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o minasi dengan flora normal sepe
Isolasi MRSA fidalk mudah dilakukan karena seringtall be mmﬂ;ng:aggﬁhﬂmm‘ haemolytics. Hingg,
coagulase negative staphylococcus (CoNS) yaifit 'S,‘P'fa:::,g isolasi dan identifikast kolont 1 secarq
saat ini belum ditemukan media yang benar-benar ldmu}; biokimia m-h’qdﬂp Ptm;a:’ac Jactor

langsung. Identifikasi MRSA dapat dilakukan dengan kepekaan nikroba dapg
koagulase atau nuklease dan uji kepekaan terhadap antimikrobe P?Ae). Columbia agar atau DST qgq,.

: (M 7
menggunakan salah satu dari 1 media yaitu Mueller Hinton agar it yan telah d :
Selain itu identifikasi MRSA dapuga: pula dilakukan secard .10”8{“}';‘% g?fﬁ::ﬂ ,eca,f, otomatis deng m
komersial seperti latex agglutination kit untuk mengidentifikast Baku emas (Sm‘d tandard) identifikq,;

seperti vitek dari bioMerrieux atau phoenix dari Becton =5 ntiasa ditemu
MRSA adalah dengan mendeteksi gen conserved (l'efﬂpf'fﬂfpe"_kam)-yang ste;r:erase chain rea
yaitu gen mecA. Identifikasi gen mecA ini dapat dilakukan dengan metode PORYITEEEE

Departemen Mikrobiolo

Kata Kunci: Identifikasi, MRSA, PCR
Abstract

Isolation of MRSA was not quite easy because of contamination of nomalﬂam
staphylococcus (CoNS) i.e. S. epidermidis and Staphylococcus hae
suitable for isolation and identification of MRSA. Identification of Mi

to protein A, clumping factor, coagulase or nuclease and antimicroot
(MH4), Columbia

media using for AST were Mueller Hinton agar

identify MRSA using a commercial kit for example latex agglutination Ki
possible with automatic machine vitek (bioMerriewx) or phoenix
identification of MRSA is a detection of conserved mecA
polymerase chain reaction (PCR)
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pendahuluan
perang dunia kedua merupakan
momen penting dalam sejarah resistensi .
aureus terhadap antimikroba. Berbagai
manifestasi infeksi S awreus termasuk
scpsis, pada waktu itu dapat diatasi dengan
antimikroba penisilin (penicillin). Tetapi
dalam kurun waktu kurang dan lima tahun
telah ditemukan galur (strain) resisten
terhadap antimikroba tersebut. Bahkan
pada tahun 1948 di Inggris misalnya, 60%
isolat S. aureus telah resisten terhadap
penisilin dan pada akhir tahun 1950-an di
perbagai negara Eropa angka resistensi S.
aqureus terhadap penisilin telah mencapai
90% lebih. Resistensi terhadap penisilin ini
terbukti  terjadi  karena S
memproduksi enzim beta
(penisilinase) yang dapat memecah cincin
beta laktam penisilin sehingga antimikroba
tersebut menjadi tidak akuf. Galur S
qureus resisten terhadap metsilin yang
dikenal dengan sebutan  methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA).'
MRSA dikenal sebagai salah satu penyebab
utama infeksi nosokomial di berbagai
rumah sakit di seluruh dunia (pandemi)
sejak era 1980-an dengan prevalensi rata-
rata 50%. Infeksi nosokonual atau infeksi
di rumah sakit yang adalah disebabkan

galur komunitas (CAMRSA).
Pada eksplorasi lebih lanjut ditemukan
bahwa CAMRSA membawa faktor virulen

aureus
laktamase

tambahan  yaitu  Panton  Valentine
Leukocidin (PVL) @
Isolasi dan Identifikasi

Isolasi MRSA tidak mudah dilakukan
karena seringkali

bercampur/terkontaminasi ~ dengan flora
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normal  seperti
Staphylococcus
epidermidis
haemolyticus.

coagulase

(CoNS)

negalive
yaitu S
dan Staphylococcus
' Hingga saat i belum
ditemukan media yang benar-benar ideal

untuk 1solasi dan identifikasi koloni MRSA
secara langsung. Agar nutrien/kaldu
ditambah  NaCl 7% pernah
direkomendasikan oleh British Society for
Antimicrobial ~ Chemotherapy (BSAC).
Media 11 memiliki kelemahan karena
hanya mampu menumbuhkan sebagian
kecil isolat MRSA meskipun telah
dilakukan  substitusi NaCl dengan
aztreonam atau asam nalidiksat + kolistin.
Media lain yang digunakan untuk
penapisan (screening) MRSA adalah agar
darah dengan 4 mg/L metisilin atau 2 mg/L
oksasilin, tetapi media ini juga memiliki
kelemahan karena seringkali tidak mampu
membedakan MRSA dengan CoNS. Para
ahli mencoba mengganti media tersebut
dengan media selektif manitol salt agar
(MSA) dengan NaCl 7% tetapi hasiinya
juga belum memuaskan. Penurunan
konsentrasi NaCl menjadi 2% termnyata
memberi hasil yang baik. MSA dengan
NaCl 2% direkomendasikan baik oleh
BSAC maupun National Committee for
Clinical laboratory Standard (NCCLS)
dan pada saat ini secara luas digunakan di
seluruh dunia untuk mengisolasi MRSA' L)
Identifikasi MRSA dapat dilakukan
dengan uji biokimia terhadap protein A,
clumping factor, Koagulase atau nuklease
dan uji kepekaan terhadap antimikroba. Uj
kepekaan terhadap antimikroba dapat
menggunakan salah satu dar tiga media
yaitu Mueller Hinton agar (MHA),
Columbia agar atau DST agar. Selain itu



identifikasi MRSA dapat pula dilakukan
secara langsung dengan kit yang telah
diproduksi secara komersial seperti m'e"'f
agglutination kit unwk mengidentifikast
PBP 2a dan secara otomatis dengan mesin
seperti vitek dari bioMerrieux atau phoenix
dari Becton Dickinson. Baku emas (gold
standard) identifikasi MRSA  adalah
dengan  mendeteksi gen  conserved
(tetap/terpelihara)-yang senantiasa
ditemukan pada MRSA yaitu gen mecA.
Identifikasi gen mecA ini dapat dilakukan
dengan metode polymerase chain reaction
(PCR) ©4),

Pendeteksian resistensi MRSA dapat
dilakukan dengan dua cara yaitu metode
dilusi atau metode cakram menggunakan
oksasilin  (bukan metisilin). Oksasilin
digunakan karena secara kimia satu
golongan dengan metisilin, lebih stabil,
hasil uji antara metisilin dan oksasilin
sama dan pada saat ini metisilin tidak lagi
diproduksi secara komersial sehingga yang
ada di pasaran adalah oksasilin. Akhir-
akhir ini dikatakan bahwa penggunaan
cefoxitin lebih akurat dibandingkan dengan
oksasilin ©+*,

Pada metode dilusi digunakan medium
MHA atau Columbia ditambah 2% NaCl.
Oksasilin stock dibuat dengan melarutkan
bubuk oksasilin dalam air steril dan dibuat
konsentrasi bervariasi 10%, 10°, 10* mg/L.
Dilakukan pengenceran sehingga
didapatkan satu seri larutan oksasilin mulai
dari 0.125 mg/L hingga 12.8 mg/L dan
satu tabung tanpa oksasilin (0 mg/L).
Medium dipanaskan hingga 50°C dan
dituangkan ke  tabung  kemudian
didinginkan. Inokulum dibuat dalam media

MHA dengan konsentrasi sekitar  10°
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at  diukur kcsetaraann
cfu/spot lvﬁg]{!-E’u-land standard). Masinﬁ
dengan iabung larutan oksasilin deng,
nmstir\!;’;tm'si berbeda yang telah dibyg,
kpnst?ﬂl_zlL suspensi kuman kemudian
s l24 jam pada  suhu  3geq

iinkubast ; | .
dlln};acaan dengan melihat ada t'dﬂknya
Pcmbqtﬂﬂ pcrtumbuhan iy
hambd sensilif bila tumbuh Pada

- sikan
diinterpreta 3 :
konsentrasi oksasilin < 2mg/L dan resigte,

bila tumbuh pada konsentrasi oksasilin i
mg/L. Sebagai galur kOI:trol sensitig
dicunakan S. aureus ATCF, 29213 agg,
NE‘TC 6571 _dan galur resisten S. aurey,

NCTC 124937 _
pada metode cakram digunakan megj,

MHA atau Columbia ditambah 2% Nac|
Inokulasi dilakukan deng‘an sterile swa
pada permukaan medll{rt_l kemudiap
diletakkan cakram oksasilin  lpg day
diinkubasi 24 jam pada suhu 30°C
Pembacaan zona hambatan  minimg|
(minimal  inhibitory concentration/MIC) |
dalam skala millimeter (mm) dengap

interpretasi sensitif bila zona hambatanny,
> 15mm dan resisten zona hambatannya <
14 mm. Sebagai galur kontrol sensitif
digunakan S. aureus ATCC 25923 atay

NCTC 6571,

Pendekatan Biologi Molekuler

Sekitar satu abad lamanya, para ahli
mikrobiologi menerapkan dan
mengembangkan sistem identifikasi dan
karakterisasi  (microbiological  typing
system atau biasa disingkat fyping saja)
galur S. aureus berdasarkan ciri fenotip.
Pada pendekatan fenotipik dilakukan
karakterisasi  produk  gen  untuk
mengidentifikasi dan membedakan antar
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galur berdasarkan  profil biokimia,
keberadaan antigen,  kepekaan terhadap
faga (phage  fyping)  dan  analisa
keseluruhan protein dengan multilocus
enzyme electrophoresis (MLEE),
parameter keberhasilan fyping ditentukan
oleh kehandalan metode tersebut dalam
mengidentifikasi dan mengkarakterisasi
(typeability), Jika diulang mendapatkan
hasil yang sama (reproducibility atau
reliability), stabilitas (srability) dan derajat
pembedaan (discriminatory power). Typing
fenotipik memiliki  keterbatasan pada
semua aspek parameter tersebut. Oleh
karena itu sejak 30 tahun terakhir
kebanyakan pusat penelitian dan pelayanan
mikrobiologi  kedokteran menggunakan
tping genotip. Terlebih lagi saat ini telah
tersedia  ratusan  software  program
filogenetik untuk membantu menganalisa
berbagai pita (band) hasil elektroforesis,
sekuen DNA dan hasil hibridisasi sehingga

nyping genetik menjadi lebih akurat dan

. (6)
efisien ‘.

Tujuan fyping secara epidemiologi
adalah untuk mendefinisikan hubungan
antar galur yang diisolasi dari tempat dan
waktu tertentu misalnya pada saat wabah,
sedangkan survailans dan analisa genetika
populasi bertujuan untuk mengungkap
hubungan antar galur dalam periode yang
lebih lama (bulan dan tahun) dan
mencakup geografi yang luas misalnya
negara atau antar negara. Pada saat wabah
(outbreak) ditemukan peningkatan infeksi
dan atau ditemukan pola resistensi yang

berbeda  dengan data  sebelumnya.
Penelusuran dan perbandingan galur
penyebab  wabah  ditujukan  untuk

mengetahui jenis dan jumlah galur yang
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terlibat, penerapan
pembatasan penyebaran
evaluasi keberhasilan
pengendalian infeksi'®.
Asumsi

terapi  yang tepat,
bakteri dan

program

dasar  fyping  bahwa
keterkaitan antar galur bakteri merupakan
hasil turunan dari saty prekursor, artinya
antar galur dalam satu spesies memiliki
sifat yang sama (saling berbagi) tetapi
berbeda secara nyata dengan spesies
lainnya. Keanekaragaman (diversity)
genetik didasari adanya berbagai mutasi
sepertt  akumulasi titik  (point
mutation), genetic rearrangement dan
akuisisi (pengambilan) atau kehilangan
elemen genetik kromosomal maupun
ekstrakromosom. Perlu diingat bahwa
keseluruhan materi genetik pada bakteri
(genom) terdapat dalam kromosom tunggal
termasuk didalamnya insertion sequence
dan transposon (Tn) dan pada ekstra
kromosom  seperti plasmid. Genom
Staphylococcus tersusun atas berbagai gen
yang conserved dan gen mobile yang
diperoleh secara transfer horizontal dari
galur/spesies lainnya yang membawa
determinan resistensi atau faktor virulen.
SCCmec merupakan struktur yang sangat
bervariasi  (mosaic  structure) dan
merupakan contoh rekombinasi genetik
yang sangat bagus. Di dalamnya terdapat
determinan resistensi utama yaitu mecA
dan berbagai kombinasi transposon,
insertion sequence dan plasmid sequence.
SCCmec  diperkirakan  sangat  aktif
ditransmisi antar spesies Staphylococcus
secara in vivo. Variasi elemen genetik pada
SCCmec mengindikasikan bahwa -elemen
ini  kemungkinan terbentuk  karena

pertukaran materi genetik secara horizontal

mutasi




dengan spesies Staphylococcus lainnya 'dan
karena pengaruh lingkungan (habitat)
bakteri tersebut ‘", _
S. aureus termasuk MRSA memili?G
variasi genetik yang sangat tinggi, lebih
dari 20% materi genetiknya merupakan
elemen yang dapat berpindah (mobile).
Sejauh ini telah ditemukan 18 regio DN-’%
spesifik yang diperkirakan menyandi
faktor virulensi. Metode fyping genetik
ditujukan  untuk mengungkap faktor
virulen ini dan memperkirakan proses
patogenesisnya misalnya temuan gen yang
menyandi Panton Valentine leukocidin
pada  CAMRSA yang menyebabkan
necrofising pneumonia pada pasien dengan
imunitas normal 7,
Sejauh ini fyping genetik (molekuler)
S. aureus termasuk MRSA telah mengalami
4 fase yaitu fase pertama berupa analisa
profil plasmid, fase kedua southern
hybridization analysis dari kromosom, fase
ketiga PCR dan PFGE dan fase keempat
sequence typing dan probe mediated typing
(8)

Analisa plasmid pada MRSA mulai
diterapkan pada pertengahan tahun 1970-
an. Metode ini mengandung keterbatasan
karena meskipun 90% MRSA mengandung
plasmid tetapi galur pembandingnya yaitu
MSSA kurang dari 50% yang memiliki
plasmid serupa. Selain itu variasi struktur
plasmid seperti supercoiled, nicked, linear
dan oligomerik merupakan faktor perancu
dalam mengkarakterisasi
sendiri. Problem ini diatasi dengan
memotong (digestion) plasmid menjadi
fragmen tertentu kemudian menga

Jumlah dan ukuran potongan tej
e

plasmid itu
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mosom merupakan molekul targe

1::‘:11’:1cngﬁt*ﬂ'mi hubungan antar baker;
;mmem plot ~analysis  JUBd  mulg
o

ertengahan tahun 197
diteml?ksfzkzzdauzmk grncndcteksi DNA
an ?E’U ada kromosom  yang  sesus
spesl llog)pme" ggunakan pelacak (prope)
f?l::i:[ilﬁhan probe menjadi  titik  krusjg)
(kritis) ~karend menex?mlkan parametey
typeability dan discnmmar?;j.; Ppower
Contoh  Sukses meto.de- uu adalah
ribotyping yaitu karakterisasi pohn:;(n-ﬁsl:ne
pada ribosom, multi probe untuk inserfig,
sequence, transposon, gen m_«_ch da.n gen
virulen sepertl gen pcn?randx pro.t_e¥n. Al
Polimorfisme pada gen nbosomal(;)m juga
dapat dikarakterisasi dengan_PC.R- e

Polymerase chain re_a_cfqu_; (PCR)
merupakan satu inovasi palmg Pentlng
dalam biologi molekuler. Prinsip dasar
kerja PCR yang mulai dlIEIapkan Ppada
tahun 1986 adalah mehpatgandakmmM
eksponensial (amplification)  bagian
tertentu dari DNA et se
didapatkan  sejumlah
(amplicon) yang kem

=




eukariot. Analisa repetifive sequence pada
MRSA hanya menghasilkan resolusi yang
moderat schingga mectode ini tidak
digunakan lagi untuk  fyping  MRSA
pemikian pula metode arbitrarily primed
PCR (AP-PCR) atau randomly amplified
po]ymorphfc‘ DNA analysis (RAPD) yaitu
ing MRSA berdasarkan variasi
g};mosom menggunakan primer yang
pendek (10bp) hanya menghasilkan
akurasi/resolusi yang moderat, schingga
jarang digunakan. Pengembangan metode
PCR yang dapat mengamplifikasi sekitar
40% genom MRSA discbut amplified
fragment length polymorphism analysis
(AFLP). Pada metode ini fragmen genom
diligasi dengan nukleotida adapter yang
disebut linker dan indexer kemudian
dilakukan PCR menggunakan adapter
specific primer”.
Pemotongan genom MRSA dengan
enzim restriksi menghasilkan fragmen
berukuran besar yang sulit dianalisa
dengan elektroforesis. Problem ini berhasil
diatasi oleh Schwartz dan Cantor pada
tahun 1984 dengan memodifikasi aliran
listrik pada gel yang disebut metode pulse
field gel electrophoresis (PFGE). Pada
PFGE, fragmen DNA akan menempati
lokasi tertentu berdasarkan orientasinya
dan bukan berdasarkan kecepatannya.
PFGE disebut sebagai gold  standard
untuk MRSA typing karena dapat
memisahkan sejumlah besar fragmen DNA
dani  kromosom. Kesulitan yang dihadapi
dalam menerapkan metode ini adalah
dalam menginterpretasikan pita DNA pada
gel dan reproducibility-nya. Oleh karena

itu saat ini dilakukan standardisasi teknik
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dan interpretas; seca

k

fa 1internasional agar
edua masalap tersebut teratas;?

Gambar | Amplikon gen
dengan berat molekul
(sumber: Yuwono, 2009).

mecA hasil PCR
sekitar 147 bp

Fase keempat dari

typing genetik
adalah  sequence

byping  dan  probe
mediated typing. Sequence typing atau
s€cara singkat sering disebut sekuensing
adalah metode mengidentifikasi urutan
asam nukleat pada genom. Darj segi
ketepatan, metode inj menghasilkan
ketepatan  identifikasi nyans  100%
Melakukan sekuensing pada seluruh
genom hampir dikatakan tidak mungkin
karena banyaknya galur yang harus
disekuensing.  Sejauh ini baru tersedia
sekuen lengkap genom MRSA galur N315
dan galur MuS0 yang memiliki SCCmec
tipe II. Untuk itu para ahli mengusahakan
memetakan bagian yang variatif dan yang
conserved dalam genom agar sekuensing
hanya dilakukan pada bagian tertentu dari
genom tetapi hasilnya efisien. Usaha ini
berhasil  setelah  ditemukan  cara
karakterisasi bakten berdasarkan
perbedaan house keeping genes yaitu
beberapa gen yang menyandi beberapa
protein yang menentukan kehidupan
bakteri (viability). Umumnya satu bakteri
mengandung 6-7 fragmen house keeping
gene. Tiap fragmen gen diidentifikasi jenis



: gecara
alelnya kemudian dlgab“ngkan

keseluruhan hingga didapat kombmasel
khas tiap galur yang disebut sequence alj;{:a
(ST). Isolat dengan pola alel yang g
diartikan memiliki korelasi klonal {uchtr

yang disebut

akhir ini terdapat satu metode

multilocus sequence typing (MLST) yain
data ST dimasukkan pada program
komputer untuk dibandingkan dengan ST
dari berbagai tempat/negara. Data ini dapat
diakses via internet.  Dalam hal
discriminatory power, MLST merupakan
metode yang paling akurat untuk melacak
asal-usul dan penyebaran (filogeni dan
evolusi) MRSA'.

Pada prinsipnya probe medz‘ate(f’

typing adalah cara karakterisasl
berdasarkan prinsip hibridisasi. Pelacak
dibuat berdasarkan data gen atau sekuen
spesifik pada bakteri sehingga dapat
mengenali bakteri mulai dari tingkat genus,
spesies hingga galur. Jika probe tidak
terhibridisasi berarti bakteri tersebut tidak
memiliki sekuen homolog dengan probe
ini. Data sekuen probe yang telah dibuat
dissmpan dalam database komputer
sehingga sewaktu-waktu dapat diakses dan
digunakan untuk fyping di tempat lain.
Problem yang dihadapi sebagaimana
problem  hibridisasi  adalah  tingkat
ketepatan hibrid antara probe dan sekuen
spesifik pada bakteri target. '

Semua  metode  fHping  yang
dibicarakan di atas adalah karakterisasi
asam nukleat secara struktural. Para ahli
Juga telah berhasil mengembangkan typing
asam nukleat secara fungsional dnlam
rangka menjelaskan hubungan patoge
inang, mekanisme kerja faktor virule
(pathotype) dan mekanisme kerja
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0 (re.sisrolj’Pf’)- Multiplex Pey
multi primer  digy,
tuk mengidcnﬁﬁkasi berbagaj ¢,
ufl rulen S, aureus, hubungannya dep
vi belakang genetik, distribusj faktg,
Iifmrl en tersebut diantara berbagaj .
:;;.ullator faktor virulen dan Pamgeﬂesi;
faktor virulen pada penyakit infek;
Metode 1ain untuk rnengka:aktemasi
fungsi genom MRSA_ a'lda!ah DNA micr,
array. Pada metode int d}lakukm d“-lek_si
transkripsi) dalam Plate

ckspresi  gen ( .
berisi banyak sampel sekaligus kemugiy,

resisté
meng :

dinterpretas menggunakan Progra
l-.zompute:r.I
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