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ABSTRAK

Extended spectrum B-lactamase (ESBL) adalah enzim yang dapat menghidrolisis berbagai jenis antibiotik B-laktam
termasuk generasi ketiga sefalosporin spektrum luas dan monobaktam. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melihat
kepekaan dan resistensi Escherichia coli penghasil ESBL terhadap beberapa antibiotik. Metode yang digunakan adalah
difusi cakram pada media Mueller Hinton Agar (MHA) dan interpretasi hasil mengacu pada Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Isolat Escherichia coli penghasil ESBL (n=10) diisolasi dari total 80 sampel lingkungan di RPH-
R Kota Bogor. Pengambilan sampel dilakukan sebelum proses pemotongan hewan. Hasil pengujian resistensi antibiotik
menunjukkan isolat resisten terhadap penisilin 100%, amoksisilin 100%, streptomisin 70%, trimetoprim-sulfametoksasol
60%, dan tetrasiklin 30%. Bakteri E. coli penghasil ESBL di lingkungan RPHR Kota Bogor telah mengalami resistensi
terhadap antibiotik dan berpotensi menyebarkan gen resisten tersebut ke bakteri lain. Hasil ini dapat menimbulkan
risiko pada kesehatan masyarakat, oleh karena itu diperlukan evaluasi dan pengendalian lebih lanjut.

Kata kunci: E. coli, ESBL, lingkungan, resistensi antibiotik

ABSTRACT

Extended spectrum B-lactamase (ESBL) is an enzyme that could hydrolyze various type of B-lactam antibiotics
included the third generation of broad spectrum cephalosporin and monobactam. The study was conducted to
investigate effectiveness and resistance of ESBL-producing E. coli against several antibiotics. The method that was used
is disk diffusion on Mueller Hinton Agar (MHA) following Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines
for interpretation. Isolate ESBL-producing E. coli (n = 10) was isolated from 80 environmental samples from Bogor
Slaughterhouse, before the slaughtering process. The isolated ESBL-producing E. coli showed resistance towards
penicillin 100%, amoxicillin 100%, streptomycin 70%, trimethoprim-sulfamethoxazole 60%, and tetracycline 30%. ESBL
producing E. coli in the environment slaughterhouse has experienced resistance against antibiotics and the potential to
spread of the resistant genes to other bacteria. This result may pose a public health risk which requires further
evaluation and control.
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PENDAHULUAN

Bakteri E. coli tergolong dalam gram negatif,
tidak membentuk spora, berbentuk batang, motil
dengan flagela peritrikus atautidak motil, tumbuh
pada MacConkey agar dengan diameter koloni 2
sampai 3 mm berwarna merah atau tidak berwarna
(PHAG, 2012). Beberapa strain E. coli menyebabkan
infeksi saluran kencing, bakteremia, diare, diare
berdarah, dan meningitis neonatal pada manusia
dan hewan (Palaniappan et al., 2006; CDC, 2016).
Infeksi lain seperti pneumonia dan sepsis pada
manusia, serta mastitis pada sapi perah juga terjadi
akibat infeksi bakteri E. coli (Braun et al., 2016).

Habitat umum E. coli adalah saluran pencernaan
manusia dan hewan (Sousa, 2006). Ada strain E. coli
yang bersifat komensal, tidak berbahaya, dan ada
yang bersifat patogen pada manusia dan hewan
(Van Elsas et al., 2011). E. coli dapat ditemukan di
tanah dan air sebagai akibat dari kontaminasi feses.
Keberadaannya digunakan sebagai indikator kualitas
air dan/atau kualitas makanan yang buruk (Sousa,
2006; Aidara-Kane et al, 2013). E. coli dapat
ditemukan di lingkungan (seperti air, tanah, udara,
dan debu), peralatan yang dipergunakan selama
produksi dan para pekerja. E. coli dapat digunakan
sebagai indikator resistensi antimikrob (Ariyanti et
al., 2007; Loncaric et al., 2013).

Extended  spectrum  B-lactamase  (ESBL)
merupakan enzim yang memiliki kemampuan
untuk menghidrolisis dan menyebabkan resistensi
terhadap berbagai jenis antibiotik p-laktam,
termasuk  generasi  ketiga  broad-spectrum
sefalosporin (misalnya, sefotaksim, seftriakson, dan
seftazidim) dan monobaktam (misalnya aztreonam),
tetapi tidak mampu memengaruhi sefamisin
(misalnya sefoksitin dan sefotetan) dan karba-
penem (misalnya imipenem, meropenem, dan
ertapenem), dan aktivitasnya dihambat oleh asam
klavulanat (Pitout dan Laupland, 2008; Khanfar et
al, 2009). ESBL menyebabkan resistensi terhadap
antibiotik golongan penisilin, sefalosporin, dan
aztreonam, selain itu juga terhadap kelas antibiotik
lain, termasuk aminoglikosida, trimetoprim-sulfa-
metoksasol, dan kuinolon (Paterson, 2000).

Resistensi bakteri penghasil ESBL terhadap
berbagai antibiotik telah banyak dilaporkan. Di
Indonesia, penelitian pada sampel susu dari peter-
nakan sapi perah di Jawa Barat menunjukkan bahwa
tujuh dari 80 peternakan yang diambil sampel,
isolatnya positif Klebsiella pneumoniae penghasil
ESBL (Sudarwanto et al, 2015). Penelitian E. coli
penghasil ESBL dari feses sapi potong di RPH-R Kota
Bogor adalah sebesar 15,8% (Sukmawinata, 2015),
dan setelah diuji ke tingkat molekuler menggunakan
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PCR diperoleh 19 sampel dari 220 sampel (8.6%)
positif terdeteksi E. coli penghasil ESBL tipe
CTX-M (Sudarwanto et al., 2016). E. coli penghasil
ESBL juga ditemukan pada sampel feses ayam
broiler di Sentra Pemotongan Ayam Kota Bogor
sebanyak 12 dari 200 sampel yang diperiksa (6.0%),
setelah diuji ke tingkat molekuler diperoleh E. coli
penghasil ESBL tipe CTX- M-1 dan CTX-M-55
masing-masing sebanyak 6 sampel (Lukman et al.,
2016).

Penggunaan antibiotik di bidang pertanian dan
peternakan semakin meningkat. Hal ini menjadi
masalah kesehatan global karena perkembangannya
dapat menyebabkan bakteri menjadi resisten
terhadap antibiotik. Kotoran hewan menjadi sumber
utama bagi bakteri yang telah resisten untuk
menyebar ke lingkungan, khususnya tanah (Ibrahim
et al, 2016). Penggunaan obat-obatan, termasuk
antibiotik, dalam peternakan tidak dapat dihin-
darkan. Tuntutan untuk mendapatkan ternak yang
bebas penyakit dan produksi yang optimal, maka
ketersediaan obat hewan sangat diperlukan, di
samping penggunaan bibit unggul dan pemeli-
haraannya yang memakan waktu lama. Di
peternakan, antibiotik digunakan secara selektif dan
sesuai tujuan, seperti untuk pengobatan sehingga
mengurangi  risiko kematian, mengembalikan
kondisi ternak yang dapat berproduksi secara
normal, dan mencegah penyebaran mikroorganisme
patogen ke ternak yang lain (Murdiati, 1997;
Yuningsih, 2005).

Di samping untuk pengobatan, antibiotik
digunakan untuk memacu pertumbuhan (growth
promotor) sehingga mempercepat pertumbuhan.
Biasanya antibiotik ditambahkan sebagai imbuhan
pakan (feed additive), secara tidak langsung berpe-
ngaruh pada pertumbuhan mikroorganisme perusak
zat-zat gizi dalam pakan dan merangsang pertum-
buhan mikroorganisme pembentuk asam amino
(Yuningsih, 2005). Pemakaian antibiotik yang terus
menerus dan tidak terkontrol akan mengakibatkan
meningkatnya kelompok bakteri yang resisten
terhadap antibiotik (Kusumaningsih, 2012).

BAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah
sampel lingkungan yang terdiri atas swab lantai
pemotongan hewan, swab lantai penanganan karkas,
swab lantai penanganan jeroan, swab besi peng-
gantung karkas, swab keranjang untuk kepala dan
kaki, swab keranjang jeroan, swab baju pemanggul
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karkas, swab sarung pisau, swab sepatu boot
pekerja, swab alat angkut, air kran, dan air selokan,

yang diambil sebelum proses pemotongan
(praproduksi) di RPHR Kota Bogor, buffer peptone
water (BPW) 0.1% (Oxoid CM1049, Inggris),
sefotaksim 1 mg/l, MacConkay agar (Merck

1.05465.0500, Jerman), Mueller Hinton agar (Merck
1.05437.0500, Jerman), larutan KOH 3%, larutan
kristal violet, larutan lugol, larutan aseton alkohol,
larutan safranin, strip tes oksidase (Oxoid
MBO0266A, Inggris), tryptone broth (Oxoid LP0042,
Inggris), reagen Kovacs (Merck 1.09293.0100,
Jerman), larutan a-naphtol, MR-VP medium (Oxoid
CMo0043, Inggris), tryptic soy agar (TSA) (Merck
1.05458.0500, Jerman), Brilliance™ ESBL Agar
(Oxoid, Inggris), gliserol 85%, McFarland suspension
0.5, NaCl 0.85%, cakram antibiotik, isolat E. coli strain
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae strain ATCC
700603, alkohol 96%, MASTDISCS™  D68C
(Mastgroup, Jerman), dan kit API 20E (Biomérieux,
Amerika Serikat).

Isolasi dan lIdentifikasi E. coli Penghasil ESBL
(Sudarwanto et al., 2015)

Sebanyak 80 sampel dihomogenisasi
menggunakan tube shaker dengan menambahkan
larutan buffered peptone water (BPW) 0.1% dengan
perbandingan 1:10. Selanjutnya larutan diambil
sebanyak 10 ml dan ditambahkan 20 pL sefotaksim
(1 mg/l) lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. Sampel diambil 1 ose lalu digoreskan pada agar
MacConkay yang mengandung sefotaksim 1 pg/ml,
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Koloni
dengan bentuk bulat, berwarna merah, dan
dikelilingi zona keruh diduga sebagai E. coli. Koloni
yang diduga E. coli ditanam ke media tryptic soy agar
dan tryptic soy agar miring yang diinkubasi 24 jam
pada suhu 37°C. Koloni yang tumbuh diuji KOH,
pewarnaan Gram, uji oksidase, dan uji biokimia
(indol, methyl red, Voges-Proskauer, dan sitrat/IMViC
serta uji motilitas pada media SIM). Koloni diduga E.
coli penghasil ESBL juga ditanam pada agar L-EMBA
dan Brilliance™ ESBL Agar. Hasil reaksi uji biokimia
E. coli mengacu pada Standar Nasional Indonesia
(SNI) 2897 Tahun 2008. Isolat disimpan dalam
tryptic soy broth pada suhu -20 °C yang mengandung
20% gliserol sampai pengerjaan tahap berikutnya.
Isolat yang diduga E. coli diidentifikasi ke tingkat
spesies menggunakan kit uji cepat APl 20E
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pem-
bacaan hasil uji menggunakan kit uji cepat API 20E
dilakukan secara online melalui http://
apiweb.biomerieux.com.

Konfirmasi ESBL dan Uji Kepekaan Isolat E. coli
terhadap Antibiotik

Konfirmasi ESBL dalam penelitian dilakukan
menggunakan MASTDISCS™ D68C. Konfirmasi ESBL
dan uji kepekaan isolat E. coli penghasil ESBL
menggunakan metode difusi cakram berdasarkan
panduan dari Clinical and Laboratory Standar
Institute (CLSI) (CLSI, 2014). Biakan murni disiapkan
dalam bentuk suspensi yang setara dengan
kekeruhan 0.5 McFarland (1-2x10® cfu/ml). Biakan
tersebut diambil menggunakan cotton swab steril
dan digoreskan pada Mueller Hinton agar (MHA)
sampai seluruh permukaan cawan petri tertutup.
Selanjutnya dengan metode Kirby-Bauer kertas
cakram yang berisi antibiotik diletakkan di atas MHA
dengan jarak antara 25-30 mm dan diinkubasikan
pada suhu 35°C selama 24 jam. Antibiotik yang
digunakan dalam penelitian adalah penisilin,
amoksisilin, trimetropim sulfametoksasol, strep-
tomisin, dan tetrasiklin. E. coli strain ATCC 25922 dan
Klebsiella pneumoniae strain ATCC 700603 digu-
nakan untuk melihat performa terhadap deteksi
agen penghasil ESBL dan sebagai kontrol pada
setiap uji kepekaan terhadap antibiotik. E. coli strain
ATCC 25922 sebagai kontrol negatif, dan Klebsiella
pneumoniae strain ATCC 700603 sebagai kontrol
positif.

Analisis Data

Data penelitian dianalisis secara deskriptif
menggunakan Microsoft Excel 2010. Hasil data
berupa tabel dan gambar mengenai resistensi E.
coli penghasil ESBL terhadap antibiotik dari sampel
lingkungan sebelum proses produksi (proses
pemotongan hewan) di RPH- R Kota Bogor, Jawa
Barat.

HASIL

Berdasarkan hasil penelitian, E. coli yang diduga
sebagai penghasil ESBL ditunjukkan dengan adanya
pertumbuhan pada MacConkay agar, Levine eosin
methylene blue agar (L-EMBA) dan Brilliance™ ESBL
Agar (Gambar 13, 1b, dan 1c).

Uji konfirmasi ESBL dilakukan untuk memastikan
bahwa E. coli yang ditemukan adalah benar E. coli
penghasil ESBL. Uji konfirmasi ESBL menggunakan
MASTDISCS™ D68C, diperoleh E. coli penghasil ESBL
sebanyak 10 sampel dari 80 sampel yang diperiksa
(12.5%). Isolat yang positif E. coli penghasil ESBL
diperoleh dari beberapa lokasi pengambilan sampel
yang telah ditentukan seperti keranjang untuk kepala
dan kaki, sepatu boot pekerja, besi penggantung
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Gambar 1 Koloni diduga E. coli penghasil ESBL.1a: koloni pada MacConkay Agar, 1b: koloni pada L-EMBA, dan

1c: koloni pada Brilliance™ ESBL Agar

Tabel 1 Bakteri E. coli penghasil ESBL yang ditemukan berdasarkan lokasi pengambilan sampel

Lokasi pengambilan sampel

. Keranjang Sepatu Besi Alat Lantai Sarung Pisau
Isolat bakteri
untuk kepala boot penggantung  angkut/truk  Pemotongan
dan kaki pekerja karkas
E. coli penghasil 4 5 ] ] ]

ESBL (n=10)

karkas, alat angkut/truk, lantai pemotongan, dan
sarung pisau (Tabel 1).

E. coli penghasil ESBL yang ditemukan,
selanjutnya  dilakukan  pengujian  sensitivitas
terhadap beberapa antibiotik, seperti penisilin,
amoksisilin, streptomisin, trimetoprim-

sulfametoksasol, dan tetrasiklin. Hasil pengujian
sensitivitas isolat E. coli penghasil ESBL terhadap
antibiotik disajikan pada Tabel 2 dan pola resistensi
isolat E. coli penghasil ESBL terhadap antibiotik
disajikan pada Tabel 3.

PEMBAHASAN

Bakteri E. coli yang diduga penghasil ESBL
ditunjukkan dengan adanya pertumbuhan pada
MacConkay agar yang mengandung sefotaksim 1
pg/ml dengan ciri koloni berbentuk bulat, halus,
berwarna merah, dan dikelilingi zona keruh (Gambar
1a). MacConkey agar merupakan media selektif dan
dapat membedakan antara bakteri enterik yang
memfermentasi laktosa dan tidak memfermentasi
laktosa. Sampel yang diduga E. coli penghasil ESBL
juga ditumbuhkan pada media Levine eosin meth-
ylene blue agar (L-EMBA) dan Brilliance™ ESBL Agar
dengan metode gores (Gambar 1b dan 1c). Ciri ko-
loni yang diduga E. coli penghasil ESBL pada media
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L-EMBA ditunjukkan dengan warna hijau metalik
dengan titik hitam pada bagian tengah (Leininger et
al., 2001). Warna hijau metalik dari L-EMBA meng-
indikasikan fermentasi laktosa yang sangat kuat.
Koloni E. coli pada media Brilliance™ ESBL Agar
berwarna biru karena bakteri memproduksi
glukuronidase (Arul et al., 2008; Oxoid, 2010).

Uji konfirmasi ESBL pada penelitian ini meng-
gunakan MASTDISCS™ D68C yang pada prinsipnya
sama dengan panduan dari Clinical and Laboratory
Standar Institute (CLSI) (CLSI, 2014). E. coli penghasil
ESBL paling banyak ditemukan pada sampel
keranjang tempat kepala dan kaki (n=4). Selanjutnya
sepatu boot (N=2), kemudian besi penggantung
karkas, truk, lantai pemotongan, dan sarung pisau
(n=1) (Tabel 1). Keranjang terkontaminasi feses
maupun darah dari proses produksi sebelumnya.
Mengingat bahwa mikrob yang berada di dalam
feses atau kotoran sapi dapat bermigrasi ke ling-
kungan di sekitarnya (Ibrahim et al., 2016). Sumber
kontaminasi di rumah potong hewan dapat berasal
dari tanah sekitar, kulit, rambut, isi saluran pen-
cernaan, darah, air, peralatan, dan fasilitas yang
digunakan selama proses produksi (seperti pisau,
katrol, pengait, dan peralatan di tempat jeroan),
kotoran, udara, dan pekerja (Hansson, 2001; Sofos,
2008).

Hasil pengujian sensitivitas isolat E. coli penghasil
ESBL terhadap antibiotik menunjukkan sifat resisten
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Tabel 2 Hasil pengujian sensitivitas isolat E. coli penghasil ESBL terhadap antibiotik

Antibiotik?® Total

Kode sampel AMX P SXT S TE R | S
2/RKr1 R R S | S 2 1 2
3/RKr1 R R R R S 4 0 1
3/RSP R R S | S 2 1 2
4/RKr1 R R R R R 5 0 0
4/RSB R R R | S 3 1 1
4/RKR2 R R R R S 4 0 1
5/RSB R R R R S 4 0 1
5/RBS R R S R S 3 0 2
5/RTB R R | R R 4 1 o}
5/RLP R R R R R 5 0 o}

2AMX: amoksisilin; P: penisilin; SXT: trimethoprim sulfametoksasol; S: streptomisin; TE: tetrasiklin

S: Sensitif; I: Intermediet; R: Resisten

Tabel 3 Pola resistensi isolat E. coli penghasil ESBL terhadap antibiotik

Pola resistensi terhadap agen

antibiotik Jumlah (n) Jenis? dan jumlah isolat
0 ) 0
1 ) 0
2 2 AMX+P (2)
3 2 AMX+P+SXT (1), AMX+P+S (1)
4 4 AMX+P+SXT+S (3), AMX+P+S+TE (1)
5 2 AMX+P+SXT+S+TE (2)

Keterangan: 2AMX: amoksisilin; P: penisilin; SXT: trimethoprim sulfametoksasol; S: streptomisin; TE: tetrasiklin

minimal terhadap 2 jenis antibiotik, seperti pada
Tabel 3. Antibiotik yang diujikan ialah penisilin,
amoksisilin,  streptomisin,  trimetoprim-sulfame-
toksasol, dan tetrasiklin. Antibiotik tersebut
termasuk ke dalam antibiotik yang biasa digunakan
dalam pengobatan infeksi karena E. coli. Antibiotik
yang biasa digunakan dalam pengobatan infeksi E.
coli adalah ampisilin, karbenisilin, sefalotin,
kloramfenikol, gentamisin, kanamisin, asam nali-
diksid, norfloksasin, tetrasiklin, tikarsilin, tobra-
misin, trimetoprim-sulfametoksasol (McKee et al.,
2003; Suwito dan Setyadji, 2011). Menurut Paterson
(2000), ESBL menyebabkan resistensi terhadap
antibiotik golongan penisilin, sefalosporin, dan
aztreonam, selain itu juga terhadap kelas antibiotik
lain, termasuk aminoglikosida, trimetoprim-sulfame-
toksasol, dan kuinolon.

Isolat E. coli menunjukkan resistensi yang cukup
tinggi terhadap beberapa antibiotik. Tingkat
resistensi paling tinggi adalah terhadap antibiotik
penisilin (100%), amoksisilin (100%), streptomisin
(70%), trimetoprim sulfametoksasol (60%), dan
tetrasiklin (30%) (Tabel 2). Resistensi yang muncul
dipengaruhi oleh berbagai faktor risiko seperti
penggunaan antibiotik yang tidak tepat pada hewan

maupun manusia, baik untuk pencegahan maupun
untuk pengobatan penyakit. Penggunaan antibiotik
sebagai imbuhan pakan pada ternak (feed additive)
yang digunakan terus menerus akan meningkatkan
strain bakteri yang resisten terhadap antibiotik.
Pemberian dalam dosis rendah secara rutin dalam
pakan ternak dengan tujuan pencegahan penyakit
dapat menyebabkan gangguan keseimbangan
ekologi mikroflora normal dan berkurangnya
kelompok bakteri sensitif, sementara kelompok
bakteri yang resisten akan tumbuh subur. Dampak
lain yang tidak diharapkan dari peningkatan strain
bakteri yang resisten terhadap antibiotik pada
ternak, dikhawatirkan dapat mengakibatkan
kegagalan pengobatan dan perpanjangan pema-
kaian antibiotik pada manusia (Krisnaningsih, 2005;
Kusumaningsih, 2012).

Sifat multi-drug resistance oleh bakteri terhadap
antibiotik, termasuk golongan (-laktam, strep-
tomisin, dan derivat tetrasiklin, sering dite-mukan
dalam setiap kasus resistensi bakteri terhadap
antibiotik, khususnya E. coli dan Salmonella sp.
(Krisnaningsih, 2005). Kejadian resistensi pada E. coli
penghasil ESBL terhadap beberapa jenis antibiotik
dapat dikaitkan dengan penggunaan antibiotic yang

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones


http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones

dicampur pada pakan atau air minum. Konsentrasi
antibiotik yang ditambahkan dalam pakan ternak
merupakan dosis rendah, vyaitu berkisar 2,5-
12,5mg/kg (ppm) terbukti dapat memacu terjadinya
resistensi bakteri patogen dan bakteri komensal
dalam saluran pencernaan (Noor dan Poeloengan,
2005).

Peningkatan biosekuritas rumah potong hewan
untuk mencegah penyebaran E. coli penghasil ESBL
di lingkungan harus dilakukan (Sudarwanto et adl.,
2016), mengingat bahwa rumah potong hewan
sebagai reservoir terjadinya pencemaran bakteri
yang resisten terhadap antibiotik, selain di
lingkungan peternakan dan produk pangan asal
hewan (Franklin et al., 2001; OIE, 2012).

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa
isolat E. coli penghasil ESBL yang diisolasi dari
sampel lingkungan di RPH-R Kota Bogor, mem-
berikan gambaran adanya sensitivitas dan resistensi
terhadap beberapa antibiotik. Pola resistensi,
minimal terhadap dua jenis antibiotik. Isolat resisten
terhadap penisilin sebesar 100%, amoksisilin 100%,
streptomisin 70%, trimetoprim-sulfametoksasol 60%,
dan tetrasiklin 30%.
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