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Abstract

Staphylococcus aureus (S. aureus) is a Gram-positive bacteria that causes various diseases in humans and
animals. Treatment of S. aureus infection generally uses antibiotics, but what happens is, S. aureus resistance
to antimicrobial agents is an increasing global problem. This study aims to compare the phenotypic and
genotypic characters of S. aureus from animal isolates against B-lactam and tetracycline antibiotics class.
Determination of resistance characteristics of 8 S. aureus isolates was carried out phenotypically by Kirby
Bauer and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) methods, while genotypically by detecting the blaZ and
tet genes. The correlation between the diameter of the Kirby Bauer test results and the MIC level was tested
statistically using R software. The results of the study showed a relationship between resistance genes and
phenotypic test results using the Kirby Bauer and MIC methods. Isolates C, D, F, and TLK with resistance gene
characters blaZ, tetK", and tetM showed a sensitive interpretation of the results of the Kirby Bauer and MIC
tests. On the other hand, DMG, J, PGT, and KRG isolates were resistant to one or two antibiotics tested, both
phenotypic and genotypic (blaZ’, tetK"/tetM™). 1t found that the MIC levels of some respective isolates were
relatively high, isolates J and KRG had an ampicillin MIC level of 32 pg/ml, while isolates J and PGT had
256 pg/ml for oxytetracycline. Although the identification of resistance genes and Kirby Bauer can determine
the character of bacterial resistance, MIC determination is necessary to provide qualitative and quantitative
information for the benefit of making therapeutic decisions and infection control strategies.

Keywords: antibiotics; resistance; Staphylococcus aureus

Abstrak

Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan bakteri Gram positif penyebab berbagai penyakit pada
manusia dan hewan. Pengobatan infeksi S. aureus umumnya menggunakan antibiotik, namun yang terjadi,
resistensi S. aureus terhadap agen antimikroba merupakan masalah global yang semakin meningkat. Penelitian
ini bertujuan untuk membandingkan karakter fenotipik dan genotipik pada isolat S. aureus asal hewan terhadap
antibiotik golongan -laktam dan tetrasiklin. Determinasi sifat resistensi 8 isolat S. aureus asal hewan dilakukan
secara fenotipik dengan metode Kirby Bauer dan Minimum Inhibitory Concentration (MIC), sedangkan
genotipik dengan deteksi gen blaZ dan tet. Korelasi antara diameter hasil uji Kirby Bauer dengan level MIC
diuji statistik menggunakan R software. Hasil penelitian menunjukkan hubungan antara gen resisten dengan
hasil uji fenotipik menggunakan metode Kirby Bauer dan MIC. Isolat C, D, F, dan TLK dengan karakter
gen resisten blaZ, tetK, dan tetM  memperlihatkan interpretasi sensitif pada hasil uji Kirby Bauer dan MIC.
Sebaliknya isolat DMG, J, PGT, dan KRG mempunyai sifat resisten pada satu atau dua antibiotik yang diuji
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baik secara fenotipik maupun genotipik (blaZ*, tetK*/tetM™). Diketahui, level MIC beberapa isolat tersebut
tergolong tinggi, isolat J] dan KRG mempunyai level MIC ampisilin sebesar 32 pg/ml, sedangkan isolat J
dan PGT sebesar 256 pg/ml terhadap oksitetrasiklin. Meskipun identifikasi gen resisten dan Kirby Bauer
dapat mengetahui karakter resistensi bakteri, namun determinasi MIC perlu dilakukan untuk memberikan
informasi kualitatif dan kuantitatif bagi kepentingan pengambilan keputusan tindakan terapeutik dan strategi

pengendalian infeksi.

Kata kunci: antibiotik; resistensi; Staphylococcus aureus

Pendahuluan

Staphylococcus — aureus  (S.  aureus)
merupakan salah satu bakteri Gram positif
penyebab berbagai penyakit pada manusia
dan hewan (Kitagawa et al., 2019; Thomas et
al., 2019). S. aureus pada manusia dilaporkan
sebagai  penyebab  utama  bakteremia,
endokarditis, osteomyelitis, infeksi kulit
dan jaringan lunak, serta pleuropulmonary
(Kitagawa et al.,2019; Aziz et al., 2020; Miyake
et al., 2022). Sedangkan pada hewan khususnya
ternak perah, S. aureus merupakan agen utama
penyebab radang ambing atau mastitis yang
bersifat contagious dengan tingkatan infeksi
subklinis, klinis ataupun kronik (Bari et al.,
2022). Penyakit mastitis sendiri mempunyai
dampak ekonomi yang luas bagi peternak perah
di seluruh dunia (Zhang et al., 2022%). Selain
infeksi pada manusia dan hewan, S. aureus
juga diketahui dapat menyebabkan keracunan
makanan pada manusia akibat mengonsumsi
makanan asal produk hewan seperti daging dan
susu yang terkontaminasi enterotoksin S. aureus
(Ono et al., 2019). Gejala klinis keracunan
makanan tersebut dapat berupa mual, muntah
hebat, kram perut, dengan atau tanpa diare
(Chen & Xie, 2019).

Pengobatan infeksi S. aureus umumnya
menggunakan antibiotik golongan [-laktam,
tetrasiklin, aminoglikosida, dan quinolon (Lee
et al., 2022; Lubna et al., 2023). Namun yang
terjadi, resistensi S. aureus terhadap agen
antimikroba merupakan masalah global yang
semakin meningkat (Gongalves et al., 2023;
Ivanovic et al., 2023). Penggunaan antibiotik
B-laktam dan tetrasiklin pada pengobatan infeksi
S. aureus pada hewan telah banyak dilaporkan
sebelumnya (Karimi & Momtaz, 2022; Silva et
al.,2023; Sipahi et al., 2023). Namun demikian,
resistensi S. aureus terhadap 2 golongan tersebut
juga telah dilaporkan (Pérez et al., 2020; Suwito
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etal.,2022; Zhang et al., 2022°). Sifat resistensi
S. aureus terhadap P-laktam disandi oleh
gen blaZ, sedangkan tetrasiklin yaitu gen fet
(Bruce et al., 2022; Lubna et al., 2023; Nufiez
et al., 2023). Uji sensitivitas antibiotik maupun
identifikasi gen penyebab resisten diperlukan
tidak hanya untuk terapi yang efektif tetapi juga
untuk pemantauan penyebaran strain resisten
(Emaneini et al., 2013).

Salah satu uji sensitivitas antibiotik pada
isolat asal hewan yang banyak digunakan di
Indonesia adalah metode disk diffusion (Kirby
Bauer), namun metode ini hanya menentukan
sifat resistensi bakteri berdasarkan diameter
zona hambat dan kemudian dibandingkan
dengan standar referensi untuk menentukan
interpretasinya (Aziz et al., 2016; Algammal
et al., 2020; Aziz et al., 2022; Suwito et al.,
2022). Dilain hal, uji sensitivitas menggunakan
metode Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) selain dapat mengetahui sifat resistensi
seperti metode Kirby Bauer, namun memiliki
kelebihan dapat menentukan berapa konsentrasi
minimal antibiotik yang dapat menghambat atau
membunuh bakteri (Kahlmeter ef al., 2006).
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan
karakter fenotipik (Kirby Bauer dan MIC)
isolat S. aureus yang resisten dan non resisten
berdasarkan identifikasi gen blaZ, tetK, dan
tetM. Determinasi MIC pada isolat resisten,
diharapkan memberikan informasi penting
bagi tenaga medis kesehatan hewan dalam
menentukan strategi pengobatan.

Materi dan Metode
Isolat Bakteri dan ekstraksi DNA

Penelitian ini menggunakan koleksi 8
isolat S. aureus dari penelitian sebelumnya
(Maulina, 2022; Putri, 2023; Setyorini, 2023).
Isolat tersebut ditumbuhkan dari stok gliserol
-80°C pada media Trypticase Soya Agar (TSA)
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(Oxoid, England). Konfirmasi ulang S. aureus
dilakukan dengan ekstraksi DNA dari biak
murni pada TSA menggunakan Presto™ Mini
gDNA Bacteria Kit (Geneaid, Taiwan). Lima
sampai sepuluh koloni tunggal dikumpulkan
menggunakan ose steril dan dimasukkan ke
dalam tabung Eppendorf 1,5 ml yang berisi 200
pl Gram+ buffer. Sebanyak 5 pl Lysostaphin (5
mg/ml) (Sigma, USA) ditambahkan, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit.
Dinding sel S. aureus dilisiskan sempurna
menggunakan 200 pl buffer GB kemudian
diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit.
Sebanyak 200 pl etanol absolut ditambahkan
ke dalam campuran dan divortex. DNA dalam
campuran diikat ke matriks kolom GD dengan
cara disentrifugasi pada 14.000 x g selama 1
menit. Kontaminan DNA dicuci menggunakan
400 pl W1 buffer dan 600 pl wash buffer dengan
sentrifugasi pada 14.000 x g selama 1 menit.
Kolom disentrifugasi lagi selama 3 menit pada
14.000 x g untuk mengeringkan matriks kolom.
Terakhir, DNA dielusi dalam 50 pl elution
buffer dan disimpan pada suhu -20°C sampai
digunakan.

Identifikasi molekuler S. aureus, gen resisten
B-laktam dan tetrasiklin

Isolat S. aureus dari stok gliserol dikonfir-
masi dengan gen target 23S rRNA yang spesifik
spesies S. aureus (Straub et al., 1999). Deter-
minasi genotipik sifat resisten terhadap p-laktam
dilakukan dengan deteksi gen blaZ (Martineau et
al.,2000), sedangkan terhadap tetrasiklin dengan
deteksi tetK atau tetM (Strommenger et al.,
2003). Amplifikasi gen target dilakukan dengan
membuat campuran PCR sebanyak 25 pl yang
terdiri dari 5 pl mastermix (5X PCR Master Dye

Mix, ExcelTaq, SMOBIO, Taiwan), 1 pl primer
forward (10 pmol/ul), 1 pl primer reverse (10
pmol/pl), 16 upl DDH, O, dan 2 pl DNA template.
Primer yang digunakan tertera pada Tabel 1,
dan semuanya dibeli dari IDT (Integrated DNA
Technologies, Inc., Singapura). Campuran
PCR kemudian dihomogenkan dan disentrifus
beberapa detik lalu PCR fube dimasukkan ke
dalam mesin thermal cycler (SelectCycler II
Thermal Cycler, Select BioProducts, USA)
dengan program PCR seperti pada Tabel 1.
Hasil amplifikasi PCR diseparasi menggu-
nakan 1,5% gel agarose (HiMedia, India) dalam
Tris-borate-EDTA (TBE) buffer dan FluoroVue
DNA staining (SMOBIO, Taiwan). Larutan
TBE buffer dibuat manual dengan konsentrasi
final 89 mM Tris (pH 7.6) (Tris Base, Sigma,
USA), 89 mM boric acid (Sigma, USA), dan 2
mM EDTA (HiMedia, India). Gel berisi produk
PCR dan 100 bp DNA ladder (AccuBand,
SMOBIO, Taiwan) kemudian dielektroforesis
menggunakan submarine electrophoresis system
(Mupid-exU, Jepang) dengan tegangan 135
volt selama 20 menit. Keberadaan produk PCR
divisualisasi dengan LED Transilluminator
(BIO-HELIX, Taiwan). Pita DNA yang muncul
kemudian dibandingkan dengan DNA /adder.

Uji Resistensi Kirby Bauer

Uji resistensi terhadap antibiotik menggu-
nakan metode Kirby Bauer mengacu pada
British Society for Antimicrobial Chemotherapy
(BSAC) versi 11.1 (2012). Sifat resistensi ter-
hadap golongan [-laktam dideteksi meng-
gunakan disk penisilin (10png), sedangkan untuk
golongan tetrasiklin menggunakan tetrasiklin
(30ug). Kedua jenis disk diperoleh dari Oxoid
(England). Isolat yang akan diuji ditanam pada

Tabel 1. Target gen dan sekuen primer yang digunakan untuk proses amplifikasi.
Gen Sekuen DNA Annealing (°C)  Ukuran (bp)  Referensi
5’-ACG GAG TTA CAAAGG ACG AC-3’
23S IRNA S, 64 1250 (Straub et al., 1999)
aureus 5’-AGC TCA GCC TTAACG AGT AC-3’
5’-ACTTCAACACCTGCTGCTTTC-3’ (Martineau et al.
blaZ 61 173 ’
5-TGACCACTTTTATCA GCAACC-3’ 2000)
5’-GTAGCGACAATAGGTAATAGT-3’ (Strommenger et al.,
tetK 55 360
5’-GTAGTGACAATAAACCTCCTA-3’ 2003)
5’-AGTGGAGCGATTACAGAA-3’ (Strommenger et al.
tetM 55 158 ’
5’-CATATGTCCTGGCGTGTCTA-3’ 2003)
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media Brain Heart Infusion (BHI) broth (Merck,
Germany) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
12-14 jam, setelah itu sebanyak 100 ul suspensi
(konsentrasi 0,5 McFarland) disebar pada
media Mueller Hinton Agar (MHA) (Himedia,
India) menggunakan spatula segitiga steril. Disk
antibiotik diletakkan di atas permukaan media
MHA menggunakan pinset steril, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Diameter zona terang yang terbentuk, diukur
dengan jangka sorong, kemudian sifat resistensi
diinterpretasi dengan diameter standar (Lubna
etal., 2023).

Determinasi Minimum Inhibitory Concen-
tration (MIC)

Determinasi  konsentrasi terkecil dari
antibiotik untuk dapat menghambatpertumbuhan
bakteri dilakukan dengan uji MIC (Kahlmeter e?
al., 2006). Isolat yang diuji ditanam pada BHI
broth dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 14
jam, selanjutnya dilakukan pengenceran dalam
Mueller Hinton Broth (MHB) (Himedia, India)
steril hingga didapatkan standar kekeruhan 0,5
McFarland. Sebanyak 100 ul MHB steril dima-
sukkan ke dalam semua sumuran 96 well plate
steril (Biologix, China). Kemudian dimasukkan
100 pl antibiotik ampisilin (Ampicillin Sodium
Salt, Sigma Aldrich, USA) atau oksitetrasiklin
(Oxytetracycline Hydrochloride, Sigma
Aldrich, USA) dengan konsentrasi 512 pg/ml
ke dalam sumuran /ine 1 untuk mendapatkan
konsentrasi 256 pg/ml. Selanjutnya dilakukan
dilusi bertingkat dengan metode two fold
dilution hingga didapatkan konsentrasi akhir
0.125 pg/ml pada line 11. Sebanyak 10 pl isolat
dengan standar 0,5 McFarland yang disiapkan
sebelumnya kemudian ditambahkan ke dalam
tiap sumuran secara duplo, termasuk kontrol
negatif antibiotik (/ine 12). Tutup sumuran
dengan /id dan plastik wrap untuk mencegah
evaporasi saat inkubasi 37°C, 24 jam. Sumuran
terakhir yang tidak mengalami kekeruhan,
dinyatakan sebagai MIC. Sifat resistensi
terhadap golongan B-laktam pada uji MIC ini
menggunakan ampisilin, seperti pada penelitian
sebelumnya (Ferreira et al., 2017). Interpretasi
resistensi mengacu pada The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) versi 13.0 (2023).
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Analisis statistik

Data penelitian dianalisis menggunakan R
software versi 4.2.2 (Comprehensive R Archive
Network, Vienna, Austria). Uji normalitas data
dilakukan dengan uji Shapiro-Wilk normality
test dan Q-Q plot. Uji pearson correlation
coefficient (r) atau spearman s rho (r ) digunakan
untuk mengetahui korelasi antara diameter
hasil uji Kirby Bauer dengan level MIC. Hasil
analisis statistik diinterpretasikan dengan nilai
signifikan apabila P-value di bawah 0.05 (p <
0.05), sedangkan kekuatan hubungan antara
diameter uji Kirby Bauer (X) dan MIC (Y)
diinterpretasikan dengan koefisien korelasi.

Hasil dan pembahasan

Hasil PCR menunjukkan 8 isolat yang
ditumbuhkan dari stok gliserol dalam penelitian
ini merupakan spesies S. aureus (Gambar 1),
ditunjukkan dengan pita band berukuran 1250
bp yang sesuai dengan penelitian sebelumnya
(Aziz et al., 2020). Selanjutnya, deteksi sifat
resistensi secara genotipik menunjukkan 4 isolat
dengan kode C, D, F dan TLK tidak mempunyai
gen resisten (blaZ, tetK, dan tetM). Isolat
DMG dan J menunjukkan positif terhadap gen
penyandi beta-laktam (blaZ"), sedangkan isolat
PGT dan KRG positif terhadap B-laktam dan
tetrasiklin (blaZ*, tetK'/tetM"). Produk PCR
pada perwakilan isolat dengan karakter blaZ*,
tetK*, dan tetM" tersaji pada Gambar 1. Sesuai

M 23S blaZ tetK tetM M

Gambar 1. Visualisasi produk PCR untuk deteksi spesies S.
aureus dan gen resisten fB-laktam dan tetrasiklin.
Representasi produk PCR isolat PGT digunakan
untuk 23S, blaZ dan tetK, sedangkan KRG untuk
tetM.
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referensi, gen blaZ ditunjukkan dengan ukuran
produk PCR 173 bp, tetK 360 bp, dan tetM 158
bp (Gambar 1).

Determinasi gen resisten dengan teknik
molekuler, menunjukkan korelasi yang kuat
dengan hasil uji fenotipik menggunakan metode
Kirby Bauer dan MIC. Isolat C, D, F, dan
TLK dengan genotipik blaZ, tetK, dan tetM
memperlihatkan interpretasi sensitif pada uji
Kirby Bauer (Gambar 2). Diketahuiuntuk 4 isolat
tersebut, diameter zona terang pada disk penisilin
lebih dari 26 mm dan tetrasiklin lebih dari 22
mm, sehingga diinterpretasikan mempunyai sifat
sensitif pada kedua antibiotik yang digunakan.
Interpretasi MIC juga menunjukkan hal yang
sama dengan Kirby Bauer, diketahui isolat
C, D, F, dan TLK dihambat pertumbuhannya
pada konsentrasi 0.125 pg/ml ampisilin dan di
bawah 1 pg/ml untuk oksitetrasiklin, sehingga
dinyatakan sensitif sesuai acuan standar
EUCAST (Tabel 2). Berbeda dengan 4 isolat di
atas, isolat DMG, J, PGT, dan KRG mempunyai
sifat resisten pada satu atau dua antibiotik
yang diuji. Diketahui mayoritas (7/8) isolat
mempunyai interpretasi sifat resistensi yang
sama pada uji molekuler dengan metode Kirby
Bauer dan MIC. Isolat J] mempunyai MIC yang
tinggi pada kedua jenis antibiotik, diketahui
32 pg/ml terhadap ampisilin dan 256 pg/ml
terhadap oksitetrasiklin Gambar 2. Hal menarik
pada penelitian ini diketahui isolat J dengan
genotipik fetK dan tetM', namun mempunyai
fenotipik resisten terhadap golongan tetrasiklin.
Selain itu, penelitian ini memperlihatkan adanya
perbedaan level MIC pada isolat dengan karakter
resistensi dari interpretasi Kirby Bauer dan atau
gen resisten. Isolat J dan KRG mempunyai
level MIC ampisilin 16 kali lebih tinggi (32/2)
dibanding DMG dan PGT. Hal yang sama juga

terlihat pada MIC tetrasiklin, isolat J dan PGT 8
kali lebih tinggi (256/32) dari KRG.

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa
variabel diameter tetrasiklin, MIC tetrasiklin
dan MIC B-laktam tidak terdistribusi normal,
sehingga pendekatan uji spearman’s rho (r)
dipilih untuk analisis statistik. Selanjutnya
analisis spearman’s rho (r) menunjukkan
bahwa koefisien korelasi rho (r) antara
diameter uji Kirby Bauer (X) dan MIC (Y) pada
B-laktam sebesar -0.93, sedangkan tetrasiklin
-0.94 (Gambar 3). Koefisien ini menunjukkan
adanya hubungan negatif yang kuat antara
kedua variabel tersebut. Selain itu, uji statistik
spearman’s rho (r,) menghasilkan nilai p pada
B-laktam sebesar < 0.00077 (Gambar 3A) dan
tetrasiklin sebesar <0.00043 (Gambar 3B). Nilai
P-value <0.05 tersebut menunjukkan bahwa
ada bukti yang signifikan antara hubungan
korelasi dari diameter Kirby Bauer (X) dengan
MIC (Y). Hal ini menunjukkan bahwa semakin
kecil diameter uji Kirby Bauer, maka nilai MIC
cenderung lebih tinggi. Temuan ini konsisten
dengan asumsi bahwa semakin kecil diameter
pada uji Kirby Bauer, semakin tinggi konsentrasi
(ug/ml) antibiotik yang dibutuhkan dalam
menghambat pertumbuhan mikroorganisme.

Meskipun jenis antibiotik yang digunakan
pada metode Kirby Bauer (penisilin) dan MIC
(ampisilin) dalam penelitian ini berbeda, namun
resistensinya keduanya disandi oleh gen yang
sama, yaitu blaZ. Gen blaZ terkait erat dengan
munculnya resistensi terhadap semua golongan
B-laktam seperti penisilin, ampisilin, amoksilin,
dan sebagainya (Ivanovic et al., 2023).
B-laktamase adalah enzim yang diproduksi
oleh bakteri yang dapat menghidrolisis cincin
B-laktam, menyebabkan antibiotik [-laktam
menjadi nonaktif (Feyissa et al, 2023).

Gambar 2. Hasil uji Kirby Bauer perwakilan isolat S. aureus terhadap penisilin dan tetrasiklin. Kode isolat dan diameter zona terang
ditunjukkan dalam gambar.
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Tabel 2. Informasi isolat S. aureus dan hasil uji fenotipik dan genotipik sifat resistensi antibiotik.

Kirby Bauer (mm)
MIC (pg/ml)
Kode Genotipik Fenotipik P10 TE30
No Asal Isolat . . L . .
Isolat Resisten Resisten R: S: R: g  Ampisilin  Oksitetrasiklin
<26 226 <22 222 R.>0125 R:>1

Susu Kambing

1 C Mastitis - - 40 (S) 32(S) <0.125 <0.125
Susu Kambing

2 D Mastitis - - 50 (S) 30(S) <0.125 <0.125
Susu Kambing

3 F Mastitis - - 45(S) 30(S) <0.125 <0.125

4 TLK Daging Ayam Segar - - 40 (S) 27 (S) <0.125 0.5

5 DMG Daging Ayam Segar blaZ Penisilin 21 (R) 30 (S) 2 0.25
Susu Kambing Penisilin dan

6 I Mastitis blaz Tetrasiklin I5®) 8(R) = 22

7 PGT Daging Ayam S blaz, ter  Tenisilindan 19 (R) 0(R) 2 256
aging Ayam Segat as te Tetrasiklin

. Penisilin dan
8 KRG Daging Ayam Segar  blaZ, tetM 14 (R) 10 (R) 32 32

Tetrasiklin

Ket: Grayscale menunjukkan isolat dengan interpretasi resisten.

A

201

MIC Penisilin

20 30 40 50
Diameter Penisilin

300 1

N
=]
o

100 1

MIC Tetrasiklin

-100 1

0 10 20 30
Diameter Tetrasiklin

Gambar 3. Scatterplot dari hasil uji spearman’s rho (r ) dengan koefisien korelasi 0 (r,) dan nilai P-value antara diameter dengan MIC

dua antibiotik B-laktam (A) dan tetrasiklin (B).

Beberapa B-laktam terletak pada mobile genetic
element seperti plasmid, sedangkan yang
lain pada kromosom. Produksi [B-laktamase
diketahui salah satu mekanisme resistensi yang
paling penting secara klinis untuk S. aureus dan
banyak jenis bakteri patogen (Neelam et al.,
2022; Sipahi et al., 2023).

Determinasi gen resisten tetrasiklin
menggunakan feftK dan fetM telah dilaporkan
sebelumnya (Aziz et al., 2016; Rusenova
et al., 2022), namun penelitian ini (isolat J)
memperlihatkan bahwa deteksi berbasis tetK dan
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tetM tidak cukup. Tetrasiklin adalah antibiotik
spektrum luas yang digunakan dalam pengobatan
dan pencegahan infeksi berbagai jenis bakteri
(Qamar et al., 2023). Bakteri yang resisten
terhadap tetrasiklin umumnya mempunyai gen
yang resisten terhadap tetrasiklin (zef) (Silva
et al., 2023). Staphylococcus aureus diketahui
mempunyai dua mekanisme utama resistensi
terhadap tetrasiklin yaitu: active efflux,
dihasilkan dari akuisisi gen fetK dan fetL yang
terletak di plasmid dan perlindungan ribosom
oleh elongation factor-like proteins, disandi oleh
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tetM atau tetO yang terletak di dalam kromosom
atau transposon (Emaneini et al., 2013; Martini
et al., 2017; Bruce et al., 2022; Silva et al.,
2023). Oleh karena itu, deteksi gen tet yang
komprehensif perlu dilakukan, tidak hanya fetK
dan fetM, namun juga terhadap tetL dan tetO.
Meskipun  karakter resistensi  isolat
dapat ditunjukkan dengan determinasi gen
resisten dan Kirby Bauer, namun MIC dapat
memberikan informasi kuantitatif konsentrasi
daya hambat antibiotik yang diuji. Informasi
MIC sangat berharga bagi tenaga kesehatan
dalam menentukan tindakan pengobatan yang
tepat. Isolat J dan KRG pada penelitian ini
menunjukkan MIC terhadap ampisilin sebesar
32 ug/mg. Selanjutnya terhadap tetrasiklin,
isolat J dan PGT menunjukkan MIC sebesar
256 pg/ml yang artinya 256 kali lebih tinggi
dibanding standar isolat non resisten (<1 pg/ml).
Isolat J tersebut menunjukkan level resistensi
yang tinggi bila dibandingkan dengan penelitian
resistensi isolat asal hewan yang dilakukan
sebelumnya (Oliveira et al., 2012; McDougall
et al., 2014; Martini et al., 2017). Isolat dengan
level MIC yang tinggi perlu perhatian khusus
(Lazou & Chaintoutis, 2023). Bakteri dengan
level MIC yang tinggi lebih sulit ditangani dan
lebih berbahaya dibanding MIC rendah (Lubna
et al., 2023). Pemahaman karakter resistensi
secara komprehensif baik secara fenotipik
(kualitatif dan kuantitatif) dan genotipik pada
S. aureus dan bakteri patogen lainnya dapat
membantu tenaga kesehatan dalam interpretasi
susceptibility, pengambilan keputusan tindakan
terapeutik, dan strategi pengendalian infeksi.

Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan hubungan
gen resisten dengan hasil uji fenotipik
menggunakan metode Kirby Bauer dan MIC.
Empat isolat yang tidak memiliki gen resisten
menunjukkan interpretasi sensitif pada hasil uji
Kirby Bauer dan MIC. Sebaliknya isolat DMG,
J, PGT, dan KRG mempunyai sifat resisten pada
satu atau dua antibiotik yang diuji baik secara
fenotipik maupun genotipik (blaZ", tetK"/tetM").
Pada penelitian ini diketahui level MIC beberapa
isolat tersebut tergolong tinggi. Isolat J dan
KRG mempunyai level MIC ampisilin sebesar
32 pg/ml, sedangkan isolat J dan PGT sebesar

256 pg/ml terhadap oksitetrasiklin. Meskipun
identifikasi gen resisten dan Kirby Bauer
dapat mengetahui karakter resistensi bakteri,
namun determinasi MIC perlu dilakukan untuk
memberikan informasi kualitatif dan kuantitatif
bagi tenaga kesehatan dalam pengambilan
keputusan tindakan terapeutik dan strategi
pengendalian infeksi.
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