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Artikel Penelitian

Identifikasi Isolat Klinik Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus dan Extended-Spectrum Beta-Lactamase

Menggunakan Teknik Polimerase Chain Reaction

Linosefa, Netti Suharti, Andani Eka Putra

Abstrak

Bakteri patogen yang resisten terhadap banyak obat seperti Staphylococcus aureus yang kebal terhadap
Methicillin (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus/MRSA) telah menjadi agen penyebab infeksi baik di lingkungan
pelayanan kesehatan maupun di masyarakat. Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) yang berasal dari mutasi
B-laktamase juga menjadi masalah utama dalam infeksi terkait pelayanan kesehatan. Tujuan: Menentukan proporsi
bakteri penghasil MRSA dan ESBL dari isolat klinis di Rumah Sakit Dr. M. Djamil Padang menggunakan teknik
Polimerase Chain Reaction (PCR). Metode: Penelitian ini merupakan studi prospektif dengan mengumpulkan isolat
Staphylococcus aureus dan Enterobacteriaceae dari Juli hingga September 2017. Penelitian dilakukan di Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas untuk mengkonfirmasi bakteri penghasil MRSA dan ESBL. Hasil: Sebanyak 15 dari
27 isolat Staphylococcus aureus (56%) merupakan MRSA dan 21 dari 41 isolat Enterobacteriaceae (51%) adalah
penghasil ESBL. Klebsiella sp. paling banyak ditemukan di antara isolat Enterobacteriaceae (59%). Lima puluh persen
Klebsiella sp menghasilkan ESBL. Simpulan: Studi ini menunjukkan bahwa setengah isolat klinis dari RSUP Dr. M.
Djamil merupakan MRSA dan penghasil ESBL. Deteksi dini MRSA dan Enterobacteriaceae penghasil ESBL perlu
dilakukan, untuk mencegah dan mengurangi transmisi bakteri MDR di lingkungan rumah sakit.
Kata kunci: Enterobacteriaceae, Klebsiella sp, MDR, Staphylococcus aureus

Abstract

Multidrug resistance (MDR) pathogen such as Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA) has become
an increasingly causative agent of infection in both healthcare and community settings. Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL) which derived from mutated B-lactamase also become a major problem in healthcare-associated
infection. Objectives: To determined the proportion of MRSA and ESBL from the clinical isolate from Dr. M. Djamil
Hospital Padang. Methods: It was a prospective study by collected Staphylococcus aureus and Enterobacteriaceae
isolate from July to September 2017. The Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed in The Faculty of
Medicine of Universitas Andalas to confirm the MRSA and ESBL. Results: A total of 15 from 27 Staphylococcus
aureus isolate (56%) were MRSA positive and 21 of 41 Enterobacteriaceae isolate (51%) were ESBL positive.
Klebsiella sp. were dominant among the Enterobacteriaceae (59%) isolate. Fifty percent of Klebsiella sp were ESBL
producer. Simpulan: This study shows that almost a half of clinical isolate from RSUP Dr. M. Djamil were MRSA and
ESBL producer. Early detection for MRSA and ESBL need to perform in a clinical setting, in order to prevent and
reduce the transmission of MDR pathogen.
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menjadi terbatas dan mortalitas lebih tinggi untuk
pasien rawat inap. Bakteri MDR yang sering
ditemukan sebagai penyebab infeksi di lingkungan
rumah sakit adalah Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) dan bakteri penghasil
Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL). ESBL
dihasilkan umumnya oleh Enterobacteriaceae. Insiden
infeksi MRSA adalah sekitar 2,3-69,1% (Hassoun,
Linden et al. 2017) dan 7-15% untuk infeksi ESBL.*?

Sifat resisten terhadap metisilin pada MRSA
terutama disebabkan oleh PBP2a/PBP2 yang
diproduksi oleh gen mecA.34 B-strain bakteri yang
memiliki PBP2a, juga menjadi resisten terhadap
antibiotik B-laktam lain termasuk penisilin,
sefalosporin, B-laktamase inhibitor, monobaktam dan
Carbapenem.®

Enterobacteriaceae penghasil ESBL, selain
mengakibatkan bakteri resisten terhadap sefalosporin,
juga umumnya  menjadi resisten  terhadap
fluoroquinolone. Ada banyak gen yang bertanggung
jawab untuk memproduksi ESBL, salah satunya
adalah gen SHV.%7 Pasien yang dirawat di rumah sakit
dengan penyakit berat, rawatan yang lama, terpasang
peralatan invasif dan penggunaan antibiotik secara
berlebihan memiliki risiko lebih tinggi untuk terinfeksi
oleh bakteri ini. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi karakteristik resistensi dari bakteri
penghasil MRSA dan ESBL secara genotip, untuk
mengeksplorasi data epidemiologis dan untuk
membantu penggunaan terapi antibiotik secara tepat.

METODE

Penelitian deskriptif eksperimental prospektif ini
dilakukan di Rumah Sakit Dr. M. Djamil Padang dan
Pusat Diagnostik dan Riset Bagian Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Padang (FK
Unand). Penelitian ini telah disetujui oleh Komite Etika
Medis Fakultas Kedokteran Universitas Andalas (No.
265/KEP/FK/2017).

-Populasi penelitian

Semua isolat Staphylococcus aureus dan
Enterobacteriaceae yang diisolasi dari sampel klinis
Rumah Sakit Dr. M. Djamil Padang dari Juli hingga
September 2017 dimasukkan dalam penelitian ini.

-Isolat Bakteri

Semua isolat kemudian disimpan dalam TSB
gliserol 10% sebelum disubkultur ke Mac Conkey dan
pelat agar darah. Inkubasi dilakukan pada 35°C

selama 18-24 jam.

-Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan
teknik pemanasan. Koloni bakteri disuspensikan ke
dalam 1 ml PBS dan disentrifugasi pada 12.000 rpm
selama 5 menit. Pelet diresuspensi ke dalam 1 ml TE
dan dipanaskan pada 95°C selama 10 menit. Setelah
sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit,
supernatan digunakan sebagai template PCR.

-Amplifikasi PCR

PCR dilakukan untuk mendeteksi gen mecA
untuk MRSA dan gen SVH untuk produsen ESBL.
Primer yang digunakan untuk mecA adalah MECA P4
5' TCCAGATTACAACTTCACCAGG 3' dan MECA P7
5' CCACTTCATATCTTGTAACG 3'. 8 Hasil ekstraksi
DNA (1.5 pl) ditambahkan ke 22,5 yl campuran PCR
dan 10 pmol primer. Kondisi thermocycling diatur pada
95°C selama 10 menit; diikuti oleh 35 siklus 95°C
selama 30 detik, 55°C selama 30 detik, 72°C selama 1
menit, dan 70°C selama 5 menit. Amplikon
divisualisasikan menggunakan elektroforesis dalam
gel agarosa 2% (ukuran 162 bp untuk mecA).

Primer yang digunakan untuk SVH adalah SHVF
5' GATGAACGCTTTCCCATGATG'3 dan SHVR
5'CGCTGTTATCGCTCATGGTAA '3.° Hasil ekstraksi
DNA (1,5 pl ) ditambahkan ke 22,5 yl campuran PCR
dan 0,5 pl masing-masing primer. Kondisi
thermocycling diatur pada 95°C selama 5 menit; diikuti
oleh 35 siklus 95°C selama 30 detik, 58°C selama 30
detik, 72°C selama 30 detik, dan 70°C selama 10
menit.  Amplikon divisualisasikan menggunakan
elektroforesis dalam gel agarosa 2% (ukuran 214 bp
untuk SVH).

HASIL

Enam puluh delapan isolat yang dimasukkan
dalam penelitian ini terdiri dari Staphylococcus aureus
27 isolat dan 41 isolat Enterobacteriaceae (isolat
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Proteus spp 5, isolat Escherichia coli 12, dan isolat
Klebsiella sp 24).

Gambar elektroforesis gel agarosa setelah
amplifikasi PCR untuk Staphylococcus aureus dan
Enterobacteriaceae ditunjukkan pada Gambar 1 dan 2

M K- K+ 19 21 25 26 32 34

500 bp «—
MecA gene

> (162 bp)

Gambar 1. Gambar elektroforesis gel agarosa setelah
gen mecA amplifikasi (162 bp) dengan metode PCR.
(untuk isolat no 19, 21, 25, 26, 32 dan 34)

Gambar 1 menunjukkan bahwa isolat nomor 19
dan 25 tidak memiliki amplikon pita mecA. Lima puluh
enam persen isolat Staphylococcus aureus memiliki
gen mecA.

M K+ K- 54 56 57 60 61 65 66 48 31

SHV gene
(214 bp)

Gambar 2. Gambar elektroforesis gel agarosa setelah
amplifikasi gen SHV (214 bp) dengan metode PCR
(untuk isolat no 31, 48, 54, 56, 57, 60, 61, 65 dan 66)

Gambar 2 menunjukkan bahwa isolat nomor 54,
56, 60 dan 61 tidak memiliki pita SHV. Hasil SHV

dirangkum dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil PCR Enterobacteriaceae untuk SHV.

Isolat N (%) SHV positif (%)
Proteus sp. 5(12) 2 (40)
Eschericia coli 12 (29) 7 (58)
Klebsiella sp. 24 (59) 12 (50)
Total 41 21 (51)
PEMBAHASAN

MRSA dikenal sebagai salah satu patogen yang
sering menyebabkan infeksi terkait pelayanan
kesehatan dan komunitas. Metode PCR adalah

metode standar emas untuk mengidentifikasi MRSA.
Prevalensi MRSA (56%) yang ditemukan dalam
penelitian ini lebih tinggi daripada penelitian lain
(45,1%),'° tetapi lebih rendah dari studi di Teheran
(69%).1! Penggunaan alat diagnostik cepat dan teknik
yang akurat untuk identifikasi MRSA dapat
berkontribusi untuk diagnosis dini dan pengobatan
infeksi.

Isolat Enterobacteriaceae dalam penelitian ini
yang menyebabkan infeksi, secara genotip
separuhnya menghasilkan ESBL (51%). Hasil ini lebih
tinggi dari penelitian lain di Syiria yang ditemukan
ESBL dari gen SHV sekitar 12,5%,'® Tetapi penelitian
lain di Brazil menemukan tingkat ESBL lebih tinggi
(67,8%).12 Hasil negatif tidak menghilangkan
kemungkinan bakteri memproduksi ESBL karena ada
gen lain yang dapat menghasilkan ESBL seperti TEM,
CTX-M, OXA. Gen ini tidak diuji dalam penelitian ini.
Prevalensi bakteri penghasil ESBL yang paling banyak
adalah Klebsiella sp (51%). Klebsiella sp lebih sering
ditemukan sebagai penyebab infeksi bakteri daripada
Enterobacteriaceae lainnya. Salah satu ciri khas
Klebsiella sp dan E. coli adalah lebih tahan terhadap
banyak kelompok antibiotik. Karakteristik resistensi ini
dibawa oleh plasmid yang mudah ditransfer, sehingga
ESBL lebih sering ditemukan pada Klebsiella sp dan
E. coli. 87

Prevalensi ESBL mulai meningkat sebagai akibat
dari penggunaan antibiotik yang tidak rasional, yang
dapat memicu resistensi antibiotik. Pasien dengan
rawatan yang lama dan terpasang peralatan invasif
akan meningkatkan risiko kolonisasi bakteri ESBL dan
risiko untuk mendapatkan kegagalan terapi. Deteksi
dini untuk produsen MRSA dan ESBL perlu dilakukan
di lingkungan rumah sakit, untuk mencegah dan
mengurangi transmisi patogen MDR.

SIMPULAN
Peningkatan prevalensi MRSA dan
Enterobacteriacea penghasil ESBL, mengakibatkan
keduanya harus termasuk dalam deteksi cepat MDRO.
Metode PCR adalah metode yang berguna untuk
deteksi cepat gen mecA dan SHV dan dapat
memberikan manfaat untuk program pengendalian

infeksi.
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