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Abstrak
Salah satu upaya untuk mengurangi resistensi, pemberian antibiotika harus berdasarkan pola bakteri penyebab infeksi dan kepekaan bakteri terhadap antibiotik. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pola bakteri, sensitivitas dan resistensinya terhadap antibiotika di RSUD Dr. Slamet Kabupaten Garut. Sampel bakteri diambil dari sputum pasien ISPA pneumonia yang dirawat di ruang rawat inap Zamrud RSUD. Dr. Slamet Garut. Prosedur mikrobiologi standar yang digunakan yaitu analisis Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk mengidentifikasi gen resistensi sedangkan uji difusi disk digunakan untuk menentukan pola resistensi antimikroba dari sputum pasien ISPA penumonia. Dari sampel sputum yang diteliti teridentifikasi bakteri Staphylococcus aureus. S. aureus sudah resisten terhadap antibiotika amoksisilin,  sefadroksil dan sulfametoksazol serta mengalami penurunan aktivitas terhadap antibiotika trimetoprim, seftriakson dan sefotaksim
Kata kunci: sensitivitas, bakteri, ISPA pneumonia, antibiotika, resistensi. 

EVALUATION OF BACTERIA SENSITIVITY CAUSES OF ISPA PNEUMONIA TO ANTIBIOTICS AMOCCISILINE, CEFADROKSIL, TRIMETOPRIM, SULFAMETOKSAZOL, CEFTRIAKSON AND CEFOTAXSIM 
BASED ON MOLECULAR
IN THE GENERAL HOSPITALS OF THE REGION
Dr. SLAMET DISTRICT GARUT
Abstract
One effort to reduce resistance, antibiotics should be based on patterns of bacteria that cause infection and bacterial susceptibility to antibiotics. The purpose of this study to determine the pattern of bacteria, sensitivity and resistance to antibiotics in RSUD Dr. Slamet Garut. Bacterial samples were taken from patient's sputum with ISPA pneumonia treated in Zamrud room RSUD. Dr. Slamet Garut. The standard microbiological procedure used is the analysis of Polymerase Chain Reaction (PCR) to identify resistance genes while the disk diffusion test is used to determine the antimicrobial resistance pattern of the ISPA pneumonia. From the sputum samples under study identified bacteria Staphylococcus aureus. S. aureus is resistant to the antibiotics of amoxicillin, cefadroxyl and sulfamethoxazole as well as inherent degradation of activity against trimethoprim antibiotics, ceftriaxone and cefotaxime.
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PENDAHULUAN

Pneumonia merupakan penyebab utama morbiditas dan mortalitas anak berusia di bawah lima tahun (balita). Diperkirakan hampir seperlima kematian anak di seluruh dunia, lebih kurang dua juta anak balita, meninggal setiap tahun akibat pneumonia, sebagian besar di Afrika dan Asia Tenggara (Haryani et al., 2007). Berdasarkan data morbiditas 10 jenis penyakit terbanyak kasus rawat inap pada RSUD Dr. Slamet Kabupaten Garut Tahun 2014, ISPA pneumonia menempati urutan ke delapan dari sepuluh penyakit lainnya dengan jumlah kasus sebanyak 951 kasus (BP. RSUD dr. Slamet Kabupaten Garut, 2014). 
Selain virus, agen utama penyebab infeksi saluran pernapasan adalah bakteri yang dapat menyebabkan infeksi primer atau super infeksi, sehingga membutuhkan pengobatan antibiotika (Nweze et al., 2011 ). Konsekuensi yang tidak terhindarkan akibat meluasnya penggunaan senyawa antibiotika adalah timbulnya galur bakteri resisten terhadap berbagai jenis antibiotika yang dapat menyebabkan pengobatan tidak lagi efektif dan efisien (Felmingham et al., 2003).  Salah satu upaya untuk mengurangi resistensi bakteri terhadap antibiotika, pemberian antibiotika harus berdasarkan pola bakteri penyebab infeksi dan kepekaan bakteri terhadap antibiotika (Smith et al.,, 2016). 
Tujuan penelitian ini untuk memaparkan pola bakteri penyebab ISPA pneumonia, sensitivitas dan resistensinya terhadap antibiotika yang digunakan petugas kesehatan di ruang rawat inap Zamrud RSUD. Dr. Slamet Garut pada terapi ISPA pneumonia meliputi antibiotika amoksisilin, sefadroxil, trimetoprim, sulfametoksazol, seftriakson dan sefotaksim dan kemungkinan adanya resistensi antibiotika.
BAHAN DAN METODE
1. 
Bahan
Bakteri uji yang akan digunakan adalah bakteri yang diambil dari sputum pasien ISPA pneumonia yang dirawat di ruang rawat inap Zamrud RSUD Dr. Slamet Kabupaten Garut. Antibiotika yang diuji meliputi Amoksisilin, Sefadroksil, Trimetoprim, Sulfametoksazol, Seftriakson dan Sefotaksim.
2.
Pengumpulan sampel dan pengolahan


Sampel bakteri diambil dari sputum pasien ISPA pneumonia dengan cara dikumpulkan dalam pot plastik, diambil sebanyak 3 ml kemudian dimasukkan ke dalam media TSB yang telah disterilkan dan diinkubasi pada suhu 37⁰C selama 18-24 jam. Bakteri ditanam pada media TSA dengan metode cawan gores. Media TSA steril dituangkan ke dalam cawan petri sebanyak 20 mL dan dibiarkan hingga padat. Kemudian 1 ose suspensi bakteri diambil dan digoreskan pada media TSA yang telah padat. Media TSA tersebut diinkubasi pada suhu 37oC selama 18-24 jam. Masing-masing koloni (single koloni) bakteri yang tumbuh dipindahkan ke dalam TSA baru. Identifikasi bakteri dilakukan dengan melihat morfologi koloni bakteri dan pewarnaan gram. Pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui bakteri tersebut bakteri negatif atau positif.
3.
Identifikasi Bakteri Penyebab ISPA Pneumonia dengan Metode 16S rRNA PCR-Sekuensing.
Isolasi DNA total dilakukan dengan mengikuti protokol isolasi GeneJETTMGenomic DNA Purification Kit®. Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan metode PCR. Primer yang digunakan dalam amplifikasi gen 16S rRNA adalah primer 1492R (5’GGTTACSTTGTTACGAC3’) dan primer 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’). Selanjutnya dilakukan elektroforesis DNA bakteri hasil PCR, pita DNA yang terbentuk diamati dengan mini trans-iluminator UV. 

4.
Sekuensing Fragmen 16S rRNA
Sekuensing fragmen DNA dilakukan dengan bantuan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) urutan nukleotida yang kemudian dicocokkan dengan data base yang tersedia pada situs http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. 

5.
Uji  Sensitivitas/ Resistensi Bakteri

Sampel bakteri dari pasien diuji resistensi terhadap beberapa antibiotik yaitu Amoxicillin (10 µg), Sefadroksil (30 µg), Trimetoprim (5 µg), Sulfametoksazol (300 µg), Seftriakson (30 µg) dan Sefotaksim (30 µg). Media MHA cair (suhu 40-50 oC) ditambahkan ke dalam cawan petri yang telah berisi suspensi bakteri yang setara dengan standar 0,5 McFarland, lalu campuran tersebut dihomogenkan dan didiamkan hingga membeku. Setelah membeku, paper disk yang telah berisi antibiotik sebanyak 10 µl dengan masing-masing konsentrasinya ditempelkan pada media agar. Cawan ditutup dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 18-24 jam. Zona inhibisi (zona bening) yang terbentuk diukur menggunakan jangka sorong. Hasil yang diperoleh dibandingkan dengan buku pedoman Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) tahun 2007.
6.
Pengajuan Ethical Clearance
Sebelum penelitian ini dilakukan, proposal diajukan ke Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran untuk mendapatkan Persetujuan Setelah Penjelasan (PSP).

HASIL
1.
Hasil Identifikasi Bakteri

Pewarnaan Gram isolat bakteri penyebab ISPA pneumonia pada sampel sputum menunjukkan adanya bakteri Gram positif. Identifikasi bakteri dilakukan menggunakan metode PCR 16S rRNA dari DNA bakteri yang telah diisolasi. Tahap PCR dilakukan tiga tahap yaitu denaturasi, penempelan primer (annealing) dan pemanjangan (extension). Primer yang digunakan pada proses amplifikasi DNA yaitu primer 1492R (5’ GGTTACSTTGTTACGAC 3’) dan 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) (Rinanda, 2011). Hasil amplifikasi DNA total kemudian dideteksi dengan elektroforesis gel agarosa 1% dengan DNA marker ukuran 1 kb dan divisualisasikan pada UV detektor. Elektroforesis dilakukan selama 40 menit dengan aliran arus listrik sebesar 100 volt. Hasil visualisasi DNA menujukkan satu pita yang sejajar dengan marker pada ukuran basa 1500 pb, terlihat pada Gambar 1 pita yang dihasilkan sesuai dengan pemotongan pita yang dihasilkan oleh primer 1492R dan 27F yaitu 1500 pb.
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                       Gambar 1. Visualisasi DNA Hasil Amplifikasi Gen Pengkode  16S rRNA
Pembacaan urutan basa (sekuensing) pada sampel bakteri dilakukan di Macrogen Inc, Seoul, Korea. Proses ini dilakukan dengan membaca urutan DNA pada fragmen 16S rRNA yang diperoleh pada proses PCR. Urutan DNA yang diperoleh kemudian dicocokkan dengan database yang terdapat pada situs http://blast.ncbi.nlm.nih.gov dengan bantuan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Bakteri yang teridentifikasi berdasarkan hasil sekuensing  sampel sputum pasien ISPA Pneumonia adalah bakteri S. aureus dengan homologi 100%.  
2.
Hasil Uji Sensitivitas/ Resistensi Bakteri


Bakteri dari sampel sputum pasien ISPA pneumonia diuji resistensinya terhadap beberapa antibiotika untuk perawatan ISPA pneumonia yaitu Amoksisilin (10 µg/10 ml), Sefadroksil (30 µg/10 ml), Trimetoprim (5 µg/10 ml), Sulfametoksazol (300 µg/10 ml), Seftriakson (30 µg/10 ml) dan Sefotaksim (30 µg/10 ml). Hasil uji resistensi dapat dilihat pada Tabel 1 yang kemudian dibandingkan dengan buku pedoman uji resistensi yaitu CLSI tahun 2007.
Tabel 1.
Hasil uji resistensi bakteri S. aureus terhadap antibiotika amoksisilin,  sefadroksil, trimetoprim, sulfametoksazol, seftriakson dan sefotaksim.
	Antibiotika

	Diameter zona hambat (mm)

	Diameter zona hambat berdasarkan CLSI 2007

	Keterangan
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	Amoksisilin

Sefadroksil

Trimetoprim

Sulfametoksazol

Seftriakson
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	7,36 ± 1,41

12,85 ± 2,00

12,21 ± 3,00

5,53 ± 3,52

17,01 ± 1,42

20,51 ± 9,20
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PEMBAHASAN
Bakteri yang teridentifikasi dari hasil pewarnaan Gram dan sekuensing merupakan bakteri Gram positif. Hal ini ditunjukkan dari warna yang diikat yaitu warna ungu. Bakteri yang teridentifikasi dari sampel sputum pasien ISPA Pneumonia berdasarkan hasil sekuensing  adalah bakteri Staphylococcus aureus. S. aureus adalah bakteri gram positif yang bersifat aerob fakultatif, tidak menghasilkan spora dan tidak motil, umumnya tumbuh berpasangan maupun berkelompok, dengan diameter sekitar 0,8-1,0 µm dan bentuk sel kapsul. S. aureus merupakan patogen pada pasien yang dirawat di ICU, penyebab meningitis, arthritits dan nosokomial pneumonia, (Smith, 2016). 

Pada penelitian ini diketahui bahwa S. aureus sudah resisten terhadap Amoksisilin, Sefadroksil dan Sulfametoksazol serta mengalami penurunan aktivitas terhadap antibiotika Trimetoprim, Seftriakson dan Sefotaksim. Berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Wai Ho Lim dkk (2012) ditunjukkan bahwa pada pengobatan infeksi community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA), strain CA-MRSA umumnya masih sensitif terhadap trimetoprim/ sulfametoksazol, flouroquinolon dan gentamisin tetapi sudah resisten terhadap klindamisin dan makrolida. Di Taiwan, 94-97% dari CA-MRSA resisten terhadap klindamisin dan erythromycin. Untuk mengatasi infeksi CA-MRSA invasif, glikopeptida seperti vankomisin dan linezolid, merupakan antibiotika alternatif yang disarankan untuk digunakan secara empiris dan dilanjutkan sampai uji sensitivitas.
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