nbosomal protemn
f-lactam antibiotics Altered or new pemcillin-binding proteins
Erythromvein, clindamycin and Methylation of the bacterta ribosome producing resistance.
Streptogramin B
Cuinolones Alterations in DMNA topmsomerase
Rifampin Altered RNA polymerase
Sulfonamides New dmg-insensitive dihydropteroate synthase
Tetracycline Ribospomal protection
I'mmethoprim New drug-msensitive dihvdrofolate reductase
Vancomycin Altered cell-wall precursors with decreased affimity
Detoxifving enzvmes
Ammoglyvcosides Aminoglycoside-modifyving encymes: acetyltransferase,
nucleotidyl-transferase, phosphotransferase
f-lactam antbiotics f-lactamases
Chloramphenicol Acetyltransferase
Trmethoprim-sulfamethoazole Resistant enzymes in folate-synthesis pathway

Decreased drug uptake

Dimuinished permeabality; f-lactam antibiotics, Alteration in outer-membrane proteins
chloramphenicol. quinolone, tetracycline, trimethoprim

Active efflux; erythromycin, tetracycline New membrane transport system

Berdasarkan manfaat dan sasaran kerja, ada tiga kelompok antibiotik
yaitu: (1) antibiotik yang cenderung memiliki spektrum kerja yang sempit,
bermanfaat terhadap kokus Gram positif dan basil; (2) antibiotik yang
secara relatif memiliki spektrum kerja yang luas; bermanfaat terhadap

kokus Gram positif dan basil Gram negatif (Watimena dkk., 1987). Dari
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segi daya kerjanya, antibiotik dapat dibedakan dalam kelompok antibiotik
bakteristatik dan bakteriosidik. Kelompok pertama menghambat
pertumbuhan dan perkembangan bakteri. Kelompok kedua bekerja
mematikan bakteri. Daya kerja keduanya berkaitan dengan mekanisme
kerja antibakteri tersebut.

Mikroorganisme diketahui membangun mekanisme resistensi
dengan cara mutasi pada lokasi gen protein-protein target atau dengan
membawa elemen genetik yang mobil yang mengandung gen resisten
seperti plasmid, integron dan transposon (Walsh, 2003 dalam Abatcha et
al, 2014).

3. Resistensi Genetik

Bakteri dapat memperoleh sifat resistensi terhadap antibiotik dengan
cara perpindahan secara vertikal dan perpindahan secara horizontal.
Pada transmisi vertikal, bakteri memperoleh resistensi selama proses
alami replikasi genom. Hal ini terjadi karena kesalahan-kesalahan pada
genomnya selama proses replikasi. Kesalahan genom tersebut dinamakan
mutasi. Dengan demikian, mutasi ini dapat berlangsung spontan dan
acak. Mutasi menyebabkan gen mikroba berubah sehingga mikroba yang
awalnya sensitif terhadap suatu antimikroba menjadi resisten.

Perpindahan gen secara horizontal difasilitasi dan tergantung
dengan elemen genetik yang dinamis. Proses ini difasilitasi oleh plasmid,
transducion phage, elemen transporable, integron dan gene casetlte.

Elemen ftransporable terdiri dari beberapa jenis, dimana insertion
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sequence dan transposon merupakan dua hal utama yang selalu dikaitkan
dengan resistensi.

Resistensi dipindahkan (transferred resistance) berarti mikroba
berubah menjadi resisten akibat memperoleh suatu elemen pembawa
faktor resisten. Faktor ini dapat diperoleh dengan cara transformasi,
transduksi atau dengan cara konyugasi (gambar 8). Pada transformasi,
mikroba menginkorporasi faktor resistensi langsung dari media sekitarnya.
Pada transduksi, faktor resistensi dipindahkan dari mikroba resisten ke
mikroba yang sensitif dengan perantaraan bakterifag. Cara konyugasi
merupakan cara pemindahan faktor. Faktor resistensi yang dipindahkan
berupa plasmid. Tetapi, tidak semua plasmid dapat dipindahkan. Plasmid
yang dapat dipindahkan adalah plasmid faktor R atau disebut juga plasmid
penular (infectious Plasmid). Faktor R membawa sifat resistensi pada
beberapa antibiotik dan ditularkan terutama sesama enterobakteria
termasuk salmonella.

Plasmid adalah DNA sirkuler kecil yang terdapat pada bakteri yang
terdiri dari 3000 hingga 25.000 pasangan basa. Elemen genetik
ekstrakromosom ini dapat mengadakan replikasi secara otonom di dalam
sel inang (Scheleif, 1986). Berdasarkan fungsinya plasmid terbagi menjadi
beberapa yaitu; Plasmid F (plasmid fertilitas), plasmid yang menyebabkan
munculnya fenotip tertentu. Plasmid degradatif, plasmid yang mengkode
sintesa enzim-enzim katabolik. Plasmid virulensi, plasmid yang

meningkatkan patogenitas bakteri dengan cara mengkode senyawa

46



tertentu. Plasmid R (Plasmid Resistensi), plasmid yang mengandung gen
penyebab resistensi terhadap antibiotik (Praseno, 1989).

Resistensi dengan perantaraan transposon merupakan hal penyebab
suatu bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik. Bila transposon yang
mengandung gen resisten mengadakan insersi pada plasmid maka sifat
resisten tersebut akan dapat dipindahkan ke sel lain. Pada sel itu sendiri,
plasmid akan bereplikasi atau mengadakan insersi pada kromosom dan
sel ini menjadi resisten terhadap antibiotik. Transposon adalah urutan
segmen DNA yang dapat berpindah posisi di genom yang sama dalam
satu sel. Perpindahan ini sering juga disebut dengan transposisi dan
proses ini menyebabkan mutasi. Transposon (Tn) juga biasa disebut
sebagai jumping genes, dan merupakan salah satu contoh dari elemen
genetik bergerak (Mobile Genetic Elements). Insertion sequence = IS
(simple transposon) adalah elemen DNA yang bersifat mobile pada
bakteri, biasanya mengandung gen transposase. Struktur ini dapat
mengubah urutan DNAnya sendiri dengan memotong dari lokasi DNA dan
pindah ke tempat lain. Akibatnya IS menyebabkan susunan genom
berubah, terjadi delesi, inversi, duplikasi dan fusi replikasi.

Transposisi mempunyai peranan dalam proses evolusi beberapa
plasmid bakteri. Sebagai contoh, integrasi plasmid F yang berasal dari E.
coli ke dalam kromosom bakteri seringkali terjadi melalui proses
rekombinasi antara suatu transposon yang ada di dalam plasmid dengan

transposon yang homolog di dalam kromosom bakteri.

47



Pada masa kini, transposon dianggap sebagai relik (peninggalan)
evolusi dari masa lalu dan dianggap sebagai sisa-sisa virus yang telah
terintegrasi ke dalam genom suatu organisme. Elemen genetik yang dapat
bertransposisi ditemukan baik dalam prokaryot, eukaryot, maupun dalam
bakteriofag. Semua transposon membawa kode genetik untuk satu atau
lebih dari satu protein yang diperlukan untuk transposisi. Di samping itu,
beberapa transposon juga membawa gen lain yang menghasilkan fenotipe

tertentu, misalnya ketahanan terhadap antibiotik tertentu (Yuwono, 2005)
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Gambar 8 :Transformasi, transduksi atau konyugasi pada bakteri
(Neu HC, Gootz TD. 1996)

Berdasarkan mekanisme perpindahan (transposisi), transposon

dapat di kelompokkan menjadi tiga kategori, yaitu transposon potong-
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tempel (cut-and-paste  transposon), transposon  repliktif, dan
retrotransposon. Transposon potong-tempel dapat berpindah dari satu
lokus ke lokus lain dengan cara dipotong dari satu lokus pada kromosom
dan ditempelkan pada lokus lain yang dapat terletak pada kromosom yang
berbeda. Transposon replikatif (replicative transposon) mengalami
transposisi dengan melibatkan proses replikasi elemen DNA transposon.
Enzim transposase yang dikode oleh elemen genetik tersebut berperan di
dalam proses interaksi dengan sisi tempat penyisipan transposon. Dalam
interaksi tersebut, elemen DNA transposon direplikasi dan salah satu
turunan (copy) disisipkan pada sisi baru, sedangkan elemen DNA aslinya
tetap berada di sisi semula. Retrotransposon disebut juga jenis
transposon kelas | yang dapat digambarkan sebagai copy and paste.
Retrotransposon menyalin dirinya dalam dua tahap, pertama dari DNA ke
RNA dengan transkripsi. Kemudian, dari RNA kembali ke DNA oleh
transkripsi balik. Salinan DNA ini kemudian dimasukkan ke genom pada
posisi baru. Transkripsi balik dikatalisis oleh enzim transkriptase yang
sering dikodekan oleh transposon sendiri.

Insertion sequence element atau biasa juga disebut elemen IS
adalah fragmen pendek DNA yang mengkode fungsi enzim untuk
rekombinasi spesifik pada tempat-tempat tertentu dengan sekuens
pengulangan inversi pada tiap-tiap ujungnya. Sekuens tersebut tidak

berperan langsung pada timbulnya resistensi tetapi berfungsi sebagai
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tempat terintegrasinya elemen yang menimbulkan resistensi seperti
plasmid atau transposon.

Integron merupakan unit genetik yang tidak mobil dan tidak dapat
menggandakan diri, tetapi dapat mengkode integrase dan menyediakan
tempat spesifik untuk gene cassettes. Gene cassette adalah elemen
pengkode penentu resistensi, umumnya tidak memiliki promoter dan
dengan sekuens berulang secara downstream. Integron mengawali
penangkapan gene casseffe pada tempat yang sama sehingga
menimbulkan kumpulan gen —gen resisten.

Integron merupakan sistem ekspresi gen yang menginkorporasi
daerah Open Reading Frame (ORF) dan mengubahnya menjadi gen
fungsional. Komponen esensial integrin meliputi gen integrase (intl),
tempat attachment (attl) dan promoter yang nantinya akan memulai
ekspresi gen apapun yang terintegrasi dan sesuai (Carattoli, 2001).

Sebuah integron biasanya ditentukan dengan keberadaan gen
integrase (int/) dan proximal primary recombination site (attl). Urutan asam
amino pada integrase Intl dijadikan dasar penentuan kelas integron (Yang
et al, 2015). Ada empat kelas integron yang diketahui yang sejauh ini
sering ditemukan pada isolat. Integron kelas 1 berarti membawa int/1,
kelas 2 membawa int/2, kelas 3 membawa int/3 dan kelas 4 dengan int/4.
Integron yang paling prevalen pada hampir semua strain adalah integron
kelas 1. Integron ini unik dan dicirikan dengan keberadaan dua sekuens

yang tetap terjaga (Conserved Sequence/CS) 5 dan 3’.yang terdapat
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region yang variabel di dalamnya. Komponen penting dari integron kelas 1
adalah gen integrase (intl1) dan tempat penempelan pada gene cassette
(attl) dimana terdapat 5 CS. Adapun 3'-CS diidentifikasi dengan
keberadaan gen resistensi sulphonamides (sul1), gen resisten (qacEA1),
dan ORF5 dan ORF6 dengan fungsi yang belum diketahui. Integron kelas
1 dapat mengkode satu atau lebih gene cassettes pada region yang

variabel (gambar 9.).

58 3*-CH
F

. I l-| S B NP e P s
[ g ttll.. .vr.rﬁ Filncs e 1. Ir:am.t Al suir Hum-f-|

Resistance gene I

l_"
|gsnaaBHL., Jﬂmmi'wmll Lm tﬂl swll .|rmrs

Gambar 9 : Presentasi skematik dari integron kelas 1 dan model akuisisi

gene cassette (Carattoli, 2001)

4. Multiple Drug Resistance Demam Tifoid (MDR DT) dan Resisten
GyrA
Multidrug resistance demam tifoid (MDR DT), disefenisikan sebagai
resistensi yang terjadi pada semua obat lini pertama antibiotik (ampisilin,
co-trimoxazole, dan kloramfenikol). Kejadian MDR pada S. typhi ini
pertama kali dilaporkan terjadi di China pada akhir tahun 1870an. Dua

tahun berikutnya dilaporkan adanya strain S. typhi MDR di India, Pakistan
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and Arab. Keberadaan plasmid INCHI1 yang membawa MDR ini
terobservasi dan sekarang telah tersebar secara global (Phan and Wain,
2008).

Sifat resistensi terhadap antibiotik melibatkan perubahan genetik
yang bersifat stabil dan diturunkan dari satu generasi ke generasi lainnya,
dan setiap proses yang menghasilkan komposisi genetik bakteri seperti
mutasi, transduksi (transfer DNA melalui bakteriofaga), transformasi (DNA
berasal dari lingkungan) dan konjugasi (DNA berasal dari kontak langsung
bakteri yang satu ke bakteri lain melalui pili) dapat menyebabkan
timbulnya sifat resisten tersebut. Proses mutasi, transduksi dan
transformasi merupakan mekanisme yang terutama berperan di dalam
timbulnya resistensi antibiotik pada bakteri kokus Gram positif, sedangkan
pada bakteri batang Gram negatif semua proses termasuk konjugasi
bertanggung jawab dalam timbulnya resistensi (Sande, 1990). Persoalaan
yang muncul berikutnya adalah adanya resistensi terhadap satu atau lebih
antibiotik atau antimikroba terutama antibiotik lini pertama (Multi Drug
Resistance).

Pada tahun 1948, kloramfenikol ditemukan dan dilaporkan sangat
efektif dan umum digunakan dalam mengobati demam tifoid. Hingga pada
tahun 1972 strain S. typhi yang resisten terhadap kloramfenikol menjadi
masalah yang besar. Olarte dan Emma (1973) melaporkan adanya S.
typhi yang resisten terhadap kloramfenikol di Meksiko. Laporan ini

kemudian dilaporkan pula oleh negara-negara lain yaitu India (1972),
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Vietnam (1973) dan Korea (1977). Strain-strain tersebut dilaporkan juga
resisten terhadap ampicilin. Penggunaan ko-trimoxazol efektif digunakan
pada strain-strain yang resisten tersebut. Hingga pada tahun 1975
dilaporkan adanya resisten terhadap Co-trimoxazole di Prancis. Pada
akhir 1980an, muncul strain S. typhi yang resisten terhadap tiga antibiotik
tersebut.

Fluoroquinolon menjadi obat pilihan untuk mengatasi Multidrug
resistant (MDR) secara luas. Timbulnya kasus-kasus MDR menjadikan
fluoroquinolon merupakan antibiotik yang kemudian dapat mengobati
demam tifoid. Antibiotik tersebut juga telah direkomendasikan oleh WHO
sejak tahun 2003. Isolat S. typhi yang resisten terhadap fluoroquinolon
yang disebabkan mutasi pada gen gyrA justru mengalami peningkatan
secara internasional (Phan et al. 2016) walaupun sebenarnya sejak tahun
1992, telah dilaporkan adanya isolat S. typhi yang resisten terhadap
Fluoroquinolon di Inggris. Kasus-kasus serupa juga dilaporkan dari
beberapa negara termasuk India. Akhirnya generasi ketiga cephalosporin
digunakan dan kemudian diikuti laporan resisten terhadap antibiotik
tersebut (Ugboko and Nandita, 2014).

Target fluoroquinolo adalah subunit DNA gyrase yang dikode oleh
gen gyrA dan gyrB, dan DNA topoisomerase IV gen parC dan parE.
Mutasi yang terjadi terletak pada kodon 83 dan 87 pada gen gyrA dan
dikaitkan dengan resistensi (Wain et al., 1997). Mutasi pada gyrA

umumnya melibatkan subtitusi grup hidroxyl dengan grup hidrofobik. Hal
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ini menyebabkan perubahan konformasi sehingga fluoroquinolon tidak lagi
mengikat (Smith, 2004).

Resistensi Salmonella terhadap antibiotik ini dikelompokkan menjadi
dua mekanisme. Pertama, gen gyrA dan gyrB yang mengkode sub unit
DNA girase akan menarget mutasi pada Quinolone-Resistance-
determining Region (QRDR) dan ParC pada sub unit topoisomerase |V.
Modus yang kedua adalah mengubah ekspresi system efflux AcrAB-TolC
yang menyebabkan mutasi pada sistem gen regulasi (Levy et al, 2004 dan
Olliver et al. 2005, Hooper and Jacoby, 2015). Indikasi berdasarkan
penelitian oleh Hirose dkk, adalah mutasi pada gyrA merupakan hal yang
penting mengapa terjadi resisten terhadap fluoroquinolon pada serovars
Typhi and Paratyphi A. (Hirose, et al. 2002)

Mekanisme resistensi Quinolon dapat dilihat pada gambar 8, yaitu
(1) Resistensi pada target, yaitu terjadinya mutasi pada gyrase and
topoisomerase IV yang melemahkan interaksi enzim quinolon (2)
Resistensi oleh plasmid, (2a) protein Qnr (kuning), peotein yang dapat
melemahkan ikatan topoisomerase pada DNA dan melindungi kompleks
enzim DNA dari quinolon (2b) Aac(6')-lb-cr yang merupakan
aminoglycoside acetyltransferase yang mengasetilasi nitrogen bebas pada
cincin karbon dari ciprofloxacin dan norfloxacin, sehingga efektifitas
kedua obat tersebut menurun. (2c) Plasmid yang mengkode efflux pumps
menurunkan konsentrasi quinolon dalam sel. (3) Resistensi pada

kromosom. (3a) rendahmya ekspresi porin terutama pada Gram negatif
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menyebabkan menurunnya pemasukan obat ke dalam (3b) Terlalu
tingginya ekspresi kromosom yang mengkode efflux pumps menurunkan

retensi obat dalam sel (Gambar 10) (Aldred, et al. 2014).
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Gambar 10. Mekasnisme resistensi Quinolon (Aldred, et al. 2014)

Mekanisme resistensi antibiotik S. typhi dimediasi oleh dua faktor
yaitu akuisisi oleh gen asing melalui plasmid dan mutasi pada kromosom
(Holt et al., 2008). Plasmid yang mengkode resistensi kloramfenikol
pertama kali dilaporkan pada awal 1970an dan diikuti epidemik yang
meluas di Amerika. Pada penggunaan ampisilin ternyata juga dilaporkan
adanya strain yang mengandung plasmid resisten terhadap ampicilin.
Pada tahun 1980 diperkenalkan Ko-trimoxazol dan tidak berapa lama
ditemukan plasmid resisten terhadap trimethorpim dan sulfonamida.
Kasus pertama Salmonella enteric serovar typhi yang memiliki plasmid
resisten terhadap ampicilin, kloramfenikol dan Ko-trimoxazol dilaporkan
berasal dari Asia tenggara (Mlrza et al., 2000). Kebanyakan resistensi
obat pada organisme mengalami perubahan genetik apakah akibat mutasi

kromosom atau akuisisi plasmid atau transposon. Hal serupa juga

95



diuraikan dalam Phan and Wain, 2008 bahwa terdapat kestabilan plasmid
IncHI1 pada S. typhi terkait perkembangan resistensi terhadap antibiotik.
Laporan pertama mengenai isolat S. typhi yang membawa plasmid IncHI
yang resisten terhadap Kloramfenikol, tetrasiklin, streptomisin, dan
sulfaonamida ditemukan pada kejadian luar biasa di Kota Meksiko.
Penemuan S. typhi membawa IncHI1 ditemukan berikutnya pada dua
kejadian luar biasa di Vietham dan India pada tahun yang sama. Pada
semua plasmid yang ditemukan dari tiga kejadian luar biasa tersebut,
memiliki grup IncHI1 dengan ukuran yang sama meskipun berbeda fenotip
yang terkait dalam resistensi terhadap merkuri dan kemampuan
menggunakan sitrat.

Akibat adanya penyebaran S. typhi yang resisten terhadap
kloramfenikol maka terjadi perubahan terapi antibiotik dengan
menggunakan ko-trimoxazol atau ampisilin di beberapa wilayah termasuk
India dan Vietnam. Hal ini memunculkan S. typhi Multiple Drug Resistant
(MDR) yang pertama kali dilaporkan pada tahun 1988 di Kashmir. Demam
tifoid dengan S. typhi MDR juga dilaporkan terjadi di Mesir pada tahun
yang sama, Shanghai pada tahun 1988-1989, di Qatar pada tahun 1988
dan Selatan India pada tahun 1989. Beberapa isolat dari wilayah-wilayah
tersebut mengandung plasmid dengan berat molekuler yang tinggi yaitu
150kb hingga 185kb. Dengan demikian, S. typhi MDR telah menyebar
secara global dan pada tahun 1998, plasmid S. typhi MDR dari dapat

diisolasi dari seluruh dunia.
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a. Resistensi akibat akuisisi plasmid

Plasmid merupakan molekul DNA yang kecil dan terpisah dari DNA
kromosomal, sehingga kemudian disebut DNA ekstrakromsomal.
Umumnya, bakteri menggunakan plasmid untuk beradaptasi dengan
tekanan lingkungan dan plasmid diketahui memiliki kemampuan untuk
bereplikasi secara independen. Resistensi strain bakteri terhadap
antibiotik dapat terjadi karena adanya suatu gen yang terdapat di dalam
plasmid. Plasmid ini berbentuk sirkuler dan dapat berpindah dari satu sel
ke sel lain melalui mekanisme konyugasi. Sehingga plasmid dari strain
bakteri yang diisolasi dari daerah yang sama dan dilakukan pada saat
yang sama dapat menunjukkan karateristik plasmid yang tidak berbeda
(homogen). Hal ini dapat dilihat dari hasil penelitian Thong et al., 2000,
yang menggunakan teknik Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) untuk
menganalisis secara molekuler sensitivitas antibiotik dan Salmonella typhi
MDR dari wilayah-wilayah endemik tifoid.

Berdasarkan kemiripan struktur pilus H, terdapat dua grup Inc pada
H incompatibility complex, yaitu IncHI and IncHIl. Semua plasmid IncH
plasmids merupakan molekul berukuran besar dengan ukuran 150 kb atau
lebih dan peka terhadap temperature untuk transfer konyugatif.
Berdasarkan pada pemotongan dengan restriksi pada studi hibridisasi
DNA dan incompatibility, grup plasmid IncHI dibagi menjadi tiga subgroup

yaitu; IncHI1, IncHI2 and IncHI3. Meskipun grup-grup tersebut tidak
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kompatibel satu sama lain, plasmid tersebut memiliki homologi minimal
satu sama lain (Phan and Wain, 2008).

Plasmid dari Enterobacteriaceae dikategorikan menjadi dua grup
berdasarkan kemampuan atau ketidakmampuan plasmid bersama dalam
sel bakteri. Plasmid dengan grup inkompabilitas (Inc) yang sama
merupakan plasmid yang terhubung erat, dengan mekanisme replikasi
dan fungsi plasmid yang hampir sama. Plasmid tersebut dinamakan
incompatibility group (Inc) HI1 yang merupakan vektor penting dalam
resistensi antibiotik pada S. typhi. Plasmid IncHI1 kemudian dapat diisolasi
dari strain S.typhi yang merupakan MDR. Mekanisme resistensi antibiotik
melalui plasmid ini terjadi dengan: inaktivasi obat dan mengurangi
permeabilitas membran, modifikasi titik target dan efflux antibiotik. Holt et
al., 2011 menyebutkan bahwa plasmid IncHI1 dapat pindah dari kelompok
Enterobacteriaceae dan kelompok bakteri gram negatif lainnya. Di alam
plasmid IncHI1 dideteksi pada isolat Salmonella enteric dan Escherichia
coli.

Plasmid IncHI1 merupakan vektor penting dalam resistensi antibiotik
pada Salmonella enterica subspesies enterica serovar typhi dan S.
Paratyphi A. Pada S. typhi, plasmid IncHI1 diketahui muncul pada tahun
1970an dan menyebar secara global. Keberadaan plasmid ini terus
terjaga dalam populasi bakteri meskipun tanpa adanya seleksi antibiotik

(Phan and Wain, 2008).
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Terdapat tiga plasmid yang telah diurut atau disekuensing urutan
nukeotidanya secara lengkap, yaitu plasmid IncHI1 R27 (180kb), plasmid
pHCM1 (218kb) (gambar 16) and pAKU1 (212 kb). Sherburne et al. 2000,
dan Parkhill et al. 2001 melaporkan bahwa R27 yang merupakan prototipe
dari plasmid IncHI1, telah diisolasi untuk pertama kalinya di UK dari
bakteri Salmonella Typhimurium pada tahun 1961. Plasmid ini dinyatakan
sangat mirip dengan plasmid yang terdapat pada plasmid yang ditemukan
pada S. typhi. Plasmid pHCM1 berasal dari S. typhi yang ditemukan di
Vietnam pada tahun 1993, pAKU1 dari S. paratyphi A dan strain
AKU12601 dari Pakistan pada tahun 2002. Ketiga plasmid tersebut
berbagi urutan dasar yang sama dimana lebih dari 99% identik pada
tingkat DNA termasuk 83% urutan pAKU1. Hal ini menunjukkan adanya
hubungan evolusi yang sangat dekat dan juga penyebaran plasmid MDR
dalam serovar salmonella yang terbatas pada manusia ke manusia yang
lain.

b. Resistensi kromosom

Resistensi yang sebabkan oleh kromosom terjadi karena mutasi
pada gen yang menjadi target obat atau sistem transport membran yang
mengontrol masuk dan keluarnya obat. Frekuensi mutasi spontan berkisar
1077 hingga 10°lebih rendah dari frekuensi akuisisi resistensi oleh
plasmid. Resistensi terhadap fluoroquinolon dilaporkan disebabkan oleh
mutasi titik pada gen gyrA yang mengkode enzim gyrase, tepatnya pada

daerah QRDR (Quinolone Resistance Determining Region). Demikian pula
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resistensi pada trimethoprim yang disebabkan mutasi gen kromosomal
yang mengkode enzim dihydrofolate reductase. Resistensi terhadap
sulfonamide disebabkan oleh mutasi gen kromasomal yang mengkode
enzim dihydropteroate synthetase yang mengurangi afinitas ikatan pada
obat (Ugboko and Nandita, 2014).

F. Evolusi Salmonella typhi

Salmonella berasal dari Escherichia coli sekitar 100 juta tahun yang
lalu. Kromosom sirkuler Salmonella and E. coli secara genetik hampir
sama dengan ukuran 4.5-5 juta pasangan basa dan mengkode sekitar
4,500 gen. Pada tingkat asam amino, kesamaannya mencapai 80%.

Akuisisi dari genomic islands yang dikenal dengan istilah
Salmonella Pathogenicity Islands (SPIl), merupakan hal penting dalam
evolusi Salmonella. Terdapat SPI 1 baik pada Salmonella bongori and S.
enterica tetapi tidak pada E. coli. Keberadaan ini konsisten oleh akuisisi
tunggal dari nenek moyang yang sama pada semua turunan Salmonella.
Keberadaan SPI 2 terdapat pada S. enterica tetapi tidak pada S. bongori
menunjukkan adanya konsistensi asal S. enterica setelah keberadaan S.
bongori.

Variasi gen untuk biosintesis antigen membuat pembagian
setidaknya 1.500 serovar dan setiap serovar memiliki keragaman
kromosom sebagai akibat mutasi titik, apakah karena penambahan atau
kehilangan gen. Jadi, sekitar 90% serovar sama-sama membagi gennya

dengan lebih dari 98% identitas nukleotida.
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Seperti halnya penyakit Pes, kolera dan cacar air, demam tifoid
merupakan salah satu penyakit infeksi klasik pada manusia. Penyakit
demam tifoid ini tersebar melalui saluran cerna oral oleh makanan dan
minuman yang terkontaminasi oleh Salmonella enterica serovar typhi
(Typhi). Bakteri ini merupakan bakteri gram negatif yang diklasifikasikan
sebagai serovar dari spesies S. enterica.

S. enterica merupakan spesies yang dikenal penyebab
gastroenteritis pada hewan termasuk manusia. Hal yang berbeda menurut
Parkhill, et al. 2001, adalah dibanding dengan serovar S. enterica yang
lain, Typhi merupakan patogen yang terbatas hanya pada manusia yang
menyebabkan infeksi sistemik (demam tifoid) dan infeksi kronik (karier
asimptomatik). Sejumlah proses evolusi mengimplikasikan bagaimana
adaptasi Salmonella typhi pada niche yang terspesialisasi ini termasuk
akuisisi horizontal beberapa Salmonella Pathogenicity Islands (SPI) dan
hilangnya fungsi gen secara ekstensif.

Typhi, bersama dengan patogen lain yang patogen terhadap
manusia seperti Yersinia pestis, Bordetella pertussis dan bacillus anthracis
merupakan organisme monoformik. Genom isolat Typhi sangat terjaga
dan saling terkait secara klonal. Analisis filogenetik dari urutan DNA
genom menunjukkan populasi Salmonella typhi secara global merupakan
klonal dan berasal dari asal yang sama yang berpindah pada populasi
manusia sejak ribuan tahun silam (Roumagnac, et al. 2006 dan Holt et al.

2008 dalam Wong, et al. 2015). Reeves et al. 1989 dalam Parkhill et al.,
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2001 menyebutkan bahwa manusia merupakan satu-satunya inang
Salmonella typhi. Bakteri ini terbatas bersifat patogen bagi hewan. Hasil
analisis isoenzim menunjukkan isolat S. typhi di seluruh dunia memiliki
hubungan kekerabatan satu sama lain.

Beberapa taksa bakteri dapat dikelompokkan dalam pembagian
sub yang lebih beragam, kelompok klon (komplek klona atau ekotipe)
sebagai hasil diferensiasi dari penggantian klonal, seleksi menyeluruh,
seleksi periodi atau terjadinya pengurangan populasi secara drastis.
Isolasi geografis dan penggantian klonal juga akan menyebabkan
terjadinya perbedaan filogeografis pada bakteri patogen di seluruh dunia
bahkan pada bakteri yang secara genetik baru merupakan patogen
monomorfik seperti Mycobacterium tuberculosis dan Yersinia pestis.
Salmonella typhi merupakan bakteri yang secara genetik adalah
monomorfik bakteri patogen yang terbatas pada manusia.

Genom S. typhi mencapai 4-5 juta pasang basa dan mengkode 4000
gen dimana lebih dari 200 diantaranya tidak berfungsi secara aktif.
Kondisi genom ini hampir sama dengan genom bakteri enterik yang lain
yang memiliki kromosom dengan ukuran 4.3-5.0 Mb. Beberapa strain yang
berbeda memiliki DNA ekstrakromosomal yang disebut plasmid. Plasmid
ini sering mengandung gen yang diasosiasikan dengan resistensi
antibiotik dan virulensi (Baker and Dougan, 2007). Berdasarkan S. typhi

yang diisolasi dari seluruh dunia mengindikasikan bahwa bakteri tersebut
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berasal dari nenek moyang yang sama sekitar 30.000 hingga 50.000
tahun yang lalu.

Plasmid dengan ukuran yang besar seperti IncHI1
diyakini telah menginfeksi inang secara sesuai. Hasil penelitian di
laboratorium menunjukkan adanya ko-evolusi pada bakteri yang
membawa plasmid dengan nenek moyang bakteri yang tidak membawa
plasmid menujukkan adanya kesesuaian dan dapat sesuai dengan sel
yang baru. Jika hal ini berlangsung dalam kondisi alami maka sekali
plasmid konyugatif terdapat dalam populasi bakteri maka plasmid tersebut
akan tetap ada meskipun seleksi alami (penggunaan antibiotik) ditiadakan.
Lebih jauh lagi, akuisisi plasmid yang baru sebagaimana yang terdapat di
S. paratyphi A, menunjukkan penyebaran plasmid terus terjadi.

Meskipun plasmid IncHI1 secara umum hanya terdapat pada S.
typhi, berdasarkan transmisi termo-sensitif dan jarak kekerabatan yang
luas, plasmid tersebut berasal dari bakteri tanah. Pola resistensi
kloramfenikol yang merebak pada tahun 1972, merupakan akibat dari
penyebaran plasmid IncHI1 secara global pada S. typhi dan diakuisisi oleh
S. paratyphi A. Studi pencarian evolusi alami dari plasmid dengan
fenotipik yang dominan dan hubungan antara bakteri yang cocok untuk
resistensi antibiotik masih sangat sulit diketahui.

Pada era genomik sekarang ini, strain-strain dapat dikumpulkan dari
berbagai negara-negara yang merupakan endemik resisten antibiotik dan

dianalisis datanya melalui teknologi pengurutan atau sequensing dengan
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454 dan Solexa. Melalui teknologi ini, hubungan antara gen yang dibawa
oleh plasmid dengan bakteri yang sesuai dapat diwujudkan jika memang
ada hubungan kekerabatannya.

Genom Salmonella enterica Serovar typhi yang telah dapat dilihat
urutannya adalah strain CT18 dan Ty2. Strain CT18 memiliki genom
dengan ukuran 4.809.037 bp termasuk gen resisten terhadap antibiotik.
Pada genom ini terdapat lebih 200 pseudogen, 218,150 bp terkait gen
MDR pada plasmid IncH (pHCM1) (tabel 2) (Parkhill et al. 2001).
Sedangkan genom Ty2 mengandung 4.8Mb dengan pseudogen juga lebih
dari 200. Pada CT18 dijumpai dua plasmid dan salah satunya terkait
MDR. Strain Ty2 tidak memiliki plasmid dan sensitif pada antibiotik.
Genom TY2 mengandung kromosom sirkuler dengan 4,791,961 bp
dengan jumlah rata-rata kandungan GC sebesar 52.05% (Deng et al.
2003).

Meskipun demikian, keragaman global, struktur genetik populasi, dan
sejarah evolusi dari S. typhi masih sangat kurang dipahami. Spekulasi
pada S. typhi, yang secara ekslusif terdapat di Indonesia memiiki antigen
flagellar z66. Antigen flagellar merupakan antigen berupa protein flagellin
oleh gen fliC yang mengekspresikan flagellin H:d dan H:j. S. typhi yang
mengekspresikan flagellin H;j hanya ditemukan di Indonesia. Selain itu
ada juga flagellin z66 yang disandi oleh fliB266 (Frankel et al. 1989).

Penelitian sejarah evolusi dan struktur populasi genetik S. typhi

dilakukan dengan menemukan mutasi. Hal ini dilakukan pada 200
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fragmen gen yang terdiri atas masing-masing 500 bp dari 105 strain yang
dikumpulkan secra global. Pada 200 gen tersebut meliputi 121
housekeeping gene, 50 gen pengkode struktur permukaan sel, regulasi
dan patogenisitas dan 29 pseudogen (Rougmagnac et al. 2006).
Keberadaan 200 gen tersebut menunjukkan telah terjadi distrupsi dan
inaktivasi. Baker and Dougan, 2007 menyebutkan, distrupsi dan inaktivasi
tersebut merujuk pada pseudogen dan gen yang terdapat pada
pseudogen S.typhi tersebut terdapat pula pada S. enterica serovar
paratyphi A. Beberapa gen tersebut memiliki gen inaktif akibat mutasi
yang identik. Hal ini menunjukkan adanya asal evolusi yang sama.

Tabel 2. Gambaran genom Salmonella typhi CT 18 (Parkhill et al.2001)

Component of genome Property
Chromosome
Total size 4,809,037 bp
G+C content 52.09%
Coding seguences 4,599
... of which pssudogenes 204
Coding density B7.6%
Average gene length 958 bp
Ribosomal RMAs B x (165-235-55), 1 = (165-235-55-55)
Transfer RNAs 78
Other stable BNAs 8
pHCMA1
Total size 218,150 bp
G+C content 47.58%
Coding sequences 249
... of which psaudogenes B8
Coding density B83.8%
Awverage gene length 759 bp
pHCMZ2
Total size 106,516 bp
G+C contant 50.6%
Coding sequences 131
... of which pseudogenes o
Coding density B7.1%
Average gene length 708 bp

Transfer RMNAs 1
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G. Multiple Drug Resistance (MDR) S. typhi H58

Melalui skema pengelompokan berdasarkan Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), S.typhi dapat distratifikasi menjadi haplotype.
Melalui pendekatan ini, klonal MDR haplotye S. typhi, H58 muncul dengan
frekuensi yang terus meningkat di beberapa negara di Afrika dan Asia.
Dengan adanya H58 ini, plasmid MDR IncHI1 dan mutasi titik kromasomal
bukan lagi hal yang baru (Wong et al, 2015). Holt et al, 2011 melaporkan
MDR pada S. typhi secara ekslusif dimungkinkan adanya tansmisi plasmid
IncHI1 yang membawa gen-gen yang resisten terhadap antibiotik. Hasil
penelitian ini diperoleh setelah dilakukan identifikasi 300 lebih single
nucleotide polymorphisms (SNPs) pada region plasmid IncHI1 dan
melakukan genotyping baik NSP Plasmid dan SNP genotyped kromosom
450 S. typhi yang dikumpulkan mulai tahun 1958. Hasilnya menunjukkan
bahwa sejak awal tahun 1995, berbagai ragam tipe plasmid telah
terdeteksi pada haplotype S. typhi. Plasmid-plasmid dengan kemiripan
tinggi diketahui merupakan haplotype S. typhi. Hal ini menunjukkan
adanya transfer plasmid. Hal yang berbeda terjadi sejak tahun 1995,
sekitar 98% plasmid S. typhi MDR memiliki urutan tipe 6 atau biasa
disebut plasmid sequence type 6 (PST6) dan S. typhi haplotipe H58. Ini
mengindikasikan adanya penyebaran global klon MDR.

Untuk mengetahui perbandingan antara PST6 dan plasmid IncHI1,
Holt et al, 2011 melakukan uji fenotiping dengan membandingkan

pengaruh plasmid IncHI1 PST6 dan plasmid PST1 pada inang S. typhi.
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Plasmid PST6 memiliki kemampuan tumbuh pada medium garam dengan
konsentrasi tinggi (NaCl 4.7%). Untuk mengidentifikasi SNP pada plasmid,
dilakukan analisis urutan/sikuens. Hasilnya menunjukkan dari semua isolat
yang dikumpulkan sebelum tahun 1995 terdapat variasi haplotype plasmid
dan haplotype bakteri S. typhi. Ini menunjukkan tingginya laju tifoid MDR
disebabkan kombinasi plasmid typhi (Holt et al, 2011). Dalam studi ini Holt
et al, 2011 menemukan bukti adanya transfer plasmid pada S. typhi yang
lebih tua dan secara umum tifoid MDR terbaru merupakan kombinasi
plasmid tunggal (S. typhi H58-IncHI1 plasmid ST6).

Ekspansi H58 ini telah dilaporkan sebelumnya dan telah mencapai
Afrika (Rougmagnac et al., 2006). Holt et al., 2011 menyebutkan bahwa
pada pelacakan S. typhi dan plasmid MDR yang dikumpulkan dari 450
pasien sejak tahun 1958 menunjukkan adanya dominansi penyebaran
MDR sebagai kombinasi S. typhi dan plasmid. Dalam penelitian tersebut
diketahui bahwa tifoid MDR senantiasa ditujukan pada kombinasi plasmid
dan inang (S. typhi H58-IncHI1 Plasmid PST6) atau dengan kata lain S.
typhi H58 senantiasa diasosiasikan dengan akuisisi plasmid PST6

(gambar 11.)
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Gambar 11 : Uji kompetitif S. typhi H58 dan H1 dengan atau tanpa
Plasmid IncHI1 (Holt et al., 2011).

Hasil analisis data menunjukkan plasmid PST6 plasmid berasal dari
nenek moyang S. typhi H58. Ini mengindikasikan adanya ekspansi S. typhi
H58 yang disebelumnya diawali dengan akuisisi plasmid. Sebagaimana
diketahui, S. typhi H58 tertua yang diisolasi adalah 9105928K yang
diambil dari India pada tahun 1991 dan ternyata merupakan MDR. Ini
menunjukkan bahwa inisiasi ekspansi S. typhi H58 memiliki hubungan
dengan akuisis plasmid PST6 (Holt et al., 2011).

Chiou et al., 2014 menyimpulkan bahwa multidrug Resistant pada S.
typhi senantiasa dihubungkan dengan perpindahan plasmid IncHI1 yang
membawa panel gen resisten terhadap ampisilin, kloramfenikol,
streptomisin, sulfonamid, tetrasiklin dan trimethoprim. Studi yang

dilakukan Holt et al., 2011 menunjukkan sejak 1995 terdapat 98% S.
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typhi MDR yang merupakan H58 yang membawa pasmid IncHI1 tipe 6
(PST6).

Dalam laporan penelitian yang dilakukan oleh Wong et al., 2015
dijelaskan bahwa isolat H58 pertama kali didapatkan pada tahun 1992
(Fiji) dan 1993 (Fiji dan Vietnam). Keberadaan isolat H58 ini terus
meningkat setiap tahun mulai 1992 hingga 2013. Ini menunjukkan terjadi
peningkatan 40% setiap tahunnya. Gen resisten yang paling umum yang
terdeteksi adalah blaTEM-1 (resisten terhadap ampisilin), dfrA7, sul1 dan
sul2 (resisten terhadap trimethoprim dan sulfonomida), catA1 (resisten
terhadap kloramfenikol) dan strAB (resisten terhadap streptomisin) dan
gen-gen tersebut ditemukan pada isolat H58.

Dyson et al. 2019. Menyebutkan bahwa sejak tahun 1970an terjadi
peningkatan penyebaran S. typhi dengan genetik tertentu yaitu Haplotype
58 (H58). H58 ini disimpulkan memiliki hubungan dengan fenotip MDR.

H. Definisi Operasional
1. Demam tifoid : penderita dengan infeksi S. typhi dan mempunyai
gejala seperti demam, lidah kotor, sakit kepala,nafsu makan
menurun, bradikardi relatif, mual,dan nyeri otot.
2. Resistensi antibiotik adalah tidak terhambatnya pertumbuhan
bakteri dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis

normal yang seharusnya atau kadar hambat minimalnya.
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Multi Drugs Resistance (MDR) pada penderita demam tifoid adalah
resistensi terhadap antibiotik lini pertama vyaitu Kloramfenikol,
Ampisilin atau Amoxicillin dan Trimetroprim-sulfametoksazol.

Salmonella typhi MDR H58 adalah strain Salmonella typhi yang
membawa gen-gen blaTEM-1 (resisten terhadap ampisilin), dfrA7,
sult dan sul2 (resisten terhadap trimethoprim dan sulfonomida),
catA1 (resisten terhadap kloramfenikol), strAB (resisten terhadap

streptomisin), dan gen terkait resisten pada fluoroquinolon (gyrA).

. Hipotesis

1.

2.

3.

4.

Terdapat S.typhi dengan tingkat sensitivitas terhadap antibiotik dari
penderita demam tifoid di Makassar berdasarkan uji sensitivitas
antimikroba

Terdapat gen resisten antibiotik melalui deteksi plasmid IncHi1
S.typhi dari penderita demam tifoid di Makassar dengan teknik PCR
Terdapat gen gyrA terkait resisten pada fluoroquinolon pada S.typhi
dari penderita demam tifoid di Makassar berdasarkan teknik PCR
Terdapat S.typhi dari penderita demam tifoid yang resisten
antibiotik di Makassar berdasarkan teknik simple-PCR berdasarkan

S. typhi MDR H58
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BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah jenis penelitian Cross Sectional mengenai
analisis keberadaan Salmonella typhi Multi-Drug Resistant H58 pada

penderita demam tifoid di Makassar.

B. Populasi dan Sampel Penelitian

1. Populasi penelitian ini adalah penderita demam tifoid dan sampel
penelitian berupa isolat Salmonella typhi yang diambil dari darah
pasien penderita demam tifoid di berbagai rumah sakit dan
puskesmas di Makassar.

2. Teknik sampling dilakukan secara adequasi of finite purposive
sample.

3. Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Biologi Molekuler dan
Imunologi bagian Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Universitas

Hasanuddin.

C. Kiriteria Inklusi dan Eksklusi Sampel

1. Kiriteria Inklusi

Batasan kriteria inklusi sampel adalah sampel berasal dari pasien
yang didiagnosa menderita demam tifoid dan dari kultur menunjukkan

hasil identifikasi positif Salmonella typhi



2. Kiriteria Eksklusi
Batasan kriteria ekslusi sampel adalah sampel berasal dari pasien
yang didiagnosa menderita demam tifoid dan dari kultur menunjukkan

hasil identifikasi negatif Salmonella typhi

D. Analisis Data
Data berupa isolat Salmonella typhi, hasil uji disc diffusion,
keberadaan plasmid, gen gyrA dan H58 akan diintrepetasi dan dianalisis

secara diskriptif.

E. Bahan dan alat
1. Bahan

Medium oxbile Broth (Merck), Salmonella Shigella Agar ( SSA),
Triple sugar iron agar (TSIA), Solid Indol mutiliti (SIM), Methil Red VOGES
Proskauer ( MRVP), Simon citrate Agar (SCA), urea dan uji gula-gula
(glukosa, laktosa, sukrosa dan manitol), pewarnaan gram, larutan NaCL
0,9%, Mueiler-Hilton Agar (Merck), NaCl 0.9%, paper disc yang
mengandung antibiotik, High purity analytical grade celite (Diatom)
(Jansen Chemica,Beerse, Belgium 10.846.79), Guanidium thicyanat
(GuSCN) (Fluka Chemie), Diamine Tetra Acetat (EDTA), Aseton, buffer
TE (Tris-EDTA), Aquades steril, enzim Taq polymerase (Takara Ex Taq,
TM), buffer PCR 10X (Takara Bio, Inc. japan), Primer-primer Forward dan
Reverse, aquades steril, gel agarosa 2%, Tris Borat EDTA ( buffer TBE)

10x, Loading buffer dan Ethidum Bromida (EtBr)
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2. Alat

Cawan petri, tabung reaksi, Erlenmeyer, botol reagen, batang
pengaduk, gelas ukur, sendok tanduk, neraca analitik, ose, Bunsen,
incubator, autoklaf, tabung pengenceran, paper disc, antibiotic, mikropipet
dan tip, antibiotic, tabung efendor, vortex shaker, waterbath, sentrifuse,
Harmle Z229, pompa vakum, stop watch, gyratory shaker, freezer -20° C,
mikropipet dan tip filter, rak tabung eppendorf, DNA thermal cycler (mesin
PCR), lemari pendingin 4 °C, mesin elektroforesis dan power supply,

perangkat UV light, kaca mata anti UV dan kamera digital.

E. Protokol Kerja
1. Kultur dan Identifikasi

Darah dimasukkan ke dalam medium oxbile 1:10 kemudian
diinkubasi pada temperatur 35-37° C selam 24 jam. Koloni yang tumbuh
kemudian diinokulasi ke medium Salmonella-Shigella Agar (SSA) dan
diinkubasi pada temperature 37° C selama 24 jam. Diamati pertumbuhan
koloni, jika ada, dilanjutkan pada medium Triple Sugar Iron (TSl),
diinkubasi 35-37° C selama 18-24 jam, medium Solid Indol Motility (SIM)
Methyl Red- Voges Proskauer (MR-VP), Simon Citrate Agar (SCA), uji
biokimia yang masing-masing diinkubasi 35-37° C selama 18-24 jam.
2. Uji disc diffusion

Pengenceran dilakukan pada suspensi Salmonella typhi dari kultur

untuk mengetahui tingkat kekeruhan denga standar kekeruhan Mac

Farland 0,5. Pada kepekaan yang sesuai dengan 0,5 standar Mc Farland
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mengandung bakteri 1,5 x 10%ml. Bakteri kemudian ditanam pada
permukaan agar dengan dilakukan swab secara merata pada media
Mueller Hinton Agar. Dibiarkan selama 10 menit agar bakteri menempel
pada permukaan media. Masing-masing disk sebanyak yang
mengandung antibiotik kemudian diletakkan pada media Mueller Hinton
Agar dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Diameter zona
hambat yang terbentuk akan diukur dan diintrepretasi beradasarkan
Clinical and Laboratory Standards Institute.
3. Isolasi DNA (Hatta, M. 2001, Boom, R.C.J.A.,1990)

Sebanyak 100 ul kultur S. typhi dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf dan ditambahkan 900 ul buffer L6. Sampel disentrifugasi
dengan kecepatan 12000 rpm selama 10 menit, kemudian endapan
diambil dan ditambahkan 20yl suspensi diatomea (celite) yang
sebelumnya dihomogenkan dengan vortex Shaker. Setelah penambahan
suspensi celite, campuran dihomogenkan kembali lalu diaduk dengan
gyratori shaker pada kecepatan 100 rpm selama 10 menit. Campuran
dihomogenkan dan disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 15
detik. Supernatan yang terbentuk dipisahkan dari endapan (pelet) dengan
menggunakan pompa vakum, endapan kemudian dicuci dengan
menambahakan 1 ml buffer L2, dihomogenkan dan selanjutnya
disentrifugasi lagi dengan kecepatan 12000 rpm selama 15 detik.

Pencucian dengan menggunakan buffer L2 dilakukan dua Kkali.

Setelah supernatan dibuang, ditambahkan 1 ml etanol 70%,
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dihomogenkan dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama
15 detik. Supernatan yang terbentuk dipisahan dari endapan (pellet)
menggunakan pompa vakum. Pencucian dengan menggunakan etanol
70% dilakukan dua kali.

Setelah supernatan dibuang, ditambahkan 1 ml aseton,
dihomogenkan dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama
15 detik. Aseton kemudian dipisahkan dengan membuka tutip tabung
eppendorf lalu dimasukkan dalam inkubator dengan temperatur 65°C
selama 10 menit.

Suspensi kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm
selama 30 detik, lalu sekitar 40-50 pl dari supernatan diambil dan
dipindahkan ke tabung eppendorf yang baru (tabung pertama). Pada
endapan celite yang tersisa ditambahkan 40 ul buffer TE, dihomogenkan
dan diinkubasi dalam inkubatorselam 10 menit temperatur 56°C. Suspensi
disentrifugasi degan kecepatan 12.000 rpm selama 30 detik, kemudian
diambil 40-50 pl supernatan yang terbentuk dan digabung dengan
supernatan pertama.

4. Isolasi DNA Plasmid (Kado and Liu, 1981)

Kultur S. typhi berumur 1 hari dalam BHI Broth sebanyak 1.5 ml di
sentrifugasi 4000 RPM selama 20 menit dan ditambahkan 100ul larutan 1
(Tris HCI pH 7.5-8; 10 mM EDTA; 50mM Glukosa) dicampur dengan cara
divortex, kemudian didiamkan selama 5 menit. Ditambahkan 200 ul

larutan 2 (0,2 N NaOH; 1% Sodium Dedosil Sulfat) dan campur.
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Ditambahkan 150 pl larutan 3 (Kalium Acetat 3% pH 4,8) vortex selama 10
detik. Tabung dibenamkan dalam es selama 5 menit lalu disentrifus.
Supernatan dipindahkan ke dalam tabung ependorf baru, ditambahkan
campuran phenol dan kloroform (1:1) sejumlah volume yang sama dengan
supernatant yang didapat campur dengan vortex. Disentrifus selama 2
menit. Fasa air (fasa atas) dipindahkan dengan hati-hati ke dalam tabung
ependorf baru, disentrifus lagi selama 2 menit, lalu dipindahkan lagi fasa
air yang masih tampak ke dalam tabung ependorf baru yang lain.
Ditambahkan 1 ml ethanol pa, divortex benamkan lagi dalam es selama 5
menit. Disentrifuge selama 20 menit, kemudian buang supernatan.
Ditambahkan kembali 1 ml ethanol pa, campur dengan jalan membalik-
balikkan tabung beberapa kali. Disentrifuge selama 20 menit dengan
posisi dengan posisi orientasi (yaitu arah dan kedudukan tabung dalam
alat centrifuge) sama dengan sentrifuge tahap 10. Supernatant dibuang
dan dikeringkan dalam oven 50 °C. Resuspensi plasmid dalam 50 yl TE
(10 mM Tris pH7.4 atau 0.1211 g%; 1 mM EDTA pH 8 0.0372 g%).
5. Deteksi Salmonella typhi

Sebanyak 2 ul ekstrak DNA dimasukkan dalam tabung PCR yang
berisi 22,5 pl PCR mix (2,5 pl 10x buffer 10x, 0,5 yl Taq DNA polymerase,
2 yl MgCl2, 2,5 uyl ANTP, 15 ul aquades (ddH20), primer forward : (5'-
ACTGCTAAAACGACTACT-3’), reverse: (5-TTAACGCAGTAAAGAGAG -
3’) masing-masing 1 pl. Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan

mesin PCR dengan tahap, denaturasi awal 95 °C selama 10 menit,
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selanjutnya dilakukan sebanyak 35 siklus, dimana setiap siklus terdiri atas
denaturasi 96 °C selama 30 detik, annealing 56°C selama 30 detik,
extension pada suhu 70 °C selama 1 menit. Proses ini dilanjutkan dengan
72 °C selama 1 menit.
6. Deteksi Plasmid IncHI1

Sebanyak 2,5 pl ekstrak DNA sampel dimasukkan ke dalam tabung
PCR yang telah berisi 22,5 yl PCR mix sehingga volume dalam tabung
PCR menjadi 25 pl. Komposisi dari PCR mix adalah: 2,5 ul 10x buffer (10
mM Tris HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgClI2, 0,01% gelatin), 1 pl
primer IncHI1 forward : (5’- GGTCCAACCCATTGCTTTAC -3’), 1 pl primer
IncHI1 reverse: (5- CACGGAAAGAAATCACAAC -3’), 0,5 pl Tag DNA
polymerase, 2,5 yl dNTP, 15 pl aquades (ddH20). Melakukan amplifikasi
pada mesin PCR sebanyak 30 siklus dengan denaturasi awal pada suhu
94 °C selama 3 menit kemudian setiap siklus terdiri dari denaturasi pada
suhu 94 °C selama 30 detik. Annealing pada suhu 58 °C selama 30 detik,
extension pada suhu 72 °C selama 30 detik.
7. Deteksi gen GyrA

DNA hasil isolasi diamplifikasi dengan PCR menggunakan Primer

untuk gyrA (Ling et al. 2003). PCR dilakukan dengan menggunakan
TMDreamT aq Green PCR Master Mix dengan total reaksi volume TM
50ul yang terdiri dari 25ul 2x DreamTaq Green PCR Master Mix, 1 ul dari
1 uM stok primer yang akan menghasilkan produk amplifikasi dengan

ukuran 347 pb, (F, 5-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-3' dan R, 5'-
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TACCGTCATAGTTATCCACG -3') dan 1 pl of DNA templat. Campuran
reaksi PCR diamplifikasi sebanyak 35 siklus dengan denaturasi awal 95°C
selama 5 menit, denaturasi selanjutnya dengan tempertur 94°C selama 1
menit, annealing 52°C selama 1 menit, dan exstension 72°C selama 1
menit. Extension akhir pada 72°C selama 5 menit.
8. Deteksi S. typhi H58 MDR

Proses ini dilakukan pada sampel DNA yang telah diisolasi. Terlebih
dahulu dibuat PCR-mix yang akan diamplifikasi sebanyak 22,5 pl yaitu 2,5
Ml buffer PCR 10X, 0,5 ul Taqg polimerase, 2 ul MgCI2, 2 pl dNTPs, 13,5 pl
aquadest, kemudian ditambahkan primer forward dan primer Revese,
masing masing 1 upl. Selanjutnya sebanyak 2,5 ul ekstrak DNA
ditambahkan ke dalam 22,5 pl campuran PCR primer Forward (5-
AATAGGCCTCATCACGTTCG-3) dan primer Reverse (5-
CAAACCGTTGAATCGGAAGT-3’). Primer ini akan menghasilkan produk
amplifikasi sebesar 993 bp Selanjutnya dilakukan amplifikasi dengan
tahap pertama 94 °C selama 2 menit dan dilanjutkan dengan 40 siklus
masing 60 detik pada 94 °C; 45 detik pada 57 °C; dan 60 detik pada 72
°C. Proses ini dilanjutkan dengan 72 °C selama 2 menit dengan
menggunakan mesin PCR (Thermal cycler Applied Biosistem 2720).
Setelah itu hasil amplifikasi dari campuran PCR diambil masing-masing
2,5 pl dan dimasukkan ke dalam campuran /loading buffer untuk

dielektroforesis.
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9. Deteksi produk-produk PCR

Masing-masing 2,5 ul produk amplifikasi PCR dicampur dengan 2 ul
larutan loading. Campuran kemudian dipipet ke dalam sumur gel agarosa
2% yang terendam dalam buffer TBE di dalam tanki elektroforesis.

Selanjutnya elektroforesis dijalankan selama 1 jam dengan tegangan
konstan 75 volt. Setelah 1 jam, elektroforesis dihentikan, gel diangkat
untuk diamati dibawah sinar UV. Hasil elektroforesis kemudian
didokumentasikan dengan kamera. Hasil positif adanya Salmonella typhi
dengan teknik PCR ditunjukkan adanya produk amplifikasi dengan ukuran
458 bp (Song et al., 1993 dan Haque et al., 2001) . Hasil positif adanya
plasmid IncHI1 yaitu adanya produk amplifikasi dengan ukuran 365 bp
(Chiou et al. 2014, Kariuki et al., 2003., Robertson, et al., 2002 dan
Gabant et al., 1993). Hasil positif adanya gen gyrA dengan adanya produk
amplifikasi ukuran 347 bp (Misra et al., 2016, PhanTanh et al., 2013 dan
Ling et al.,, 2003.) dan hasil positif adanya H58 dengan adanya produk

amplifikasi ukuran 993 bp (Holt et al., 2008. dan Murgia et al., 2016)
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F. Alur Penelitian
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G. Etik Penelitian

Penelitian dilaksanakan setelah mendapatkan Surat Rekomendasi
Persetujuan Etik dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) Fakultas
Kedokteran Universitas Hasanuddin, RSPTN Universitas Hasanuddin,
RSUP Wahidin Sudirohusodo dengan Nomor : 286/H4.8.4.5. 31/PP36-

KOMETIK/2018
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Biologi Molekuler dan
Imunologi bagian Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Universitas
Hasanuddin. Sampel dalam penelitian ini berupa isolat Salmonella typhi
yang diambil dari darah pasien penderita demam tifoid di berbagai rumah
sakit dan puskesmas di Makassar.

Data yang dikumpulkan dalam penelitian berupa data karakteristik
penderita demam tifoid, keluhan penderita demam tifoid, resistensi
antibiotik dan hasil pemerikaan laboratorium meliputi kultur dan PCR. Data
yang telah dikumpulkan kemudian diinput ke komputer dan dianalisis
menggunakan program SPSS. Hasil penelitian ditampilkan dalam bentuk
tabel dan grafik disertai dengan penjelasan.

1. Karakteristik penderita demam tifoid
Jumlah sampel suspek penderita demam tifoid dari rumah sakit dan
puskesmas di Makassar sebanyak 367 penderita.

Karakteristik penderita demam tifoid dalam penelitian ini meliputi
umur, jenis kelamin, lama demam dan suhu tubuh. Distribusi Karakteristik

penderita demam tifoid sebagai berikut:



Tabel 3. Karakteristik penderita demam tifoid

Karakteristik penderita demam tifoid n(367) %
Usia (mean, min-max) 24,1 (17- 62)
Lama demam (mean, min-max) 55((4-9)

Suhu (mean, min-max) 38,1 (37,8 — 39.5)

Kelompok umur

<20 164 44,7
20 -29 127 34,6
30 -39 48 13,1
40- 49 24 6,5
=50 4 1,1
Jenis kelamin
Laki-Laki 147 40,1
Perempuan 220 59,9

Lama demam (hari)

4-5 228 62,1
6-7 124 33,8
8-9 15 4.1

Sumber : data primer

Tabel 3 menunjukkan bahwa rata-rata usia penderita demam tifoid
adalah 24,1 tahun dengan usia termuda 17 tahun dan usia tertua 62
tahun. Frekuensi kelompok umur tertinggi adalah kurang dari 20 tahun
sebanyak 164 orang (44,7%) dan terendah adalah lebih dari atau sama
dengan 50 tahun sebanyak 4 orang (1,1%). Perbandingan ratio antara
jenis kelamin laki-laki dan perempuan adalah 66,8, dimana ditemukan 147
laki-laki dan perempuan sebanyak 220 orang. Rata-rata lama demam
adalah 5,5, hari, paling cepat demam 4 hari dan paling lama 9 hari.
Frekuensi tertinggi lama demam adalah 4-5 hari sebanyak 228 orang
(62,1%) dan terendah 8-9 hari sebanyak 15 orang (4,1%). Rata-rata

suhu tubuh penderita adalah 38,1 °C.
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Gejala klinis yang dialami penderita demam tifoid dapat dilihat pada
tabel berikut:

Tabel 4. Gejala klinis penderita demam tifoid

Jenis keluhan Ya Tidak
Jumlah % Jumlah %
Malaise 367 100,0 0 0,0
Lidah Kotor 363 98,9 4 1,1
Sakit Kepala 344 93,7 23 6,3
Nafsu Makan Menurun 325 88,6 42 11,4
Bradikardi 192 52,3 175 47,7
Mual 367 100,0 0 0,0
Nyeri otot 367 100,0 0 0,0

Sumber : data primer

Tabel 4 menunjukkan bahwa semua penderita demam tifoid
mengalami gejala malaise (100%), 363 orang (98,9%) dengan gejala
lidah kotor, 344 orang (93,7%) mengalami gejala sakit kepala, 325 orang
(88,6%) mengalami gejala nafsu makan menurun, 192 orang (52,3%)
mengalami gejala bradikardia relatif, 367 (100%) mengalami nyeri otot
dan 367 (100%) mengalami mual. Grafik gejala klinis ini dapat dilihat pada

grafik 1. sebagai berikut :
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Gejala klinis penderita demam tifoid

363 (98 9%)
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1 1‘V) ( %) 0

Malaise  Lidah Sakit Nafsu Bradikardi Mual Nyeri
Kotor Kepala  Makan Otot
Menurun

Jumlah

Jenis Keluhan

Grafik 1. Gejala klinis penderita demam tifoid

2. Hasil uji widal
Uji widal merupakan uji serologi yang dilakukan pada suspek
penderita demam tifoid. Hasil uji Widal dapat dilihat pada tabel berikut:

Tabel 5. Hasil Ui Widal

Hasil Uji Widal %
n(367)
O Antigen
160 20 5,4
320 316 86,1
2640 31 8,4
H antigen
160 29 7,9
320 304 82,8
2640 34 9,3

Sumber: data primer
Tabel 5 menunjukkan bahwa nilai titer 320 pada antigen O dan

antigen H paling banyak dengan masing-masing 316 orang (86,1%) dan
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304 orang (82,8%), dan paling rendah adalah 160 masing-masing 20
orang (5,4%) dan 29 orang (7,9%). Sementara titer 2640 pada antigen O
dan H terdapat masing-masing 31 orang (81,4%) dan 34 orang (9,3%).
Grafik hasil uji widal dapat dilihat pada grafik 2. berikut :

Hasil Uji Widal

316 (86,1%) 304 (82,8%)

Jumlah

20 (5,4%) 31(8,4%) 29 (7,9%) 34 (9,3%)

O Antigen H Antigen

Hasil Uji
160 320 2640

Grafik 2. Hasil uji widal penderita demam tifoid dengan titer 320
pada antigen O dan H sebagai frekuensi tertinggi.
3. Hasil Kultur darah
Keberadaan Salmonella typhi pada darah dideteksi dengan metode
kultur bakteri. Hasil pemeriksaan kultur darah dari suspek penderita
demam tifoid di wilayah Makassar dapat dilihat pada tabel berikut :

Tabel 6. Hasil kultur darah suspek penderita demam tifoid

Hasil Kultur Darah Jumlah %
Positif
Salmonella typhi 30 8,2
Salmonella paratyphi 2 0,5
Negatif 335 91,3
Total 367 100,0

Sumber : data primer
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Tabel 6 menunjukkan bahwa dari 367 sampel darah dari suspek
demam tifoid yang dikultur darah, terdapat 335 (91,3%) kultur yang negatif
dan 32 kultur yang positif. Pada kultur yang positif tersebut, terdapat 30
(8,2%) kultur positif Salmonella typhi dan 2 (0,5%) kultur positif
Salmonella paratyphi.

4. Hasil pemeriksaan dengan Teknik Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Pada 30 isolat S. typhi yang dinyatakan positif kultur (tabel 6)
dilakukan pemeriksaan dengan teknik PCR. Berdasarkan pemeriksaan
tersebut, ditemukan 27 (90%) positif S. typhi berdasarkan PCR dan 3
(10%) negatif S. typhi (tabel 7).

Tabel 7. Hasil Pemeriksaan DNA S. typhi menggunakan PCR

Hasil pemeriksaan DNA S. typhi

menggunakan PCR Jumlah %
Positif 27 90
Negatif 3 10
Total 30 100

Sumber : data primer
Adapun gambar produk amplifikasi DNA S. typhi dengan teknik PCR

dapat dilihat pada gambar 12.
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458 bp

Gambar 12a. Hasil elektroforesis DNA S. typhi, slot M : Ladder
marker, N : Kontrol Negatif, slot 1, dan 2 : negatif S.
typhi, slot : 3-10 : Positif S. typhi.

;“—a—ﬂu-.h—b\-ﬂ‘—u_

Gambar 12b. Hasil elektroforesis DNA S. typhi, slot M : Ladder
marker, slot 21 : negatif S. typhi, slot : 11-20 : Positif S.

typhi.
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Gambar 12c. Hasil elektroforesis DNA S. typhi, slot M : Ladder
marker, slot 23 dan 31 : negatif S. typhi, slot : 22, 26-30
dan 32 : Positif S. typhi.

5. Uji Kepekaan antibiotik
Pada uji kepekaan antibiotik di gunakan uji disc diffusion. Melalui uji
ini diketahui Salmonella typhi yang sensitif dan resisten terhadap satu dan
beberapa antibiotik. Kepekaan S. typhi terhadap antibiotik dapat dilihat
pada tabel berikut:

Tabel 8. Hasil Uji Kepekaan S. typhi terhadap antibiotik

Resisten Sensitif

Jenis antibiotic Jumlah y Jumlah o

(n=27) ? (n=27) 0
?qlphamethoxazole 0 0 07 100

rimethoprim

Ceftriaxone 1 3,7 26 96,3
Cloramphenicol 1 3,7 26 96,3
Cefepime 1 3,7 26 96,3
Ofloxacin 1 3,7 26 96,3
Cefixime 3 11 24 88,9
Ampicillin 14 52 13 48,1
Amoxyecilin 26 96 1 3,7

Sumber: data primer
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Tabel 7 menunjukkan bahwa antibiotik paling tinggi sensitifitasnya
yaitu Sulphamethoxazole Trimethoprim (100%). Beberapa antibiotik yang
lain seperti Ceftriaxone, Cloramphenicol, Cefepime dan Ofloxacin masing-
masing 96,3%. Adapun antibiotik Cefixime diketahui 88,9% sensitif
terhadap antibiotik. Sensitifitas obat antibiotik paling rendah adalah
Ampicillin yaitu 48,1% dan Amoxycilin yaitu 3,3%.

Resistensi antibiotik paling tinggi adalah Amoxycilin yaitu 96%,
kemudian Ampicillin 52%, Cefixime 11% dan paling rendah yaitu
Ceftriaxone, Cloramphenicol, Cefepime dan Ofloxacin masing-masing
3,7%. Grafik mengenai hasil uji kepekaan S. typhi terhadap antibiotik

dapat dilihat pada grafik 3.

Hasil Uji Kepekaan S. typhi terhadap antibiotik
30
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Jenis Antibiotik

M Resisten M Sensitif

Grafik 3. Hasil uji kepekaan S. typhi terhadap antibiotik dengan uji
disc diffusion

90



Berdasarkan analisis data, kejadian resistensi pada satu jenis
antibiotik (monoresisten) atau lebih dari satu jenis antibiotik (poliresisten)

dapat dilihat pada grafik 4. dan tabel 9. sebagai berikut :

Hasil S. typhi yang resisten pada satu atau lebih antibiotik

20 19
18
16
14
12
10

Jumlah

o N B OO

Jenis Resisten

B Monoresisten M Poliresisten  m Tidak resisten

Grafik 4. Salmonella typhi yang resisten pada satu atau lebih
antibiotik

Tabel 9. Hasil S. typhi yang resisten pada satu atau lebih antibiotik

. . Jumlah %
Jenis resisten
Monoresisten 7 26
Poliresisten 19 70,3
Tidak resisten 1 3,7
Total 27 100

Sumber : data primer

Tabel 9 menunjukkan bahwa penderita demam tifoid yang hasil
pemeriksaan uji kepekaan antibiotik terhadap S. typhi menunjukkan
adanya monoresisten sebanyak 7 orang (26%) dan poliresisten sebanyak

19 orang (70,3%).
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Adapun jenis antibiotik yang monoresisten dan poliresisten tersebut
adalah :

Tabel 10. Jenis antibiotik monoresisten dan poliresisten

Jenis Antibiotik Jumlah %
Poliresisten :
Amoxycilin — Ampicillin 13 48
Amoxyecilin — Ampicillin — Cefixime 1 3,7
Amoxycilin — Cefixime 1 3,7
Amoxycilin — Cefixime-Ofloxacin 1 3,7
Amoxycilin — Cloramphenicol 1 3,7
Amoxycilin —Ceftriaxon 1 3,7
Amoxycilin —Cefepime 1 3,7
Monoresisten : Amoxycilin 7 26
Tidak resisten 1 3,7
Total 27 100

Sumber : data primer

Tabel 10 menunjukkan bahwa jenis antibiotik yang paling banyak
mengalami poliresisten adalah Amoxycilin — Ampicillin yaitu 48%,
kemudian Amoxycilin - Ampicillin - Cefixime, Amoxycilin — Cefixime,
Amoxycilin — Cefixime-Ofloxacin, Amoxycilin — Cloramphenicol, Amoxycilin
—Ceftriaxon, dan Amoxycilin —Cefepime masing-masing 3,7 %.
6. Pemeriksaan PCR Plasmid IncH1 Salmonella typhi

Hasil pemeriksaan PCR untuk mendeteksi keberadaan plasmid

IncH1 dapat dilihat pada tabel 11.
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Tabel 11. Hasil Pemeriksaan PCR Plasmid IncH1 Salmonella typhi

Hasil PCR Plasmid IncH1 S.typhi

Jumlah %
Positif 0 0
Negatif 27 100
Total 27 100

Sumber: data primer

Tabel 11 menunjukkan bahwa tidak ada penderita demam tifoid yang
terdeteksi memiliki plasmid IncH1 pada pemeriksaan S. typhi dengan
PCR.

Adapun gambar elektroforesis pada pemeriksaan PCR Plasmid

IncH1 S. typhi dapat dilihat pada gambar 13.

Gambar 13a. Hasil elektroforesis Plasmid IncH1 S. typhi slot M : Ladder
marker, N : Kontrol Negatif, slot 1-13 : negatif Plasmid
IncH1 S. typhi
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Gambar 13b. Hasil elektroforesis Plasmid IncH1 S. typhi slot M : Ladder
marker, slot 14-27 : negatif Plasmid IncH1 S. typhi

7. Pemeriksaan PCR gen GyrA Salmonella typhi
Hasil pemeriksaan PCR untuk mendeteksi keberadaan gen GyrA
dapat dilihat pada tabel 12

Tabel 12. Hasil Pemeriksaan PCR gen GyrA Salmonella typhi

Hasil PCR gen GyrA Jumlah %
Positif 1 3,7
Negatif 26 96
Total 27 100

Sumber: data primer

Berdasarkan tabel 12., terdapat satu penderita demam tifoid (3,7%)
yang terdeteksi memiliki gen gyrA pada pemeriksaan S. typhi dengan
PCR.

Adapun gambar elektroforesis pada pemeriksaan PCR gen GyrA S.

typhi dapat dilihat pada gambar 14.
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347 bp

Gambar 14a. Hasil elektroforesis gen GyrA S. typhi, slot M : Ladder
marker, N : Kontrol Negatif, slot 1-5, 7-27: negatif S. typhi,
slot 6 : Positif gen GyrA S. typhi

Gambar 14b. Hasil elektroforesis gen GyrA S. typhi, slot
M : Ladder marker, slot 11-20 : negatif S. typhi.
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Gambar 14c. Hasil elektroforesis gen GyrA S. typhi, slot
M : Ladder marker, slot 21-27 : negatif S. typhi.

8. Pemeriksaan PCR Salmonella typhi H58
Hasil pemeriksaan PCR untuk mendeteksi keberadaan S. typhi H58

dapat dilihat pada tabel 13.

Tabel 13. Hasil Pemeriksaan PCR Salmonella typhi H58

S.typhi (n=27)

Hasil PCR H58
Jumlah %
Positif 1 3,7
Negatif 26 96
Total 27 100

Sumber: data primer

Tabel 13 menunjukkan bahwa terdapat 1 (3,7%) penderita demam
tifoid yang menunjukkan positif S. typhi H58 berdasarkan hasil
pemeriksaan PCR.

Gambar hasil elektroforesis pada pemeriksaan PCR S. typhi H58

dapat dilihat pada gambar 15, sebagai berikut :
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993 bp

Gambar 15a. Hasil elektroforesis S. typhi H58, slot M : Ladder marker, N :
Kontrol Negatif, slot 1-5, 7-27: negatif S. typhi, slot 6 : Positif
S. typhi H58

Gambar 15b. Hasil elektroforesis S. typhi H58, slot M : Ladder marker, slot
21-25: negatif S. typhi
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Gambar 15c. Hasil elektroforesis S. typhi H58, slot M : Ladder marker, slot
21-25: negatif S. typhi

B. Pembahasan
1. Karateristik, gejala klinis dan diagnosis demam tifoid
Sebanyak 367 suspek demam tifoid dari rumah sakit dan
puskesmas di Makassar dikumpulkan dengan karatersitik umur, jenis
kelamin, lama demam dan suhu tubuh. Pada tabel 3 menunjukkan bahwa
rata-rata usia penderita demam tifoid adalah 24,1 tahun dengan usia
termuda 17 tahun dan usia tertua 62 tahun. Perbandingan ratio antara
jenis kelamin laki-laki dan perempuan adalah 66,8, dimana terdapat 147
laki-laki dan perempuan sebanyak 220 orang. Rata-rata lama demam
adalah 5,5, hari, paling cepat demam 4 hari dan paling lama 9 hari. Rata-
rata suhu tubuh penderita adalah 38,1 °C. Adapun gejala klinis suspek
demam tifoid yang ditemukan dalam penelitian ini adalah malaise, lidah
kotor, sakit kepala, gejala nafsu makan menurun, bradikardia relatif, mual

dan nyeri otot.
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Pada pemeriksaan widal ditemukan nilai titer 320 pada antigen O
dan antigen H paling banyak dengan masing-masing 316 orang (86,1%)
dan 304 orang (82,8%). Pemeriksaan widal didasarkan terjadinya reaksi
aglutinasi antara antigen dan agglutinin yang dideteksi yaitu agglutinin O
dan H. Tingginya titer O menunjukkan adanya infeksi aktif dan titer H
tinggi menunjukkan pernah divaksinasi atau pernah terinfeksi. Menurut
O’leary, 1989, Antigen O (Ohne) merupakan antigen somatik dengan
lipopolisakarida yang kompleks. Antigen ini bagian dari dinding sel dan
senantiasa diasosiasikan dengan endotoksin. Antigen flagella H (Hauch)
merupakan struktur protein yang berasosiasi dengan flagella. Menurut
KMK, 2006, Interpretasi reaksi widal belum ada kesepakatan tentang nilai
titer patokan. Masing-masing daerah endemis berbeda-beda tergantung
hasil penelitian di daerah tersebut. Kebanyakan berpendapat bahwa titer
O 320 sudah menyokong kuat diagnosis demam tifoid.

Hal yang berbeda ketika pemeriksaan kultur darah dilakukan.
Meskipun titer O dan H paling banyak ditemukan 316 orang (86,1%) dan
304 orang (82,8%) hasil kultur darah menunjukkan hanya 32 kultur yang
positif. Pada kultur yang positif tersebut, terdapat 30 (8,2%) kultur positif
Salmonella typhi dan 2 (0,5%) kultur positif Salmonella paratyphi.
Beberapa referensi menunjukkan pemeriksaan widal memiliki senisitivitas
dan spesifitas yang rendah. Pang, 1983 menyebutkan beberapa faktor
mempengaruhi sensitivitas dan spesifitas tersebut. Standarisasi antigen

terutama daerah endemik demam tifoid, adanya antigen yang sama pada
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sesama salmonella, pengaruh antibiotik dan pemberian vaksin
sebelumnya. Kultur darah dikatakan spesifik tetapi sensitivitasnya rendah.
Beberapa faktor penyebab rendahnya sensitivitas ini adalah waktu
pengambilan sampel dimana sirkulasi bakteri ini basanya terjadi diminggu
awal demam, volume darah yang tidak cukup untuk mengambil sejumlah
bakteri dari darah, jenis media dan pengaruh antibiotik yang digunakan
sebelum mendatangi fasilitas kesehatan. Penelitian oleh Antillon et al.,
2018 menyebutkan adanya kenaikan sensitivitas pada tiap jumlah sampel
darah yang berbeda. Penelitian tersebut mengindikasikan adanya
hubungan antara volume sampel dengan sensitivitas.

Pada pemeriksaan molekuler dengan PCR, terdapat 27 (90%) dari
30 kultur darah positif S. typhi dinyatakan positif. Pada sistem PCR, target
DNA diamplifikasi dengan seperangkat primer. Song et al,.1993
menyebutkan amplifikasi DNA S. typhi didasarkan region VI gen flagelin
dimana pada region ini terdapat urutan nukleotida yang spesifik sehingga
dapat dijadikan dasar untuk mendeteksi S. typhi. Hasil pengujian
menunjukkan, spesifitas amplifikasinya adalah 100% dan sensitivitasnya
adalah 10 bakteri/ml. Demikian pula yang dilaporkan oleh Haque et al.,
2001 yang menyebutkan bahwa spesifitas PCR dalam mendeteksi S. typhi
berdasarkan region VI gen flagelin adalah 100%. Prakash et al., 2005
bahkan menyatakan berdasarkan hasil evaluasi yang dilakukan, PCR
berdasarkan region tersebut disarankan dijadikan sebagai gold standard

dalam pemeriksaan S. typhi. Pada peneitian ini, hasil positif ditunjukkan
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dengan adanya pita DNA S. typhi yang muncul pada hasil elektroforesis
dengan ukuran 458 pasangan basa.

2. Sensitivitas antibiotik pada S. typhi dari penderita demam tifoid
di Makassar berdasarkan uji sensitivitas antimikroba

Berdasarkan Pedoman Pengendalian Demam Tifoid, 2006,
antimikroba segera diberikan bila diagnosis telah dibuat dan antimikroba
yang diberikan sebagai terapi awal adalah dari kelompok antimikroba lini
pertama untuk tifoid. Kelompok antimikroba lini pertama untuk tifoid
adalah: Kloramfenikol, Ampisilin atau Amoxicilin, danTrimetroprim-
Sulfametoksazol sementara kelompok lini kedua Ceftriaxone, cefixime dan
quinolone (KMK, 2006). Menurut Indonesian Society of Tropical and
Infectious Diseases Consultant Consensus 2010 mengenai demam tifoid,
antibiotik yang digunakan untuk penanganan demam tifoid adalah
Kloramfenikol, Ampisilin, atau Sulfametoksazol (Saragih and Purba, 2018).
WHO, 2011 merekomendasikan hal serupa bahwa daerah yang bakteri S
typhi masih sensitif, hendaknya menggunakan antibiotik lini pertama
tersebut.

Hasil penelitian menunjukkan antibiotik paling tinggi sensitifitasnya
yaitu Sulphamethoxazole Trimethoprim (100%). Beberapa antibiotik yang
lain seperti Ceftriaxone, Cloramphenicol, Cefepime dan Ofloxacin masing-
masing 96,3%. Adapun Cefixime diketahui 88,9% sensitif terhadap
antibiotik. Sensitifitas obat antibiotik paling rendah adalah Ampicillin yaitu

48,1% dan Amoxycilin yaitu 3,7%.
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Kloramfenikol bekerja terhadap bakteri intra maupun ekstraseluler
secara bakteriostatik. Pada konsentrasi tinggi kadang-kadang bersifat
bakterisidik terhadap bakteri tertentu (Mandal et al., 2004). Mekanisme
kerja antibiotik ini berupa penghambatan sintesis protein bakteri.
Kloramfenikol menghambat enzim peptidil transferase yang berperan
sebagai katalisator untuk membentuk ikatan-ikatan peptide pada proses
sintesi protein bakteri. Pembentukan ikatan peptide akan terus dihambat
selama obat tetap terikat pada ribosom. Antibiotik ini berikatan dengan
subunit 50S dari ribosom dan akan mempengaruhi pengikatan asam
amino yang baru pada rantai peptida karena kloramfenikol menghambat
peptidil transferase.

Antibiotik Sulphamethoxazole Trimethoprim merupakan antibiotik
yang terdiri atas Trimetoprim dan sulfonamid yang bersifat bakteristatik
dengan modus aksi mempengaruhi metabolisme folat melalui
penghambatan kompetitif biosintesis asam tetrahidrofolat. Sufanomida
menghambat dihydropteroate synthetase (DHPS), sementara Trimetoprim
menghambat dyhidrofolate reductase (DFHR) (Mascaretti, 2003).

Ceftriaxone, Cefepime dan Cefixime merupakan antibiotik dari
golongan Sefalosporin. Modus aksi antibiotik tersebut bersifat bakterisidal
dengan cara menghambat sintesis dinding sel dengan merusak sintesis
lapisan peptidoglikan bakteri. Antibiotik golongan ini memblokir

transpeptidase yang berperan dalam pembentukan dinding sel bakteri.
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Akibatnya dinding sel tidak sempurna sehingga mengakibatkan matinya
bakteri.

Beberapa  penelitian  sebelumnya  menunjukkan  bahwa
penggunaan antibiotik Sulphamethoxazole Trimethoprim, kloramfenikol
dan beberapa antibiotik golongan selosporin seperti Ceftriaxone,
Cefepime dan Cefixime dinyatakan masih sensitif dan digunakan dalam
pengobatan demam tifoid. Lugito dan Cucunawangsih, 2017 menguraikan
di dalam studinya bahwa sejak tahun 2001 hingga 2003, resistensi pada
S. typhi masih rendah, bahkan tidak dijumpai resistensi pada trimethoprim-
sulfamethoxazole, ceftriaxone, atau ciprofloxacin. Hal yang hampir sama
dengan data pada tahun 2006 sampai 2010, tidak terjadi peningkatan
kejadian resistensi antibiotik dari S. typhi. Kloramfenikol, ampisilin, dan
trimetoprim-sulfametoksazol, masih menunjukkan sensitifitas yang tinggi
sehingga dapat dipakai sebagai terapi lini pertama demam tifoid. Antibiotik
lini pertama (kloramfenikol, ampisilin, dan trimetoprim-sulfametoksazol)
92-100%, seftriakson, sefotaksim, dan sefoperazon 95,7%-100%,
seftazidim 81,8%—-100%, meropenem 100%, imipenem 94,7%—-100%,
serta siprofloksasin 100%. Lugito dan Cucunawangsih mneyimpulkan
bahwa dari tahun 2011 hingga 2015 resistensi S. typhi dan S. paratyphi
ternadap sejumlah  antibiotik  seperti  ampicillin,  trimethoprim-
sulfamethoxazole, ceftriaxone, ciprofloxacin, and levofloxacin masih

rendah.

103



Resistensi antibiotik diartikan sebagai kemampuan bakteri untuk
menghentikan penghambatan atau pematian oleh antibiotik dimana pada
awalnya bakteri tersebut sensitif dan efektif. Resistensi didefinisikan juga
sebagai tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri dengan pemberian
antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang seharusnya atau
kadar hambat minimalnya (Tripathi, 2003).

Mekanisme resistensi antibiotik dapat dibedakan sebagai berikut :
a. Modifikasi atau destruksi antimikroba, b. Pengeluaran antimikroba
keluar sel melalui efflux pumps, c. Modifikasi atau pengubahan target
antibiotik dan d. Penurunan permebialitas membran sel (Abatcha et al.,
2014).

Pada hasil penelitian ditemukan beberapa antibiotik yang
diketahui reisisten terhadap S. typhi berdasarkan uji disc diffusion.
Resistensi antibiotik paling tinggi adalah Amoxycilin yaitu 96,3%,
kemudian Ampicillin 48,1 % (dari 27 S. typhi yang di uji disc diffusion).
Kedua jenis antibiotik ini merupakan golongan Beta-laktam | (penisilin
spectrum luas) bekerja dengan menghambat proses transpeptidasi
sehingga mengaktifkan enzim autolitik terhadap dinding sel. Aktifasi
tersebut akan menyebabkan lisisnya dinding sehingga sel bakteri
mengalami kematian. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Indang
dkk, 2013 menemukan adanya resistensi pada Amoxicillin dan Ampicillin.
Menurut Indang dkk, ini diakibatkan karena secara empiris antibiotik

golongan Penicilin merupakan jenis antibiotik yang paling sering
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digunakan, karena sifat dari golongan antibiotik ini memiliki sifat spektrum
yang luas, dengan toksisitas rendah.

Berdasarkan hasil tersebut, pemberian Amoxicillin dan Ampicillin
pada penderita demam tifoid, perlu dipertimbangkan. Mengingat tingginya
resistensi pada kedua antibiotik tersebut. Resistensi Salmonella pada
Amoxicillin dan Ampicillin terjadi karena sekresi beta-lactamase yang
menghidrolisis struktur cincin beta-laktam sehingga antibiotik tidak
bekerja. Resistensi yang ditemukan dalam penelitian ini tidak hanya pada
satu antibiotik tetapi lebih dari satu antibiotik. Jenis antibiotik tersebut
antara lain Amoxycilin — Ampicillin yaitu 48%, kemudian Amoxycilin -
Ampicillin - Cefixime, Amoxycilin — Cefixime, Amoxycilin — Cefixime-
Ofloxacin, Amoxycilin — Cloramphenicol, Amoxycilin —Ceftriaxon, dan
Amoxycilin —Cefepime masing-masing 3,7%.

3. Keberadaan gen resisten antibiotik melalui deteksi plasmid
IncHi1 S.typhi dari penderita demam tifoid di Makassar dengan
teknik PCR

Mekanisme resistensi bakteri terhadap antibiotik dapat terjadi
karena akuisisi gen asing melalui plasmid dan mutasi pada kromosom.
Plasmid merupakan molekul DNA yang kecil dan terpisah dari DNA
kromosomal, sehingga kemudian disebut DNA ekstrakromsomal.
Umumnya, bakteri menggunakan plasmid untuk beradaptasi dengan
tekanan lingkungan dan plasmid diketahui memiliki kemampuan untuk

bereplikasi secara independen.
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Plasmid dari Enterobacteriaceae dikategorikan menjadi dua grup
berdasarkan kemampuan atau ketidakmampuan plasmid bersama dalam
sel bakteri. Plasmid dengan grup inkompabilitas (Inc) yang sama
merupakan plasmid yang terhubung erat, dengan mekanisme replikasi
dan fungsi plasmid yang hampir sama. Plasmid tersebut dinamakan
incompatibility group (Inc) HI1 yang merupakan vektor penting dalam
resistensi antibiotik pada S. typhi. Mekanisme resistensi antibiotik melalui
plasmid ini terjadi dengan: inaktivasi obat dan mengurangi permeabilitas
membran, modifikasi titik target dan efflux antibiotik. Holt et al., 2011
menyebutkan bahwa plasmid IncHI1 dapat pindah dari kelompok
Enterobacteriaceae dan kelompok bakteri gram negatif lainnya. Di alam
plasmid IncHI1 dideteksi pada isolat Salmonella enteric dan Escherichia
coli. Kestabilan plasmid dalam sel inang dipengaruhi oleh faktor genetik.
Phan, 2009 menyebutkan, ada sejumlah gen pada kromosom inang yang
berkaitan erat dengan kestabilan plasmid IncHI1 sebagai ko-eksistensi.

Plasmid IncHI1 merupakan vektor penting dalam resistensi
antibiotik pada Salmonella enterica subspesies enterica serovar typhi dan
S. Paratyphi A. Umumnya, resistensi terhadap antibiotik lini pertama
dikode di plasmid. Beberapa antibiotik yang resisten via plasmid adalah
Kloramfenikol, Ampicillin dan Ko-trimoxazol, sterptomycin, sulfanomida,
tetracyclin dan trimetroprim (Robertson et al., 2002, Kariuki et al., 2004,
Holt et al., 2007, Chiou et al., 2014). Dapat dikatakan Plasmid IncHI1

selalu dikaitkan dengan MDR dimana gen blaTEM-1 terkait dengan

106



resistensi ampicillin, catA1 terkait resistensi dengan chloramphenicol,
stkarA-strB terkait dengan resistensi terhadap streptomycin, sul1, sul2,
and dfrA7 terkait resistensi pada sulfamethoxazole dan trimethoprim.
Hampton et al., 1998 dalam penelitiannya menyatakan S. typhi MDR
membawa plasmid IncHI1 telah tersebar secara global. Meskipun
demikian, pada penelitian ini tidak ditemukan adanya plasmid IncHI1.
Tidak ditemukannya plasmid tersebut dapat disebabkan tidak adanya
plasmid pada sel S. typhi yang diperiksa dengan PCR. Tidak terdeteksinya
plasmid IncHI1 dapat juga disebabkan, gen-gen resisten dibawa oleh
plasmid incompatibility yang lain (Mirza et al., 2000). Penelitian yang
dilakukan oleh Chiou et al., 2014, mengungkapkan bahwa tidak semua
isolat MDR yang diujinya membawa plasmid IncHI1.

4. Keberadaan gen gyrA terkait resisten pada fluoroquinolon pada
S.typhi dari penderita demam tifoid di Makassar berdasarkan
teknik PCR

Quinolon merupakan salah satu antibiotik yang diberikan untuk
mengatasi infeksi bakteri pada manusia. Quinolon bersifat bakterisidal,
terutama aktif terhadap bakteri gram negatif. Target Quinolon adalah
enzim DNA gyrase and topoisomerase |V. Enzim tersebut berperan
penting dalam replikasi DNA dan proses transkripsi. Quinolon dibedakan
menjadi empat generasi yaitu generasi pertama meliputi nalidixic acid dan
cinoxacin, generasi kedua yaitu norfloxacin, ciprofloxacin, lomefloxacin,
ofloxacin, dan levofloxacin, generasi ketiga yaitu sparfloxacin, gatifloxacin,

dan grepafloxacin dan generasi keempat yaitu trovafloxacin, moxifloxacin
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dan gemifloxacin (Andriole, 2004). Dalam pengobatan tifoid, quinolon
termasuk antibiotik lini kedua (KMK, 2006).

Resistensi quinolon selalu dihubungkan melalui tiga mekanisme:
a. Mutasi kromosom yang menyebabkan perubahan target enzim dan
afinitas pengikatan obat, b mutasi kromosom menyebabkan berkurangnya
akumulasi obat akibat aktifitas efflux (Correia et al., 2017). Hal serupa
juga dijelaskan dalam Neu HC, Gootz TD. 1996, bahwa resistensi pada
quinolon jenis baru umumnya terkait dengan mutasi kromosom dimana
terjadi subtitusi asam amino pada region subunit A DNA gyrase.
Resistensi quinolon terjadi disebabkan adanya mutasi pada DNA gyrase
subunit A atau B, berkurangnya permebialitas membran pada bakteri gram
negatif, atau aktifnya efflux transporters. Hasil analisis molekuler
menunjukkan adanya mutasi pada beberapa gen pada Quinolone
Resistance-Determining Region (QRDR). Afzal et al., 2013 menyebutkan
mutasi titik pada QRDR gen gyrA terdapat pada beberapa tempat.
Terutama kodon yang mengkode serin pada posisi 83 dan apartat pada
posisi 87. Terkait penelitian mengenai resistensi fluoroquinolon Ling et al.,
2003, melaporkan bahwa resistensi quinolon pada salmonellae
disebabkan adanya mutasi pada gyrA. Jarang sekali dilaporkan adanya
mutasi pada gyrB dan belum pernah pada gen parC. Hal serupa dikatakan
oleh Muthu, 2016, bahwa resistensi pada quinolon umumnya karena

mutasi pada gen yang mengkode DNA gyrase (gyrA dan gyrB) dan DNA
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topoisomerase IV (parC dan parE). Namun pada jenis Salmonella, mutasi
terkait quinolon umumnya pada gen gyrA.

Pada penelitian ini, ada satu penderita demam tifoid yang
dinyatakan positif resisten pada antibiotik jenis quinolon (ofloxacin) melalui
uji disc diffusion. Pemeriksaan PCR dengan deteksi gen gyrA
menunjukkan adanya pita DNA yang merupakan produk amplifikasi
dengan ukuran 347 bp pada hasil elektroforesis. Ling et al., 2003
menyebutkan bahwa resistensi pada fluoroquinolon umumnya disebabkan
karena adanya mutasi pada gen gyrA. Keberadaan produk amplifikasi
dengan ukuran 347 bp menguatkan dugaan adanya resistensi quinolon
karena uji disc diffusion secara fenotip menunjukkkan positif resisten
terhadap ofloxacin. Selain positif resisten ofloxacin, diketahui pula
penderita demam tifoid tersebut resisten terhadap amoxycilin pada uji disc
diffusion. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai mutasi pada gen
gyrA mengingat penelitian sebelumnya ditemukan adanya mutasi gyrA
pada 17 isolat strain S.typhi dari Surabaya. Ada 8 isolat diketahui resisten
terhadap nalidixic acid dan ampicillin dan juga memiliki mutasi gyrA pada
kodon 87. Penelitian ini adalah laporan pertama mengenai adanya
resistensi terhadap fluoroquinolon pada S. typhi dengan mutasi gyrA di

Indonesia (Yanagi et al., 2009).
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5. Keberadaan S.typhi dari penderita demam tifoid yang resisten
antibiotik di Makassar berdasarkan teknik simple-PCR
berdasarkan S. typhi MDR H58

Haplotype 58 atau disebut juga H58 merupakan strain Salmonella
typhi yang Multi Drug Resistant (MDR) dan sekaligus nalidixic acid
resistance (NalR) yang mengarah berkurangnya sensitifitas antibiotik jenis
fluoroquinolon (Rougmagnac et al., 2009), Pham Thanh et al.,, 2013
menyebutkan hal yang sama bahwa H58 merupakan genotip tunggal S.
typhi yang mendominasi penyebaran secara global.

Beberapa penelitian sebelumnya menggunakan berbagai metode
untuk mengidentifikasi H58 antara lain whole-genome sequencing (Holt et
al., 2008, Wong et al., 2015, Pham Thanh et al., 2016, Park et al., 2018),
genotyping (Baker et al, 2008), SNP typing (Kariuki et al., 2010, Holt et
al., 2011, Chiou, et al., 2014,), Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (Pham Thanh et al., 2013). Metode-metode tersebut
merupakan cara pemeriksaan yang membutuhkan biaya besar dan
fasilitas laboratorium sebagaimana laboratorium biologi molekuler. Tentu
saja ini sulit terutama bagi negara-negara berkembang seperti Indonesia.
Dengan adanya pemeriksaan dengan simple PCR, maka diharapkan
pemeriksaan secara molekuler yang memliki sensitivitas dan spesitifitas
tinggi dapat dilakukan.

Pada penelitian ini, digunakan cara sederhana yaitu dengan
menggunakan simple PCR. Pasangan primer yang digunakan

mengamplifikasi DNA S. typhi dengan ukuran 993 bp. Letak 993 bp
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tersebut berada pada region 1466586 hingga 1467578 pada CT18
(Accession : NC_003198.1) dengan gen ID : 1247498 yang disimbolkan
dengan STY1507. Gen tersebut terkait dengan protein coding yang
menghasilkan aminotrasnferase. Pada urutan 993 bp terdapat delesi
penyebab mutasi pada H58. Murgia et al., 2016 telah melakukan validasi
mengenai 993 bp ini dan menyatakan spesifitasnya mencapai 100%.
Keberadaan delesi pada 993 bp terdeteksi pada semua strain S.typhi H58
yang diuji dan tidak terdapat pada strain non-H58. Hal ini juga
menguatkan bahwa delesi tersebut terkonservasi kuat pada S.typhi H58.

Adapun urutan yang diamplifikasi tersebut adalah :

1 aataggcctc atcacgttcg ctatagccaa atacgccgtg ctcgattcge tgatgcaatg
61 ccgectgaac ctetggeggg caggceaaaat cgaaatcaga aacccacate ggeagcagtt
121 tteccagcgce gtegccaaag tgacgctcaa taaaatccca ctttaccgaa ccagtattgt
181 tgcacacctt ctgecgecttg tgggaacatg gcgatatcaa atccatcaat gaaagecgtec
241 agtccctgtt tgatgectcag tccctgeatg atgacgccga ggaacaagge aagtacgcag
301 gcgcettaaca ttaatgggat gacaggettt ttgecgaattg cgececacag tacgatcacce
36l ggcggcaaaa taagaacaat attaaaatgg tatagcgact ccagegagtg gatgatgtec
421 gtaacgcgct gecggegtage cacctecgecce agcatattac tgtgtcegge gataagataa
481 accacggegg caagcaggaa acttggcagg gtegtccaaa gtaaatgetg aatatgetea
541 aacagagtag tgtctgcgac aatcgcggeca aagttagteg agtcggacaa cggtgagatt
601 ttgtcgccga aataagcgcc agaaacaacg gcgecagetg ctgctgcaag cgacacgtec
661 agcecggegg caaccccecat taacgcaacg ccaaccgtec cggeggacec ccacgatgta
721 ccggtacaga cggagaccac gctggttaaa aagaaggetg caatcaaaat agatacgtag
781 ccccatgatg ccgtaaccga taatcaacaa taacaacatg gagatgactg ggattagege
841 taaacccaat gacagcgttt tcttettgtt ttgtgatgea ctcataatgg agetecggtce
901 agtaaggtag tagtattaca aaaagcatac agaatgaata tgttttattg atggaaaacg
961 ctttttctga aaaatataaa tatgcattta gaaatttaga actgaaagaa ttacgtagat
1021 tcattctgaa agagctaatt agctctcccg agttagataa tcaacttaca aacctaatcg
1081 tgttgctaaa taaattttgg gatactcacg cecgeggeget tataacagaa gtgegggegt
1141 ctaaaagtta tcgattatta cttccgattc aacggtttg

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 003198.1)

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel 13. terdapat 1 (3,7%)
penderita demam tifoid yang positif memunculkan produk amplifikasi
dengan ukuran 993 bp (slot 6). Hasil eletroforesis gel agarosa 2,5% urutan

tersebut dapat dilihat pada gambar 14. Sampel DNA S. typhi pada slot 6,
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diketahui juga positif memunculkan produk amplifikasi dengan ukuran 347
bp. Hal ini berarti pada slot 6, S. typhi tersebut positif memiliki gen gyr A
dan gen yang mengarah ke H58. Secara fenotip (berdasarkan uji disc
diffusion) pada slot 6 diketahui resisten terhadap ofloxacin, antibiotik
golongan quionolon dan juga amoxycilin, antibotik golongan penisilin
spektrum luas. Data sampel hasil uji disc diffussion dan hasil uji PCR gen
gyrA dan H58, dapat dilihat pada lampiran 3.

Hampir seluruh penelitian sebelumnya menyimpulkan bahwa gen-
gen resisten yang paling umum terdeteksi pada H58 adalah blaTEM-1
(resisten terhadap ampisilin), dfrA7, sul1 dan sul2 (resisten terhadap
trimethoprim dan sulfonomida), catA71 (resisten terhadap kloramfenikol)
dan strAB (resisten terhadap streptomisin) dan gen-gen tersebut
ditemukan pada isolat H58. Selain MDR, H58 tersebut juga selalu
dikaitkan dengan keberadaan gen gyrA, penyebab berkurangnya
sensitivitas bakteri terhadap antibiotik golongan fluoroquinolon (Chau, T.T
et al., 2007, Roumagnac et al., 2006, Wong et al., 2015, Pham Thanh, et

al., 2016).
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BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1.

Berdasarkan sensitivitas antibiotik pada S.typhi penderita demam
tifoid di Makassar, terdapat antibiotik yang paling rendah
sensitivitasnya vyaitu Ampicillin  dan Amoxycilin. sensitivitas
beberapa antibiotik masih tinggi terutama Sulphamethoxazole
Trimethoprim, Ceftriaxone, Cloramphenicol, Cefepime, cefixime,
dan Ofloxacin. Ini dapat berarti antibiotik tersebut masih dapat
digunakan tetapi perlu mendapat perhatian mengingat beberapa
jenis antibiotik telah mengalami resisten,

Tidak ditemukan adanya plasmid IncHi1 S. typhi dari penderita
demam tifoid di Makassar dengan teknik PCR.

Terdapat 1 (satu) isolat S. typhi yang membawa gen gyrA terkait
resisten pada fluoroquinolon dari 27 isolat S. typhi penderita
demam tifoid di Makassar berdasarkan teknik PCR. Hal ini
ditunjukkan dengan adanya produk amplifikasi dengan ukuran DNA
dengan ukuran 347 bp pada hasil elektroforesis

Terdapat 1 (satu) isolat S. typhi dari 27 isolat S. typhi penderita
demam tifoid di Makassar yang positif memunculkan produk

amplifikasi dengan ukuran 993 bp berdasarkan teknik simple-PCR.



produk amplifikasi dengan ukuran 993 bp tersebut mengindiaksi

adanya H58 yang keberadaannya perlu diwaspadai.

B. Saran

1.

Diperlukan penelitian lanjutan terkait pemeriksaan gen-gen resisten
untuk mengkorfirmasi resistensi berdasarkan uji kepekaan
antimikroba mengingat adanya resistensi pada beberapa antibiotik,
terutama antibiotik yang resistensinya tinggi

Diperlukan penelitian lanjutan mengenai mutasi pada gen gyrA,
terkait kodon yang mengalami mutasi

Diperlukan penelitian lanjutan mengenai H58, terkait delesi pada
993 bp melalui metode genotyping atau dengan SNP untuk

mengetahui haplotype S. typhi secara lebih terperinci di Makassar
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LAMPIRAN 2. Data hasil kultur darah dan PCR-ST, PCR- gen gyrA gene dan PCR-58.

Information of antibiotics sensitivity test, blood culture and PCR for ST confirmation, GyrA gene and H58 detection

among isolates that were used in this study.

GyrA HS8
ANTIBIOTICS SENSITIVITY TEST (diameter zone in mm) PCR | PCR
LABORATORY | ST | ST
NO NUMBER BC | PCR | Ampy | Ambs | Sxtss Crosyx | Fepap Cfms Ofxs Cx
1 I159 P P | 124% 3195 | 3249 32.4% | 348" 29 38 30,58 N N
2 J71 P P | i 132F 305 335 28.2% | 28.7° 22 2828 N N
3 I72 P P 13.5% | 11.1% | 2848 | 286° 308 3267 2525 27,98 N N
4 I75 P P 131" | 137 268 | 251° 28° 30,7°% 2 28.8° N N
5 176 P P 3R [ 132% | 325% 3467 3047 | 276° 29,48 34,45 N N
6 178 P P 19,68 133™ |Z92® | 285° 28.75 149% 12,6% 35 P P
7 I80 P P 1320 | 12a™ [ 2935 2R0° B2 | 2R 27t 296° N N
8 J130 P P 13.6% | 13,9% 29 % 328 31.29 | 256° 27.6° 3052 N N
9 J134 P P 18,2 5" 3534° 25" 325 334° 30,45 31.7% N N
10 J135 P P 13.4% 2% 33,99 348 33,17 | 3LR° 25,4% 30,8°% N N
11 J140 P P 185 136% | 3165 ok 325 31.8° 30,25 30.4° N N
12 J166 P P 19,25 186° | 323° | 306° 27.85 308 295 2655 N N
13 J169 P P 18,65 123% | 334° 345 325 321 32.3% 309°% N N
14 J174 P P 17,28 133" 328 36,65 3133 | 2527 30,98 12,8% N N
15 J175 P P 132F g 3347 | 3367 26,9% | 29.8° 29,88 2045 N N
16 J183 P P 134% | 13,1% 339 35% 3LA% | 2959 28,85 29% N N




Gyra | HS8
ANTIBIOTICS SENSITIVITY TEST (diameter zone in mm) PCR |PCR|
LABORATORY | ST | ST

NO NUMBER BC | PCR | Ampy | Amlss Sxtas Croyxp | Fepy Cfms | Ofxs Cao
17 J187 P P 132F | 132% | 3225 | 338 3RS | 3485 345 315 N | N
18 J190 P P 17,15 | 13,6® | 31.8%5 | 36,45 3" 156 | 3053 2D N | N
19 J205 P P 1725 | 135 | 303° | 3265 | 273% | 32% | 283° | 298° N | N
20 J222 P P 1B6® |121% | 30% | 3128 | 2698 | 152 | 2648 | 2948 N | N
21 J244 P P 193~ 435" | 345 | 293 14 252" | 183 28" N | N
2 1264 P P 17.7% | 13.7% | 34% | 363° | 294°% | 284° 335 28" N N
23 J286 P P 134% | 13,1* | 33,95 | 33,25 | 33,65 | 3145 | 24,48 31,4 N | N
24 J293 P P 133%F | 15% 33° 335 28,65 | 26,85 308 31:2 N | N
25 J313 P P I78% | 154% | 3177 | 336 | 286° | 329° | 2845 32,6 N | N
26 J315 P P B 147" | 3055 | 3328 | DoaS | 3335 | 300 30,6 N | N
77 J326 P P 138F | 154F | 332° | 328° | 334° | 269° | 228 29,4 N | N

Abbreviations: ST, Salmonella typhi; BC, Blood culture; PCR, Polymerase Chain Reaction; amp, ampicillin; aml, amoxicillin; sxt,
sulfamethoxazole-trimethoprim; cro, Ceftriaxon; fep, cepefime; cfm,cefixime; ofx, ofloxacine; c, chloramphenicol; S, sensitive; R,

Resistant.
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Lampiran 3. Hasil analisis SPSS

Statistics
Umur
N Valid 367
Missing 0
Mean 24.10
Minimum 17
Maximum 62
Statistics
Demam
N Valid 367
Missing 0
Mean 5.53
Minimum 4
Maximum 9
Demam
Frequen
cy Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
Valid 4 21 5.7 5.7 5.7
5 207 56.4 56.4 62.1
6 79 21.5 21.5 83.7
7 45 12.3 12.3 95.9
8 12 3.3 3.3 99.2
9 3 .8 .8 100.0
Total 367 100.0 100.0




Statistics

Suhu

N Valid 367
Missing 0

Mean 38.086

Minimum 37.8

Maximum 39.5

Suhu
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent | Percent

Valid 37.8 16 4.4 44 4.4
38.0 298 81.2 81.2 85.6
38.5 37 10.1 10.1 95.6
38.7 1 3 3 95.9
39.0 13 3.5 35 99.5
39.2 1 3 3 99.7
39.5 ) 3 3 100.

0
Total 367 100.0 100.0
Jenis Kelamin
Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent [ Percent

Valid laki-laki 147 40.1 40.1 401
perempuan 220 59.9 59.9 100.0
Total 367 100.0 100.0




Malaise

Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent
Valid Ya
367 100.0 100.0 100.0
Lidah kotor
Frequency | Percent Valid Percent Cumulative Percent
Valid Ya 363 98.9 98.9 98.9
Tidak 4 1.1 1.1 100.0
Total 367 100.0 100.0




Sakit Kepala

Perce Cumulative
JFrequency nt Valid Percent | Percent
Valid Ya 344 93.7 93.7 93.7
Tidak 23 6.3 6.3 100.0
Total 367 100.0 100.0
Nafsu Makan Menurun
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent | Percent
Valid Ya 325 88.6 88.6 88.6
Tidak 42 11.4 11.4 100.0
Total 367 100.0 100.0
Bradikardi Relatif
Perce Valid Cumulativ
JFrequency nt Percent e Percent
Valid Ya 192 52.3 52.3 52.3
Tidak 175 47.7 47.7 100.0
Total 367 100.0 100.0
Mual
Cumulative
Frequency Percent | Valid Percent | Percent
Valid Tidak 367 100.0 100.0 100.0




Nyeri Otot

Cumulative
JFrequency |Percent Valid Percent Percent
Valid Tidak 367 100.0 100.0 100.0
Widal O
Frequency Percent Valid Percent  [Cumulative Percent
Valid <=160 20 5.4 5.4 54
320 316 86.1 86.1 91.6
>320 31 8.4 8.4 100.0
Total 367 100.0 100.0
Widal H
Frequency Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
Valid <=160 29 7.9 7.9 7.9
320 304 82.8 82.8 90.7
>320 34 9.3 9.3 100.0
Total 367 100.0 100.0




Frequency Table

ampH (Ampicillin)

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent | Percent

Valid Sensitif 13 48.1 48.1 48.1

Resisten 14 51.9 51.9 100.0

Total 27 100.0 100.0

amlH (Amoxycilin)
Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid Sensitif 1 3.7 3.7 3.7
Resisten 26 96.3 96.3 100.0
Total 27 100.0 100.0
sxtH (Sulphamethoxazole Trimethoprim)
Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid Sensitif 27 100.0 100.0 100.0
croH (Ceftriaxone)
Cumulative
Frequency Percent | Valid Percent Percent

Valid Sensitif 26 96.3 96.3 96.3

Resisten 1 3.7 3.7 100.0

Total 27 100.0 100.0




fepH (Cefepime)

Cumulative
JFrequency | Percent Valid Percent Percent
Valid Sensitif 26 96.3 96.3 96.3
Resisten 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0
cfmH (Cefixime)
Cumulative
JFrequency | Percent Valid Percent Percent
Valid Sensitif 24 88.9 88.9 88.9
Resisten 3 11.1 11.1 100.0
Total 27 100.0 100.0
ofxH (Ofloxacin)
Cumulative
JFrequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid Sensitif 26 96.3 96.3 96.3
Resisten 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0




cH (chloramdenicol)

Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid Sensitif 26 96.3 96.3 96.3
Resisten 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0
resRES
Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid 11111111.00 1 3.7 3.7 3.7
12111111.00 7 259 259 29.6
12111112.00 1 3.7 3.7 33.3
12111211.00 1 3.7 3.7 37.0
12111221.00 1 3.7 3.7 40.7
12112111.00 1 3.7 3.7 44 .4
12121111.00 1 3.7 3.7 48.1
22111111.00 13 48.1 48.1 96.3
22111211.00 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0




Frequency Table

Plasmid IncHI1

Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent
Valid 1 27 100.0 100.0 100.0
Gen GyrA
Cumul
JFrequency Percent Valid Percent | ative Percent
Valid 1 26 96.3 96.3 96.3
2 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0
Gen H58
Valid | Cumulative
Frequency Percent Percent Percent
Valid 1 26 96.3 96.3 96.3
2 1 3.7 3.7 100.0
Total 27 100.0 100.0
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Persiapan Alat dan Bahan

l

Pengumpulan sampel

l

Pemeriksaan widal

}

Kultur darah

|

Uji disc diffusion

Isolasi DNA S, typhi

|

PCR DNA S, typhi

N

PCR Plasmid PCR Gen PCR H58

N S

Elektroforesis gel agarosa




1. Kultur darah dan identifikasi

Darah penderita Demam tifoid

|

Medium Oxbile (35-37 °C, 24 Jam)

l

SSA (37 °C, 18-24 jam)

l

TSIA, SIM< MR-VP, Urea, Citrat dan Uji Biokimia (35-37 °C,, 18-24

jam)



2. Isolasi DNA

100 pl kultur S. typhi +900 pl buffer L6, Sentrifuse, 10 mnt

!

endapan + 20yl suspensi diatomea (celite).

!

campuran dihomogenkan gyratori shaker,100 rpm, 10 menit

!

Disentrifugasi, 12000 rpm selama 15 detik

!

Supernatan yang terbentuk dipisahkan dari endapan, vakum

!

endapan +1 ml buffer L2

!

Sentrifuse, 12.000 rpm, 15 detik, 2x, supernatant dibuang+ 1 ml etanol

70% l

Sentrifuse, 12.000 rpm, 15 detik, supernatant diibuang, 2x

!

Endapan ditambahkan 1 ml aseton, sentrifuse 12.000 rpm, 15 detik

!

Inkubasi 56 °C, 10 menit

!



40 ul buffer TE, vortex, inkubasi 56 °C, 10 menit

!

Suspensi disentrifugasi degan kecepatan 12.000 rpm selama 30 detik

!

40-50 ul supernatan yang terbentuk



3. Isolasi Plasmid

Kultur S. typhi berumur 1 hari dalam BHI Broth ,1.5 ml di sentrifugasi
4000 RPM, 20 menit + 100pl larutan 1 (Tris HCI pH 7.5-8; 10 mM
EDTA; 50mM Glukosa) divortex, didiamkan selama 5 menit

Ditambahkan 200 pl larutan 2 (0,2 N NaOH; 1% Sodium Dedosil Sulfat)

dan dihomogenkan

tambahkan 150 pl larutan 3 (Kalium Acetat 3% pH 4,8) vortex, 10 detik.
Tabung dibenamkan dalam es selama 5 menit lalu disentrifus
Supernatan ke tabung ependorf baru, + phenol dan kloroform (1:1)
volume = supernatant yang didapat, vortex

Disentrifus selama 2 menit. Fasa air (fasa atas) dipindahkan dengan
hati-hati ke dalam tabung ependorf baru 2x

Tambahkan 1 ml ethanol pa, vortex, benamkan dalam es selama 5
menit. Sentrifuse, 20 menit, kemudian buang supernatant

tambahkan 1 ml ethanol pa, campur dengan jalan membalik-balikkan

tabung beberapa kali



Supernatan dibuang dan dikeringkan dalam oven 50 oC Resuspensi
plasmid dalam 50 pl TE (10 mM Tris pH7.4 atau 0.1211 g%; 1 mM

EDTA pH 8 0.0372 g%).



4. PCR Salmonella typhi

PCR mix : 22,5 yl PCR mix (2,5 pl 10x buffer 10x, 0,5 pl Tag DNA
polymerase, 2 pyl MgCI2, 2,5 pyl ANTP, 15 pl aquades (ddH20),
primer forward : (5- ACTGCTAAAACGACTACT-3’), reverse: (5'-

TTAACGCAGTAAAGAGAG -3’) masing-masing 1 pl.

2 ul ekstrak DNA S.typhi

Amplifikasi: denaturasi awal 95 °C selama 10 menit, selanjutnya
dilakukan sebanyak 35 siklus, dimana setiap siklus terdiri atas
denaturasi 96 °C selama 30 detik, annealing 56°C selama 30 detik,

extension pada suhu 70 °C selama 1 menit. Proses ini dilanjutkan

dengan 72 °C selama 1 menit.



5. PCR Plasmid

PCR mix : 2,5 yl 10x buffer (10 mM Tris HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCI2, 0,01% gelatin), 1 pl primer IncHI1 forward : (5'-
GGTCCAACCCATTGCTTTAC -3’), 1 ul primer IncHI1 reverse: (5'-
CACGGAAAGAAATCACAAC -3’) 0,5 plTag DNA polymerase, 2,5 pi
dNTP, 15 yl aquades (ddH20)

!

+ 2,5 pl ekstrak DNA sampel
amplifikasi 30 siklus : denaturasi Awal (94 °C,3 menit) kemudian setiap
siklus : denaturasi (94 °C, 30 detik). Annealing (58 °C, 30 detik),

extension (72 °C, 30 detik)



6. PCR gyrA

TMDreamTaq Green PCR Master Mix dengan total reaksi volume TM
50ul yang terdiri dari 25ul 2x DreamTaq Green PCR Master Mix, 1 pl
dari 1 pM stok primer yang akan menghasilkan produk amplifikasi
dengan ukuran 347 pb, (F, 5-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-3' dan
R, 5'-TACCGTCATAGTTATCCACG -3')

!

tambahkan 2,5 pl of DNA templat

Amplifikasi 35 siklus : denaturasi awal 95°C, 5 menit, denaturasi
selanjutnya dengan tempertaur 94°C, 1 menit, annealing 52°C, 1 menit,

dan ekstensi 72°C, 1 menit. Ektensi akhir 72°C, 5 menit.



7. PCRH58

PCR-mix : 22,5 yl yaitu 2,5 pl buffer PCR 10X, 0,5 yl Taq polimerase,
2 yl MgClI2, 2 pl dNTPs, 13,5 pl aquadest, 1 ul primer Forward (5’-
AATAGGCCTCATCACGTTCG-3) dan  primer Reverse (5
CAAACCGTTGAATCGGAAGT-3).

!

tambahkan 2,5 pl of DNA templat

!

Amplifikasi denaturasi 94°C selama 2 menit, dilanjutkan dengan 40
siklus :60 detik pada 94°C; 45 detik, 57°C; dan 60 detik, 72°C. Proses

ini dilanjutkan dengan 72°C selam 2 menit



8. Elektroforesis gel agarosa

2,5 ul produk amplifikasi PCR dicampur dengan 2 ul larutan loading.

!

Campuran dipipet ke dalam sumur gel agarosa 2% dalam buffer TBE

di tanki elektroforesis.

!

elektroforesis dijalankan 1 jam, tegangan konstan 75 volt.

!

gel diangkat untuk diamati dibawah sinar UV. Hasil elektroforesis

kemudian didokumentasikan dengan kamera.

!

e Hasil positif adanya Salmonella typhi = produk amplifikasi
dengan ukuran 458 bp

e Hasil positif adanya plasmid IncHI1 = produk amplifikasi dengan
ukuran 365 bp

e Hasil positif adanya gen gyrA = produk amplifikasi dengan
ukuran 347 bp

e Hasil positif adanya H58 = produk amplifikasi dengan ukuran
993 bp

QR



