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DETEKSI GEN CTX-M PADA EXTENDED SPECTRUM BETA LACTAMASE
(ESBL) ENTEROBACTERIACEAE PADA SISWA SEKOLAH DASAR DI
KOTA MAKASSAR, SULAWESI SELATAN
Muh. Bayu Setiono, Dianawaty Amiruddin

Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin

ABSTRAK

Latar Belakang: Penggunaan antibiotik adalah pilihan utama dalam pengobatan
infeksi saluran kemih. Antibiotik beta laktam merupakan salah satu golongan yang
sering digunakan. Di rumah sakit banyak digunakan antibiotik beta laktam
diantaranya golongan sefalosporin. Infeksi saluran kemih paling banyak disebabkan
oleh bakteri Enterobacteriaceae. Namun, pada saat ini telah ditemukan bahwa bakteri
memiliki kemampuan perlawanan terhadap kerja obat golongan beta-laktam. Hal ini
sebagian besar disebabkan akibat resistensi terhadap beta-laktam dengan cara
mengeluarkan enzim beta-laktamase. Di Indonesia juga telah terdeteksi gen CTX-M
pada isolat E. coli dari sampel urin yang dilakukan di Surabaya sebesar 90% (27/30).
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi gen CTX-M dari
Enterobacteriaceae yang memproduksi ESBL dari sampel urin siswa sekolah dasar di
Kota Makassar.

Metode: Penelitian ini akan dilaksanakan selama tujuh bulan dengan menggunakan
metode deskriptif observational. Penelitian dilaksanakan di dua Sekolah Dasar di
Kota Makassar. Pengumpulan data dilakukan mulai pengumpulan sampel urin,
ekstraksi sampel, lalu deteksi gen CTX-M dengan metode PCR dan Elektroforesis.
Kemudian data akan dianalisis dan disimpulkan pada hasil penelitian.

Hasil: Dari 100 sampel yang telah diteliti, tidak ditemukan gen CTX-M pada sampel.
Kesimpulan: Prevalensi gen CTX-M pada ESBL Enterobacteriaceae belum
ditemukan pada sampel urin komunitas anak Sekolah Dasar di Kota Makassar.

Kata Kunci: CTX-M, ESBL, Enterobacteriaceae, Siswa Sekolah Dasar
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CTX-M GENE DETECTION ON EXTENDED SPECTRUM BETA
LACTAMASE (ESBL) ENTEROBATERIACEAE ENTEROBATERIACEAE IN
ELEMENTARY SCHOOL STUDENTS AT MAKASSAR CITY, SOUTH
SULAWESI
Muh. Bayu Setiono, Dianawati Amiruddin
Parasitology Department Hasanuddin University Faculty of Medicine

ABSTRACT

Background: Use of antibiotics is the primary choice in the treatment of urinary tract
infections. The beta lactam antibiotic is one of the most commonly used classes. In
hospitals widely used beta lactam antibiotics including cephalosporins. Urinary tract
infections are most commonly caused by Enterobacteriaceae bacteria. However, it has
now been discovered that bacteria have the ability to fight against beta-lactam drug
action. This is largely due to resistance to beta-lactam by secreting the beta-lactamase
enzyme. In Indonesia, CTX-M gene has been detected in E. coli isolate from urine
sample in Surabaya by 90% (27/30). The purpose of this study was to detect the
CTX-M gene from Enterobacteriaceae producing ESBL from a sample of urine of
elementary school students in Makassar City.

Method: This research was conducted over seven months using descriptive
observational method. The research was conducted in two elementary schools in
Makassar. Data collection was done from collecting urine sample, sample extraction,
then detection of CTX-M gene by PCR method and electrophoresis. Then the data
will be analyzed and concluded on the research results.

Results: From 100 samples examined, no CTX-M gene was found

Conclusion: The prevalence of CTX-M gene on ESBL Enterobacteriaceae has not
been found in urine samples of elementary school children in Makassar.

Keywords: CTX-M, ESBL, Enterobacteriaceae, Elementary School Students
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Infeksi saluran kemih (ISK) adalah istilah umum yang menunjukkan
keberadaan mikroorganisme di dalam urin. Pada individu yang normal urin selalu
steril dari mikroorganisme. Sebagian besar infeksi saluran kemih terjadi karena
masuknya mikroorganisme melalui uretra. Mikroorganisme tersebut melakukan
invasi asending dari uretra ke kandung kemih, bahkan bisa sampai ke ginjal
(Enday, 2009). Mikroorganisme tersebut antara lain Escherichia coli, Klebsiella
sp., Proteus mirabilis, Enterobacter sp., Pseudomonas aeurginosa,
Staphylococcus saprophyticus, dan Staphylococcus aureus (Porth dkk, 2008).

Penelitian di luar negeri menunjukkan bahwa Enterobacteriaceae
menempati tiga urutan teratas bakteri penyebab ISK yaitu E. coli merupakan
kuman penyebab tersering (79,4%) ISK pada neonatal hingga anak-anak,
Klebsiella spp. diurutan kedua sebesar 7,8 % dan Proteus spp. diurutan ketiga
dengan temuan 3,8% (Rima dkk, 2015). Penelitian di RSUD Dr. Zainoel Abidin
Banda Aceh menunjukkan bahwa infeksi saluran kemih paling banyak
disebabkan oleh bakteri Enterobacteriaceae (Syafruddin, 2012).

Penggunaan antibiotik adalah pilihan utama dalam pengobatan infeksi
saluran kemih (Santoso, 1990). Antibiotik beta laktam merupakan salah satu
golongan yang sering digunakan (Adamski, 2014). Di rumah sakit banyak
digunakan antibiotik beta laktam diantaranya golongan sefalosporin
(Sastroasmoro dkk, 2005). Sefalosporin sering digunakan pada kasus ISK karena
mempunyai efek bakterisid yang kuat terutama sefalosporin generasi yang ketiga
(sefoperazon, sefotaksim, seftazidim, seftizoksim, seftriakson, sefiksim dan
moksalaktam) (Katzung, 1998). Selain itu, sefalosporin generasi ketiga lebih
aktif terhadap bakteri gram negatif seperti Enterobacteriaceae dibandingkan
generasi sebelumnya namun kurang aktif melawan bakteri gram positif (Joyce,
1996)



Namun, pada saat ini telah ditemukan bahwa bakteri memiliki kemampuan
perlawanan terhadap kerja obat golongan beta-laktam. Hal ini sebagian besar
disebabkan akibat resistensi terhadap beta-laktam dengan cara mengeluarkan
enzim beta-laktamase (Adamski et.al, 2014). Produksi dari Extended Spectrum
Beta Lactamase (ESBL) memutus cincin amida pada cincin beta-laktam,
sehingga mengakibatkan antibiotik menjadi tidak aktif (Farmer dkk, 2007). Uji
kepekaan antibiotik yang sudah dilakukan laboratorium Mikrobiologi Klinik
RSUD Dr. Soetomo Surabaya pada sampel urin menunjukkan bahwa 100% isolat
E.coli resisten terhadap sefotaksim dan ampisillin, 96.67% resisten terhadap
levofloksasin, 93.33% resisten terhadap tetrasiklin, 10% resisten terhadap
meropenem dan 20% resisten terhadap fosfomisin. (Yulianto, 2014)

Ada berbagai enzim yang terkait dengan aktivitas ESBL yang sering
ditemukan, yaitu tipe cefotaximase (CTX-M), temoneira (TEM), dan sulfhidril
variabel (SHV) (Karanika et.al, 2016). Enzim tipe CTX-M memiliki kemampuan
hidrofilik melawan sefalosporin terutama sefotaksim sehingga dinamakan CTX-
M (Paterson, 2005). Pada penelitian yang dilakukan antara tahun 2005 hingga
2012, tipe gen CTX-M telah menjadi penyebab dominan resistensi yang paling
tinggi (Daoud et al, 2015). Di Indonesia juga telah terdeteksi gen CTX-M pada
isolat E. coli dari sampel urin yang dilakukan di RSUD Dr. Soetomo Surabaya
sebesar 90% (27/30). (Yulianto, 2014)

Berdasarkan permasalahan diatas peneliti memandang perlu untuk
melakukan penelitian terkait ESBL, mengingat belum adanya penelitian yang
dilakukan untuk mendeteksi gen CTX-M pada ESBL yang diproduksi oleh
Enterobacteriaceae di komunitas anak-anak, serta perlunya mengetahui
persebaran ESBL dalam upaya penatalaksanaan yang tepat terhadap penyakit
infeksi, maka peneliti tertarik melakukan penelitian ini untuk melihat prevalensi
gen CTX-M pada ESBL Enterobacteriaceae dari sampel urin anak Sekolah

Dasar di Kota Makassar.



1.2

1.3

14

Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, dirumuskan suatu masalah yaitu apakah
terdapat gen CTX-M pada Extended Spectrum p-Lactamase (ESBL)
Enterobacteriaceae dari sampel urin Siswa Sekolah Dasar di Kota Makassar,
Sulawesi Selatan, dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR)?

Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Adapun tujuan umum dari penelitian ini adalah mendeteksi CTX-M pada
Extended Spectrum p-Lactamase Enterobacteriaceae pada sampel urin anak usia
sekolah dasar di Kota Makassar menggunakan metode PCR.
1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini adalah:
1. Mengetahui prevalensi infeksi Enterobacteriaceae dari sampel urin anak
sekolah dasar.
2. Mengetahui prevalensi gen CTX-M dari Enterobacteriaceae yang
menghasilkan Extended Spectrum Beta Lactamase dari sampel urin anak
sekolah dasar.

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan gambaran
umum dan informasi terkait keberadaan gen CTX-M pada ESBL
Entrobacteriaceae pada anak-anak sekolah dasar di Kota Makassar yang
kemudian dapat digunakan oleh pelaksana medis maupun masyarakat umum
sebagai informasi dalam penatalaksanaan terhadap penyakit yang disebabkan

oleh gen CTX-M pada ESBL Enterobacteriaceae.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae adalah famili bakteri basil gram negatif yang besar dan
heterogen, dengan habitat alami di saluran cerna manusia dan hewan.
Enterobacteriaceae dapat menyebabkan penyakit infeksi seperti Infeksi Saluran
Kemih (ISK), pneumonia, septikemia, Kkolesistitis, kolangitis, peritonitis,
gastroenteritis dan meningitis. Enterobactericeae memiliki morfologi bentuk
batang pendek, gram negatif, tidak menghasilkan spora, bersifat motil dengan
flagel peritrik atau nonmotil, dan tumbuh secara fakultatif aerob atau anaerob.
(Brooks et al, 2008).

Enterobacteriaceae memiliki beberapa genus seperti Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Shigela, Enterobacter, Proteus, Serratia dan lain-lain.
Enterobacteriaceae terdiri dari 25 genus dan 110 spesies, tetapi hanya 20-25
spesies yang memiliki arti Klinis, dan spesies lainnya jarang ditemukan (Brooks
et al, 2008).

2.2 Extended Spectrum f-Lactamase (ESBL)

Extended-Spectrum Beta Lactamase (ESBL) merupakan enzim yang dapat
menghidrolisis penicillin cephalosporin generasi I, 11, 111 dan aztreonam (kecuali
cephamycin dan carbapenem) (Winarto, 2009). ESBL dikenal sebagai extended-
spectrum karena dapat menghidrolisis antibiotik B-lactam yang spektrumnya
lebih luas dari antibiotik p—laktam generasi sebelumnya. S-laktamase merupakan
kekebalan yang diperantarai plasmid. Enzim ini memiliki kemampuan
menginaktivasi antibiotik golongan B-laktam yang berisi oxymino-group seperti
oxymino-cephalosporin (misalnya ceftazidime, ceftriaxone, cefotaxime) juga

pada oxymino-monobactam (aztreonam). Biasanya, enzim ESBL dapat dihambat



dengan p-lactamase inhibitor seperti clavulanate dan tazobactam (Paterson,
2005).

Saat ini ESBL telah ditemukan pada beberapa bakteri. Tidak hanya bakteri
golongan Enterobactericeae, tetapi ESBL juga telah ditemukan pada bakteri non-
Enterobactericeae, seperti Pseudomonas spp, Stenotrophomonas spp,
Acinetobacter spp, Vibrio spp, dan Haemophilus spp. Bakteri golongan
Enterobactericeae seperti Escherichia coli dan Klebsiella pneumonia adalah
bakteri yang paling sering menghasilkan enzim ESBL ini, biasanya
menyebabkan infeksi saluran kemih (ISK) dan bakteremia (Thenmozhi S et.al
,2014).

Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) dibagi menjadi 3 kelompok,
yaitu TEM, SHV, dan CTX-M. (Pitout & Laupland, 2008). Sebuah penelitian
dari bulan Januari 2001 sampai bulan Desember 2004 di spanyol menunjukkan
bahwa 73,4% (113/154) produksi Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL)
ruangan isolasi rumah sakit. (Romero et al, 2007). Sedangkan di wilayah Barat
dan Eropa Selatan prevalensinya adalah 63% (832/1313), kemudian di Africa
prevalensinya 31% (655/2081) untuk K. pneumonia dan 4% (200/4515) untuk E.
coli. (Bell et. al, 2007).

Terdapat beberapa metode untuk mendeteksi ELBS, yaitu:

1.  Uji Double Disk Synergy

Metode ini pertama kali ditemukan oleh Jarlier et.al pada tahun 1988
dengan menggunakan agar Mueller Hinton (Rupp dan Fey, 2003). Skrining
dengan metode uji Double Disk Synergy memiliki tingkat kesulitan yang tidak
tinggi dan menggunakan alat dan bahan yang cukup sederhana (Rupp dan Fey,
2003). Uji double disk synergy dilakukan dengan menggunakan cakram
augmentin (20 pg amoxicillin dan 10 pg asam klavulanat) dan cakram cefotaxim
(30 pg), ceftazidime (30 pg) serta cefpodoxime (30 pg) yang diletakkan di sekitar

cakram augmentin sekitar 16-20 mm.



Metode double disk synergy memilki tingkat sensitivitas yang cukup baik
yaitu berkisar 79%-96%. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Giriyapur
dari 313 sampel Enterobacteriaceae, 176 sampel (56,23%) merupakan bakteri
penghasil ESBL yang diskrining dengan metode double disk synergy, sementara
200 sampel (63,89%). (Giriyapur et al, 2011)

2. Uji Phenotypic Confirmatory

Metode ini menggunakan cefotaxime, ceftazidime, cefotaxim yang
dikombinasikan dengan asam klavulanat dan juga ceftazidime yang
dikombinasikan dengan asam klavulanat. Biakan bakteri yang telah disesuaikan
kekeruhannya 0,5 McFarland diinokulasikan ke dalam agar Muller Hinton.
Cefotaxime dan cefotaxime klavulanat diletakkan dengan jarak 20 mm diantara
keduanya.

Hal yang sama juga dilakukan pada ceftazidime dan ceftazidime
klavulanat. Isolat bakteri dinyatakan positif ESBL jika setelah diinkubasi 1
malam pada suhu 370 C, terdapat peningkatan diameter > 5 mm pada zona
inhibisi dengan cakram antibiotik (cefotaxim, ceftazidim) yang dikombinasikan
dengan asam klavulanat dibandingkan dengan zona inhibisi dengan cakram
antibiotik tanpa kombinasi (Umadevi et al, 2011).

3. Polymerase Chain Reaction

Selain kedua metode diatas yang akurat saat ini adalah PCR. Reaksi
berantai polymerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) adalah suatu metode
enzimatis untuk amplifikasi DNA dengan cara in vitro tahun 1985 oleh Kary B.
Mullis. Amplifikasi DNA pada PCR dapat dicapai bila menggunakan primer
oligonukleotida yang disebut amplimers. Kemampuan PCR dalam memproduksi
substansi DNA dalam jumlah kecil merupakan revolusi dalam dunia
mikrobiologi. (Kristin 1991)

Metode PCR mulai dengan Denaturasi DNA yang merupakan proses
pembukaan DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Proses selanjutnya

adalah Annealing (penempelan primer) yang selanjutnya akan berikatan dengan
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DNA vyang telah di denaturasi. Tahap selanjutnya adalah Pemanjangan Primer
(Extention) Selama tahap ini Tag polymerase memulai aktivitasnya
memperpanjang DNA primer dari ujung 3°. Kecepatan penyusunan nukleotida
oleh enzim tersebut pada suhu 72 derajat Celcius diperkirakan 35 — 100
nukleotida/detik. Reaksi-reaksi tersebut di atas diulangi lagi dari 25 — 30 kali
(siklus) sehingga pada akhir siklus akan diperoleh molekul-molekul DNA rantai
ganda yang baru yang merupakan hasil polimerasi dalam jumlah yang jauh lebih
banyak dibandingkan dengan jumlah DNA cetakan yang digunakan. Banyaknya
siklus amplifikasi tergantung pada konsentrasi DNA target dalam campuran
reaksi. (Yusuf, 2010)

Produk PCR dapat diidentifikasi melalui ukurannya dengan menggunakan
elektroforesis gel agarosa. Metode ini terdiri atas menginjeksi DNA ke dalam gel
agarosa dan menyatukan gel tersebut dengan listrik. Hasilnya untai DNA kecil
pindah dengan cepat dan untai yang besar diantara gel menunjukkan hasil positif.
(Yusuf, 2010)

Gen CTX-M

Urutan gen berdekatan dengan gen CTX-M Enterobacteriaceae  mirip
dengan yang mengelilingi gen b-laktamase di kromosom spesies Kluyvera. Gen
ini diberi nama berdasarkan enzim yang kerjanya lebih dominan terhadap
sefotaksim dibandingkan dengan substrat oxyimino-p-laktam lainnya (misalnya
Ceftazidime, ceftriaxone, atau cefepime) (Barthe’le’my et al., 1985). Asal mula
enzim tipe CTX-M berbeda dengan enzim tipe TEM dan tipe SHV. Dimana
SHV dan TEM akibat dari substitusi asam amino, CTX-M diperoleh dengan
transfer gen horizontal dari bakteri lain. (Sibhghatulla et al., 2015).

Enzim tipe CTX-M mempunyai aktivitas hidrolitik poten terhadap
cefotaxime. Enzim ini juga dapat menghidrolisis ceftazidime dan cefepime, serta
dapat menyebabkan bakteri resisten terhadap cephalosporin. (Paterson, 2005).

Sampai saat ini terdapat banyak jenis enzim tipe CTX-M yang telah ditemukan.
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CTX-M-9 dan CTX-M-14 sangat aktif dalam menghdirolisis cefotaxime dan
ceftazidime. CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19, dan CTX-M-27 juga secara
signifikan dapat menyebabkan resistensi ceftazidime. (Rao, 2015)

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi berantai polymerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) adalah
suatu metode enzimatis untuk amplifikasi DNA dengan cara in vitro tahun 1985
olen Kary B. Mullis. Amplifikas DNA pada PCR dapat dicapai bila
menggunakan primer oligonukleotida yang disebut amplimers. Kemampuan PCR
dalam memproduksi substansi DNA dalam jumlah kecil merupakan revolusi
dalam dunia mikrobiologi. (Kristin 1991)

Metode PCR mulai dengan denaturasi DNA yang merupakan proses
pembukaan DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Proses selanjutnya
adalah annealing (penempelan primer) yang selanjutnya akan berikatan dengan
DNA yang telah di denaturasi. Tahap selanjutnya adalah Pemanjangan Primer
(Extention) Selama tahap ini Tag polymerase memulai aktivitasnya
memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan nukleotida
olen enzim tersebut pada suhu 72 derajat Celcius diperkirakan 35 — 100
nukleotida/detik. Reaksi-reaksi tersebut di atas diulangi lagi dari 25 — 30 kali
(siklus) sehingga pada akhir siklus akan diperoleh molekul-molekul DNA rantai
ganda yang baru yang merupakan hasil polimerasi dalam jumlah yang jauh lebih
banyak dibandingkan dengan jumlah DNA cetakan yang digunakan. Banyaknya
siklus amplifikasi tergantung pada konsentrasi DNA target dalam campuran
reaksi (Yusuf, 2010). Untuk mendeteksi Gen CTX-M, digunakan primer forward
5’- ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT 3’ dan primer reverse ‘5 — TGG GTR
AAR TAR GTS ACC AGA 3’ (Ahmed, et. al. 2013).

Produk PCR dapat diidentifikasi dengan menggunakan elektroforesis gel
agarosa. Metode ini terdiri atas menginjeksi DNA ke dalam gel agarosa dan
menyatukan gel tersebut dengan listrik. Hasilnya untai DNA kecil pindah dengan

cepat dan untai yang besar diantara gel menunjukkan hasil positif. (Yusuf, 2010)



