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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan menentukan resistensi Staphylococcus aureus terhadap berbagai antibiotik dan deteksi gen yang bertanggungjawab
terhadap methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) pada broiler. Dalam penelitian ini digunakan 23 isolat Staphylococcus aureus yang
diisolasi dari broiler sakit yang dipelihara di wilayah Yogyakarta. Identifikasi secara genotipik dilakukan berdasarkan gen nuc dan 23SrRNA. Uji
resistensi terhadap berbagai jenis antibiotik menunjukkan bahwa Staphylococcus aureus telah resisten terhadap penisilin 78% (18/23), doksisiklin
56% (15/23), gentamisin 26% (6/23), tetrasiklin 22% (5/23), eritromisin 13% (3/23), dan metisilin 9% (2/23). Hasil deteksi terhadap gen yang
bertanggungjawab terhadap MRSA pada 23 isolat S. aureus menunjukkan 8 (34,8%) isolat terdeteksi adanya gen mecA.

Kata kunci: Staphylococcus aureus, broiler, resisten, metisilin, mecA

ABSTRACT

The aims of the research were to evaluate resistance of Staphylococcus aureus against several antibiotics and to detect the gene encoding of
methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in broiler. Twenty three Staphylococcus aureus isolated from infected broiler in Yogyakarta
were used. Genotypic identifications were done based on the occurrence of gene nuc and 23SrRNA. The resistance assay to several antibiotics
revealed that Staphylococcus aureus were resistant to penicillin 78% (18/23), doxycyclin 56% (15/23), gentamicin 26% (6/23), tetracyclin 22%
(5/23), erythromycin 13% (3/23), and methicillin 9% (2/23). Detection of gene encoding MRSA on 23 isolats of S. aureus showed that 8 (34.8%)
isolates contain gene mecA.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan
bakteri patogen penyebab berbagai infeksi pada
manusia dan hewan (Khan et al., 2013; Gu et al.,
2013). Pada industri perunggasan S. aureus merupakan
salah satu bakteri yang penting sebagai penyebab
penyakit infeksius (Raji et al., 2003). Staphylococcus
aureus pada ayam menyebabkan tenosynovitis,
omphalitis, dan bumblefoot (Suleiman et al., 2013),
staphylococcal septicaemia, bumblefoot, dermatitis,
arthritis, sinovitis, dan osteomyelitis atau tenosynovitis,
infeksi bursa suprasternalis, omphalitis, peritonitis. dan
konjungtivitis (McNamee at al., 2000; Lowder et al.,
2000; Jenson dan Miller, 2001; Mohan et al., 2002).

Infeksi yang disebabkan oleh S. aureus pada broiler
secara umum menyebabkan kerugian ekonomi yang
cukup signifikan, sebagai akibat morbiditas tinggi,
menghambat pertumbuhan dan adanya peningkatan biaya
pengobatan (Rasheed, 2011). Antibiotik dalam produksi
broiler digunakan dalam pakan untuk mencegah penyakit
dan meningkatkan kinerja maupun untuk pengobatan
penyakit infeksi bakteri (Chaslus-Dancla et al., 2000;
Lopes et al., 2012; Yurdakul et al., 2013).

Pada pemeliharaan broiler, antibiotik sering
diberikan dalam waktu yang lama dengan dosis rendah
untuk pencegahan penyakit bakterial dan untuk memacu
pertumbuhan (Jackson et al.,, 2004). Penggunaan

antibiotik pada ternak telah berakibat terjadi peningkatan
resistensi terhadap bakteri patogen maupun bakteri
penyebab zoonosis seperti infeksi S. aureus. Penggunaan
antibiotik yang tidak sesuai dengan prinsip-prinsip
pengunaan antibiotik akan memberi konstribusi terhadap
meningkatnya resistensi antibiotik (Aarestrup et al.,
2000; White et al., 2003). Penggunaan anibiotika yang
berlebihan dan cara pemberian yang tidak benar pada
ternak menyebabkan peningkatan resistensi antibiotik
(de Boer et al., 2009; Kasimoglu-Dogru et al., 2010).
Penggunaan antibiotik secara terus menerus dalam pakan
ternak dapat menyebabkan bakteri patogen resistensi
terhadap antibiotik (Robredo et al., 2000; Lange dan
Brokking, 2005).

Resistensi isolat S. aureus terhadap antibiotik telah
banyak dilaporkan (Tenover dan Goering, 2009).
Staphylococcus aureus isolat asal broiler dilaporkan
telah resisten terhadap beberapa jenis antibiotik
(Suleiman et al., 2013), sehingga pengobatan infeksi
yang disebabkan oleh S. aureus semakin sulit karena
munculnya strain resistant multidrug seperti methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Hennekinne
et al., 2010; Kenar et al., 2012). Laporan baru tentang
isolat MRSA vyang berhasil diisolasi dari hewan,
daging, serta penjaga peternakan telah menimbulkan
kekhawatiran tentang potensi timbulnya zoonosis
akibat MRSA (Nnachi et al., 2014). Dalam penelitian
ini dikaji resistensi S. aureus terhadap beberapa jenis
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antibiotik yang biasa digunakan dalam peternakan
broiler dan deteksi gen yang bertanggung jawab
terhadap resistensi metisilin  (gen mecA) dengan
metode polymerase chain reaction (PCR).

MATERI DAN METODE

Isolat Staphylococcus aureus

Isolat S. aureus yang digunakan pada penelitian ini
berasal dari broiler yang dipelihara di wilayah
Yogyakarta. Spesimen-spesimen yang digunakan sebagai
bahan isolasi dan identifikasi S. aureus berasal dari kasus
sindrom kepala bengkak dan bumblefoot. Pada penelitian
ini digunakan 23 isolat yang telah diidentifikasi sebagai S.
aureus pada penelitian  sebelumnya  berdasarkan
pertumbuhan pada media mannitol salt agar (MSA), uji
koagulase, clumping factor, uji katalase, dan uji voges
proskauer (VVP) (Khusnan dan Kusmanto, 2013).

Uji Resistensi Antibiotik

Uji kepekaan S. aureus terhadap berbagai antibiotik
digunakan metode disc diffusion dengan menempelkan
lempeng (disc) yang mengandung antibiotik pada
Miiller-Hinton agar (MHA, Oxoid), sesuai dengan
metode yang dilakukan Yurdakul et al. (2013).
Lempeng (disc) yang mengandung metisilin, penisilin,
tetrasiklin, doksisiklin, eritromisin dan gentamisin
(Oxoid) ditempelkan pada agar Miuller-Hinton yang
telah ditanam isolat S. aureus. Zona inhibisi yang
terbentuk di sekeliling cakram setelah diinkubasi pada
suhu 37° C selama 18-24 jam, diukur diameternya
sesuai dengan ketentuan CLSI (2007).

Ekstraksi DNA dan Identifikasi Molekuler (Gen
23SrRNA dan Gen Nuc)

Ekstraksi DNA dari isolat S. aureus dengan
menggunakan Qiamp tissue kit (Qiagen, Hilden, Jerman)
sesuai prosedur yang telah ditentukan oleh pabrik. Bakteri
ditanam pada plat agar darah selama 24 jam pada suhu 37°
C, kemudian diambil 5-10 koloni bakteri disuspensikan
dalam bufer TE (1,8 U/ul; Sigma: 10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA pH 8, yang mengandung 5 pl lysostaphin).
Setelah inkubasi selama 30 menit pada suhu 37° C,
ditambahkan 25 pl proteinase K (14,8 mg/ml; Sigma) dan
200 pl bufer AL (yang berisi reagen ALl and AL2).
Suspensi bakteri diinkubasi selama 3 menit pada suhu 70°
C dan selama 10 menit pada suhu 95° C, kemudian setelah
disentrifugasi beberapa detik sebanyak 420 ul etanol
ditambahkan ke dalam masing-masing sampel dan
ditempatkan ke dalam kolom QlAamp. Setelah
sentrifugasi selama 1 menit kolom QlAamp ditempatkan
di atas tabung koleksi dan sampel dicuci dua kali dengan
500 pl bufer AW (Qiagen). Kolom QlAamp kemudian
disentrifugasi selama 3 menit, kolom kemudian
ditempatkan di atas 2 ml tabung eppendorf dan DNA yang
ada pada kolom dicuci dua kali dengan cara elusi dengan
200 ul bufer AE. Hasil elusi sampel DNA dapat disimpan
pada suhu -20° C (Salasia et al., 2004). Amplifikasi
terhadap gen nuc dan 23SrRNA untuk identifikasi spesies
spesifik digunakan teknik polymerase chain reaction
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(PCR) dengan primer untuk gen 23SrRNA: 5’AGC GAG
TTA CAA AGG AGG AC 3’ dan 3’AGC TCA GCC
TTA ACG AGT AC 5’ dan gen nuc: 5°GCG ATT GAT
GGT GAT ACG GTT 3’ dan 3’ACG CAA GCC TTG
ACG AAC TAA AGC 5°, dengan program PCR sesuai
metode Salasia et al. (2011).

Deteksi Gen Penyandi MRSA (Gen mecA)
Amplifikasi gen penyandi methicillin resistance S.
aureus (mecA), dengan PCR dengan menggunakan
primer spesifik 5’-AAA ATC GAT GGT AAA GGT
TGG C-3’ dan 5’-AGT TGT GCA GTA CCG GAT
TTG C-3’ dengan program PCR 30 x (95° C 60 s, 53° C
30 s, 72° C 45 s), dengan mengacu referensi Al-Ruaily
and Khalil (2011). Hasil amplifikasi dianalisis dengan
elektroforesis sesuai metode Salasia et al. (2013).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Staphylococcus aureus yang digunakan dalam
penelitian ini telah diidentifikasi secara molekular
dengan menggunakan target gen nuc dan gen
23SrRNA. Keberadaan gen ini dapat digunakan sebagai
penanda spesies S. aureus secara spesifik (Salasia et
al., 2004). Thermostable nuclease (Tnase) yang disandi
oleh gen nuc digunakan sebagai gold standard dasar
spesifik untuk identifikasi S. aureus (Brakstad et al.,
1992). Hasil identifikasi ini diketahui bahwa semua
isolat positif 23SrRNA dan gen nuc.

Dari hasil uji resistensi menunjukkan bahwa telah
terjadi resistensi pada 23 isolat S. aureus asal broiler
terhadap berbagai antibiotik seperti disajikan pada Tabel 1
dan Gambar 1. Resistensi S. aureus terhadap metisilin
terdapat 2 isolat (8,7%), penisilin 15 isolat (65,2%),
tetrasiklin 5 isolat (21,7%), doksisiklin 14 isolat (60,9%),
gentamisin 6 isolat (26,1%), dan eritromisin 4 isolat
(17,4%). Beberapa hasil penelitian sebelumnya telah
dilaporkan bahwa S. aureus isolat broiler telah mengalami
peningkatan resistensi terhadap beberapa antibiotik.
Resistensi S. aureus terhadap penisilin dan tetrasiklin
100%, doksisiklin sebesar 50% dan gentamisin 70%
(Moon et al., 2007). Mamza et al. (2010) melaporkan S.
aureus isolat broiler telah resisten terhadap penisilin
sebesar 100% dan eritromisin 83%; klindamisin dan
tetrasiklin 50%; metisilin 19,4%; kloramfenikol 18,8%;
eritromisin 23,2%; dan tilosin 20,8%.

Gambar 1. Uji resistensi antibiotik terhadap S. aureus
dengan media Muler Hinton
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Tabel 1. Uji resistensi antibiotik terhadap Staphylococcus aureus dan amplifikasi gen penyandi nuklease (gen nuc), gen 16SrRNA
dan gen penyandi MRSA (gen mecA)

No Kode Isolat Asal spesimen Resistensi antibiotic* Gen nuc Gen 16SrRNA  Gen mecA
1 BFT23 Subkutan cakar pen, tet, dox + + -
2 BFT24 Subkutan cakar pen, tet, dox + + -
3 BFT120 Subkutan cakar pen, dox + + -
4 KB 32 Subkutan kepala pen, gen + + +
5 KB 62 Sendi rahang Kiri pen, gen + + +
6 KB 63 Sendi rahang kanan met, pen, dox + + -
7 KB 80 Subkutan kepala dox, gen, eri + + -
8 KB 81 Sendi rahang Kiri met, pen, dox + + +
9 Ti1 Mata kanan bagian atas pen, dox + + -
10 T12 Subkutan kepala gen + + -
11 T13 Sendi rahang kanan eri + + -
12 Ti4 Bawah rahang pen, dox + + +
13 T15 Mata kanan bagian atas pen, gen, eri + + +
14 T16 Subkutan kepala eri + + +
15  T103 Sendi rahang kanan pen, dox + + -
16 T104 Sendi rahang kiri pen, dox, tet + + +
17 T105 Subkutan cakar pen, dox, tet + + -
19  T106 Subkutan cakar pen, dox, gen + + -
20  T107 Subkutan cakar pen + + -
21 M1 Subkutan cakar pen + + -
22 M3 Subkutan cakar pen, dox + + -
23 M5 Subkutan cakar dox, tet + + +

*met= Metisilin, pen= Penisilin, eri= Eritromisin, dox= Doxysiklin, eri= Eritromisin, gen= Gentamisin

Staphylococcus aureus isolat broiler telah resisten
terhadap tetrasiklin  100%, eritromisin 25%, dan
kloramfenikol 25% (Yurdakul et al., 2013). Nemati et
al. (2008) melaporkan perbandingan hasil penelitian
tahun 1972 dan 2006 bahwa S. aureus isolat asal broiler
telah mengalami peningkatan resistensi terhadap jenis
antibiotik yang sering digunakan dalam pemeliharaan
broiler yaitu gentamisin (2,2-15%), eritromisin (17-
37%), dan tetrasiklin (49-59%). Suleiman et al. (2013)
melaporkan telah terjadi resistensi S. aureus isolat
broiler terhadap ampisilin dan eritromisin masing-
masing sebesar 100%.

Hasil penelitian-penelitian sebelumnya secara umum
bahwa S. aureus terjadi peningkatan resistensi terhadap
mayoritas antibiotik yang sering dan biasa digunakan
pada peternakan broiler (Ma et al., 2002). Beberapa jenis
antibiotik yang sering digunakan dalam peternakan
broiler  diantaranya kelompok  aminoglikosida
(gentamisin, neomisin, dan streptomisin), kelompok
Beta-Laktam, yaitu kelompok penisilin  (penisilin,
amoksisilin),  kelompok tetrasiklin  (klortetrasiklin,
oksitetrasiklin, tetrasiklin, streptomisin, doksisiklin, dan
ampisilin (Na lampang et al., 2007). Menurut Aarestrup
et al. (2000) dan White et al. (2003), jenis antibiotik
yang sering digunakan pada peternakan ayam yaitu
eritromisin, tetrasiklin, penisilin, dan doksisiklin.
Sebaliknya antibiotik yang jarang digunakan masih
sensitif pada S. aureus isolat broiler. Heo et al. (2008) dan
Yurdakul et al. (2013) melaporkan bahwa ciprofloksasin,
enrofloksasin, gatifloksasin, nitrofurantoin, quinupristin,
dalfopristin, teicoplanin, dan amikasin masih sensitif
(100%) terhadap S. aureus isolat asal broiler.

Terjadinya  peningkatan  resistensi  antibiotik
terhadap S. aureus isolat asal broiler karena
penggunaan antibiotik dalam waktu yang lama, baik
untuk mengendalikan dan mencegah penyakit bakteri,

untuk memacu pertumbuhan atau untuk meningkatkan
efisiensi pakan (Geornaras dan von Holy, 2001; Nemati
et al, 2008). Pada pemeliharaan broiler sering
digunakan antibiotik dengan dosis rendah dalam waktu
yang lama sebagai pemacu pertumbuhan dan dosis
yang ditingkatkan untuk pencegahan penyakit bakteri
maupun tujuan pengobatan (Apata, 2011).

Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai dengan

prinsip-prinsip penggunaan agen antibakteri dapat
menyebabkan terjadinya peningkatan  resistensi.
Peningkatan resistensi bakteri terhadap antibiotik

merupakan konsekuensi penggunaan antibiotik pada
manajemen peternakan (Anonimus, 2001). Beberapa
studi telah menunjukkan bahwa penggunaan antibiotik
pada pemeliharaan broiler sangat memengaruhi
terjadinya resistensi baru terhadap antibiotik, meskipun
tingkat dan kecepatan terjadinya resistensi sangat
bervariasi. Jenis antibiotik yang sering digunakan
dalam pemeliharaan broiler menyebabkan S. aureus
lebih resisten dibandingkan dengan jenis antibiotik
yang jarang digunakan, sebaliknya jenis antibiotik yang
jarang digunakan dalam peternakan broiler masih
sensitif.

Studi epidemiologi dan molekuler menunjukkan
adanya hubungan antara penggunaan antimikrob yang
kurang tepat pada peternakan dengan munculnya
strain-strain bakteri baru yang resisten terhadap
antibiotik (van Vuuren, 2001). Terjadinya peningkatan
resistensi antibiotik terhadap S. aureus yang berasal
dari hewan maupun pangan yang berbahan dari hewan
harus dipantau terus-menerus untuk mengurangi risiko
meningkatnya resistensi bakteri yang ditransfer dari
hewan maupun pangan berbahan dari hewan ke
manusia (Hiroi et al., 2012). Penelitian Boost et al.
(2008) menunjukkan S. aureus isolat yang berasal dari
manusia terjadi resistensi terhadap penisilin sebesar
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82%, eritromisin 25%, gentamisin 4%, tetrasiklin 17%,
dan oksasiklin 2%.

Pada penelitian ini, gen mecA berhasil dideteksi
pada S. aureus isolat asal broiler yang diteliti yaitu
sebesar 8 isolat (34,8%) (Gambar 2). Hasil ini lebih
besar dibandingkan dengan hasil penelitian Geenen et
al. (2013) sebesar 8% dan penelitian de Boer et al.
(2009) sebesar 16,0 %. Prevalensi resistensi antibiotik
terhadap S. aureus secara genotipe hasilnya berbeda
antara masing-masing Negara (Santos et al., 2000;
Witte, 1999). Prevalensi MRSA isolat broiler di Belgia
sebesar 13-14% (Nemati et al., 2008), di Belanda 16%
(de Boer et al., 2009), di Jerman 25% (FeRler et al.,
2011) dan di Taiwan sebesar 87,5% (Jyhshiun et al.,
2009).

Tl6 KB32 T15 M3 M1

bp

>300 bp — 300
258 bp — 200
— 100

Gambar 2. Analisis gen mecA Staphylococcus aureus isolat
broiler (isolat kode T16, T15, M3, M1) dengan besar
amplikon sekitar 258 bp, dan isolat KB32 dengan besar
amplikon sekitar 300 bp

Methicillin resistant Staphylococcus aureus isolat
dari ternak telah mendapatkan perhatian Kkhusus
(Murphy et al., 1985). Strain MRSA telah terdeteksi
pada beberapa spesies hewan dan produk pangan asal
hewan (Persoons et al., 2009). Strain MRSA yang
diisolasi dari ternak telah dilaporkan terjadi
peningkatan (Kwon et al., 2005; Voss et al., 2005;
Wulf dan Voss, 2006). Strain MRSA juga telah
diisolasi dari daging ayam dan bangkai ayam (Lee,
2003: Kitai et al., 2005; Lee, 2006;), daging kalkun dan
ayam pedaging (de Boer et al., 2009).

Pada ternak lain prevalensi MRSA telah banyak
diteliti, pada sapi perah (Devriese dan Hommez, 1975),
sapi potong (Feller et al., 2011), dan babi (de Boer et
al, 2009). Prevalensi pada sapi perah sebesar 15,2%;
sapi potong 10,6%: dan babi 10,7% (de Boer et al.,
2009). Pada hewan piara MRSA ditemukan pada kuda
dan anjing yang dirawat pada klinik hewan (Hartmann
et al.,1997; Seguin et al., 1999), pada anjing, kuda, dan
kucing (Middleton et al., 2005). Deteksi gen mecA
menunjukkan adanya MRSA asal hewan meningkat
tajam tahun 2007-2010 (Garcia-Alvarez et al., 2011).

Deteksi gen mecA bertujuan  memastikan
munculnya strain MRSA (Witte, 1999; Santos et al.,
2000). Al-Ruaily dan Khalil (2011), melaporkan bahwa
teknik molekuler mempunyai akurasi tinggi dalam
mendeteksi MRSA waktu yang lebih cepat dibanding
cara konvensional. Isolat-isolat MRSA umumnya
mengalami peningkatan resistensi terhadap berbagai
macam antibiotik (Garcia-Alvarez et al., 2011).
Peningkatan resistensi terhadap metisilin biasanya
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terjadi peningkatan resistensi terhadap berbagai macam
antibiotik yang lain (Na’was et al., 1998; Todar, 2005;
Chatterjee dan Otto, 2013).

Penggunaan antibiotik yang tidak benar pada hewan
kesayangan maupun ternak memberikan konstribusi
terhadap meningkatnya resistensi bakteri (Lee, 2003;
Kwon et al.,, 2005: Kwon et al., 2006). Hal ini
menunjukkan potensi untuk transmisi  zoonosis
(Huijsdens et al., 2006). Hewan dapat bertindak
sebagai reservoir dan sumber bagi munculnya MRSA
klon pada manusia (Garcia-Alvarez et al., 2011). Strain
MRSA ditemukan pada babi yang sehat dan transmisi
antara hewan dan manusia telah dilaporkan dan
digambarkan oleh Voss et al. (2005). Orang-orang
berurusan dengan ternak mempunyai risiko tertular
oleh MRSA (Cuny et al., 2009; Mulders et al., 2010).
Daging unggas dan produknya dianggap sebagai
sumber penting penyebaran MRSA pada manusia
(Karmi, 2013). Hasil-hasil penelitian menyiratkan
bahwa orang yang berhubungan dengan ayam broiler
hidup berisiko untuk tertular MRSA sesuai hasil
penelitian Geenen et al. (2013), bahwa prevalensi
MRSA pada broiler sebesar 8% dan pekerja pada
peternakan broiler tersebut sebesar 5,5%.

KESIMPULAN

Staphylococcus aureus isolat broiler yang dipelihara
di wilayah Yogyakarta memperlihatkan terjadinya
resisten terhadap metisilin, penisilin, tetrasiklin,
eritromisin, gentamisin, dan doksisiklin. Secara
molekuler terdapat 8 isolat (34,8%) terdeteksi gen
penyandi MRSA (gen mecA) pada isolat S. aureus
yang diteliti. Ditemukannya MRSA dan S. aureus yang
telah resisten terhadap beberapa jenis antibiotik
dimungkinkan akan timbulnya multiresisten terhadap S.
aureus asal broiler yang akan mempersulit penanganan
pada kasus infeksi bakteri pada peternakan broiler.
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