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Abstrak

Salah satu problem resistensi terhadap antimikroba terutama di rumah sakit adalah kelompok
Enterobacteriaceae ~ yang memproduksi Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs). Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi gen SHV pada Enterobacteriaceae produsen ESBLs pada
pasien yang dirawat di RSUP Mohammad Hoesin Palembang. Didapatkan 75 sampel
Enterobacteriaceae berdasarkan uji Double Disk Approximation dan PCR. Spesies yang ditemukan
adalah Klebsiella pneumoniae 30 (40,00%), Escherichia coli 17 (22,66%), Enterobacter sp 14
(18,67%), Proteus Sp 12 (16,00%), dan Acinetobacter calcoaceticus 2 (2,67%). Berdasarkan hasil
PCR didapatkan 32 sampel mengandung gen SHV. Distribusi gen SHV adalah 20 (62,50%) pada
Klebsiella pneumoniae, 7 (21,87%) pada Escherichia coli, 4 (12,50%) pada Enterobacter sp dan 1
(3,13%) pada Proteus sp. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Klebsiella pneumoniae dominan
pada Enterobacteriaceae produsen ESBLs dan gen SHV juga dominan ditemukan pada spesies ini.
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Abstract

One of major antimicrobial resistance problem espicially in hospital were Enterobacteriaceae produce
Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBLSs). The aim of this research was to identify SHV gene on
Enterobacteriaceae produce ESBLs from inpatients in  Moh.Hoesin General Hospital Palembang.
There were 75 specimen Enterobacteriaceae identified based on Double Disk Approximation test and
PCR. Distribution of spesies were Klebsiella pneumoniae 30 (40,00%), Escherichia coli 17 (22,66%),
Enterobacter sp 14 (18,67%), Proteus Sp 12 (16,00%), and Acinetobacter calcoaceticus 2 (2,67%).
PCR result showed 32 specimen were SHV gene positive. The distribution of this gene were 20
(62,50%) in Klebsiella pneumoniae, 7 (21,87%) in Escherichia coli, 4 (12,50%) in Enterobacter sp and
1 (3,13%) in Proteus sp. This result showed that Klebsiella pneumoniae was dominant in
Enterobacteriaceae produce ESBLs and also SHV gene was dominant in this species.
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Pendahuluan

Sekitar tahun 1944  ditemukan
penicilin  yang merupakan anggota
kelompok antibiotik betalaktam. Sayang
sekali dalam waktu 5 tahun telah
ditemukan galur Gram positif resisten
terhadap antibiotik ini hingga 90%.
Berbagai terobosan untuk menemukan
antibiotik  baru dan  memodifikasi
antibiotik yang ada terus dilakukan.
Hasilnya cukup baik. Hanya saja masalah
resistensi terhadap antibiotik betalaktam
terus berkembang dengan dua mekanisme
yaitu bakteri mengubah reseptor yang
dimilikinya atau memproduksi enzim 3
laktamase yang dapat menghidrolisis obat
tersebut. Resistensi karena produksi enzim
B laktamase berkembang demikian pesat
menjadi Extended-Spectrum g Lactamases
(ESBLs). Kemampuan galur ESBL
menghidrolisis antibiotik B laktam secara
luas disebabkan adanya sejumlah mutasi
pada beberapa gen seperti SHV, TEM,
OXA dan sebagainya. Mutasi tersebut
umumnya mengenai daerah active site
dari enzim sehingga aktivitas enzim
tersebut meningkat™.

Famili Enterobacteriaceae termasuk
kelompok bakteri utama penyebab infeksi
yang berkaitan dengan perawatan (health
care) di rumah sakit maupun infeksi pada
populasi (komunitas). Infeksi karena galur
ESBL makin sulit diterapi karena pilihan
antibiotik menjadi sangat terbatas dan
munculnya  berbagai  mutan  baru.
Beberapa penelitian di Amerika dan Eropa
menunjukkan bahwa prevalensi bakteri
produsen ESBLs mencapai 60% dari
isolat klinis yang ada®®.
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Identifikasi terhadap
Enterobacteriaceae  produsen  ESBLs
sangat  diperlukan untuk perbaikan

manajemen terapi dan untuk pengendalian
infeksi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi Enterobacteriaceae
galur ESBLs di RSUP Dr. Mohammad
Husein (RSMH) dan determinan genetik
dalam hal ini gen SHV.

Metode Penelitian

Penelitian ini  adalah  penelitian
observasional deskriptif dengan
pendekatan genotipe molekul. Spesimen
diambil dari penderita suspect infeksi oleh
Enterobacteriaceae produsen ESBLs dari
seluruh bagian rawat inap di RSMH.
Sampel diambil secara consecutive yaitu
semua penderita dengan suspect infeksi
tersebut  diambil  sebagai  subyek.
Penelitian dilakukan di laboratorium
mikrobiologi klinik RSMH. Semua pasien
diberi  penjelasan  dan  kesediaan
menandatangani informed consent untuk
mengikuti penelitian ini. Diagnosis klinis
ditegakkan  untuk mengetahui adanya
infeksi atau tidak. Jika terindikasi infeksi
maka spesimen dari pasien tersebut
dibiakan dalam media perbenihan.
Dilakukan identifikasi bakteri
Enterobacteriace.

Identifikasi Enterobacteriaceae
produsen ESBLs dilakukan dengan
metode double-disk approximation test.
Uji ini menggunakan  antibiotik
cefotaxime, ceftazidime, cefepime yang
diletakkan sekitar 15 mm dari Amoxicillin
clavulanic (AMC). Perluasan zona cakram
cefotaxime, ceftazidime, cefepime di
sekitar (side facing) cakram AMC



diinterpretasikan sebagai hasil positif
bakteri produsen ESBL. Uji konfirmasi
dilakukan dengan uji PCR dengan
mendeteksi adanya gen SHV.*

Ekstraksi dan isolasi DNA dilakukan
dengan metode DNA chelex-100
extraction menggunakan Phospate Buffer
Saline (PBS) pH 7,4; safonin 0,5% dalam
PBS; dan chelex 20% dalam ddH,O pH
10,5. PCR dengan volume total 50 pl
terdiri dari 1 pl primer (1,5 pg/ml), 1 pl
(200 pM) deoxynucleoside triphosphates
(dNTPs), 5 ul buffer PCR (50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI, pH 8,3), 1,5 ul (2,5
mM) MgCl, dan 0,2 pl (1 unit) Tag
polymerase, 5 pul DNA SHVplate dan
ditambahkan air sampai volumenya 50 pl.
Campuran tersebut diproses dalam mesin
PCR i-cycler Biorad (Biorad sysSHV,
USA). Primer spesifik yang digunakan
adalah SHVF
5’TCAGCGAAAAACACCTTG 3’ dan
SHVR 5’TCCCGCAGATAAATCACC3’.
Kondisi PCR yang digunakan sebagai
berikut: Suhu denaturasi 94°C selama 2
menit, diikuti dengan 30 siklus 1 menit
pada suhu 94°C, annealing 52°C selama
30 detik, extention 72°C selama 45 detik,
lalu diikuti ekstensi akhir 72°C selama 5
menit.  Amplikon hasil PCR di-
elektroforesis kemudian visualisasi pada
geldoc (Biorad sysSHV, USA) sekitar 768
bp untuk gen SHV °.

Hasil Penelitian

Pada penelitian ini didapatkan 75
spesimen dengan distribusi asal spesimen,
jenis bakteri dan genotip seperti terlihat
pada beberapa tabel berikut.
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Tabel 1. Distribusi frekuensi Jenis
Spesimen dan Bakteri
Variabel Frekuensi
Spesimen
Pus 19 (25,34)
Sputum 18 (24,00)
Darah 13 (17,33)
Urin 11 (14,67)
SwabTenggorok 6 (8,00)
Tinja 4 (5,33)
Ulkus Dekubitus 2 (2,67)
BilasanLambung 1 (1,33)
Drain 1 (1,33

Tabel 2. Distribusi frekuensi Gen SHV

Bakteri SHV (%)
Klebsiella pneumonia 20 (62,50)
Escherichia coli 7 (21,86)
Enterobacter aerogenes 2 (6,25)
Proteus mirabilis 1(3,13)
Enterobacter cloacae 0
Proteus rettgeri 0
Enterobacter agglomerans 1(3,13)
Enterobacter hafnia 1(3,13)
Acinetobacter calcoaceticus 0
Proteus morganii 0
Proteus vulgaris 0

Gambar 1. Hasil PCR gen SHV dengan amplikon
sebesar 768 bp. M adalah marker
DNA, sampel pada alur 39 — 50,
sebagian sampel yaitu no 39, 40 dan
48 bukan ESBL sehingga tidak
terdeteksi gen tersebut.

Pembahasan

Jumlah  sampel vyang berhasil
dikumpulkan dalam kurun waktu 3 bulan
yaitu Agustus— Oktober 2012 cukup besar.
Hal ini dimungkinkan karena RSMH
merupakan rumah sakit rujukan tersier di



wilayah Sumatera Selatan. Spesimen
dengan jumlah banyak adalah pus,
sputum, darah dan urin. Spesimen tersebut
umumnya berasal dari Bangsal Rawat
Intensif (ICU) yang mengindikasikan
bahwa infeksi kelompok
Enterobacteriaceae  produsen  ESBLs
kebanyakan terjadi pada penderita dengan
imunitas lemah atau kemungkinan
merupakan Healthcare Associated
Infections (HAIS). Jenis penyakit infeksi
yang ditimbulkannya pun kemungkinan
berhubungan dengan spesimen tersebut
yaitu kemungkinan infeksi berat hingga
sepsis termasuk infeksi pada saluran
kemih®.

Hasil uji double disc diffusion
menunjukkan semua sampel menunjukan
hasil positif ESBLs. Konfirmasi dengan
polymerase chain  reaction (PCR)
menunjukkan bahwa 32 sampel (42,67%)
mengandung gen SHV atau yang benar-
benar ESBLs secara genotip. Jumlah yang
tidak terlalu tinggi ini bukan berarti
sisanya bukan ESBLs karena
kemungkinan sampel lainnya adalah
ESBLs yang mengandung gen TEM yang
juga dominan pada kelompok
Enterobacteriaceae produsen ESBLs’.

Pada penelitian ini, didapatkan hasil
biakan kuman infeksi ESBLs paling
banyak ditemukan Klebsiella pneumoniae
yaitu 30 sampel (40,00%), diikuti E. coli
sebanyak 17 sampel (22,66%). Hal ini
sesuai dengan penelitian sejenis di India
yang menyebutkan bahwa enzim R
laktamase paling banyak diproduksi oleh
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kuman famili Enterobacteriaceae,
terutama Escherichia coli dan Klebsiella
pneumonia®.

Hasil penelitian didapatkan 32 dari 75
sampel ESBLs (42,67%) dinyatakan
positif bergenotip gen SHV. Distribusi
terbanyak adalah pada  Klebsiella
pneumoniae 20 (62,50%) dan pada E. coli
7(21,86%). Persentase hasil ini sesuai
dengan beberapa penelitian sebelumnya
yang menyatakan bahwa SHV merupakan
salah satu jenis gen terbanyak yang
ditemukan pada galur ESBL, selain TEM.
Prevalensi gen SHV hasil penelitian lebih
besar dibandingkan prevalensi gen serupa
penelitian di Turki®*.

Hampir seluruh ESBLs merupakan
derivat dari enzim TEM atau SHV. Saat
ini terdapat lebih dari 90 tipe TEM dan
lebih dari 25 tipe SHV. Pada kedua

kelompok enzim ini terdapat point
mutation pada lokus tertentu pada
genomnya sehingga menimbulkan

extended-spectrum phenotype. TEM dan
SHV hampir selalu ditemukan pada E.
coli dan K. pneumoniae, Proteus spp.,
Providencia spp., serta bakteri yang
masuk dalam famili Enterobacteriaceae.
Enzim B laktamase SHV sangat umum
ditemukan pada K. pneumoniaee dan
merupakan 20% dari plasmid-mediated
ampicillin resistance pada spesies ini. Hal
ini sesual dengan temuan pada riset ini
dimana gen SHV dominan pada K.
Pneumoniae. Pada beberapa galur K.
pneumoniaee, gen blaSHV atau gen yang
bersangkutan dengannya (related gene)



terintegrasi dalam kromosom. Hipotesis
yang menyebutkan bahwa gen penyandi
SHV merupakan bagian dari transposable
element sejauh ini belum terbukti. Hanya
terdapat beberapa derivat SHV dan hanya
beberapa mutasi gen blaSHV yang
menghasilkan varian SHV. Mayoritas
varian SHV yang memiliki fenotif ESBLS
menunjukkan adanya subtitusi glisin
menjadi serin pada posisi asam amino ke-
238. Residu serin pada posisi 238
merupakan penentu efisiensi kemampuan
menghidrolisis  ceftazidime, sedangkan
residu lisin 240 merupakan penentu
efisiensi  kemampuan  menghidrolisis
cefotaxime®**2,

Secara  epidemiologi  penyebaran
ESBL di berbagai negara di dunia
berbeda—beda. Di Amerika latin 42,7%,
Amerika Utara 5,8%, Eropa 2% - 31%, di
negara-negara Asia prevalensi ESBLs
yang diproduksi oleh E.coli dan K.
pneumoniae bervariasi antara 4,8% - 12%.
Di Indonesia  prevalensi infeksi oleh
bakteri penghasil ESBLs mencapai 29%
pada E.coli dan 36% pada K. pneumoniae.
Penelitian ini berdasarkan konfirmasi gen
SHV, prevalensi ESBLs mencapai
42,67%",

Tingginya prevalensi ESBLs terutama
karena penggunaan antibiotik yang tidak
rasional. Selain itu faktor resiko terjadinya
kolonisasi bakteri ESBLs akibat lamanya
perawatan di Intensive Unit Care (ICU)
dan rumah sakit, instrumentasi/kateter dan
penyakit berat termasuk HIV-AIDS turut
berkontribusi. Pasien infeksi galur ESBLs
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akan mengalami peningkatan resiko
kegagalan terapi menggunakan expanded-
spectrum S-lactam antibiotic. Untuk itu
organisme yang dikonfirmasi berdasarkan
tes kepekaan merupakan ESBLs sesuai
kriteria NCCLS dapat dilaporkan sebagai
resisten terhadap seluruh expanded-
spectrum p-lactam antibiotic. Sebagian
galur produsen ESBLs akan tampak over
resistance terhadap expanded-spectrum S-
lactam antibiotic tetapi sebagian lagi
secara fenotif tidak resisten sesuai kriteria
NCCLS. Oleh sebab itu tiap laboratorium
mikrobiologi klinik harus waspada pada
isolat yang menunjukkan kenaikkan kadar
hambat minimal (MIC) terhadap
oxyimino-cephalosporins. Meskipun tidak
dilaporkan sebagai resisten, galur bakteri
ini sangat mungkin ini adalah produsen
ESBLs™",

Peran Instalasi Laboratorium
Mikrobiologi Klinik dan Dokter Spesialis
Mikrobiologi Klinik dalam pengendalian
infeksi dan pengendalian  resistensi
antimikroba menjadi sangat penting.
Survailans peta kuman, peta antibiogram,
standar penanganan pasien infeksi dan
penggunaan antibiotik yang rasional
merupakan tugas utama laboratorium dan
dokter tersebut. Penelitian ini telah
mengkonfirmasi bahwa prevalensi
Enterobactericeae  produsen  ESBLs
sangat tinggi dan sudah tentu menjadi
masalah serius di rumah sakit.
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