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ABSTRACT

Antibiotic resistance is an important health problem worldwide that affects human
and animal health. The presence of resistance genes in Staphylococcus aureus Isolates may
contribute to the development of antibiotic resistance. The study was aimed to identify the
presence of the blaZ gene from S. aureus Isolates that were resistant to penicillin G from
dairy farming areas in South Sulawesi Province. The sample was obtained from 20 locations
of dairy farms spread across Enrekang Regency. Identification of S. aureus was carried out
by phenotypic and genotypic methods. Isolates of S. aureus that were resistant to penicillin
G came from humans (n=6), dairy cattle (n=10), and dangke products (n=2) were obtained
from the results of sensitivity tests to penicillin G (10 U) antibiotics with Kirby-Bauer disc
diffusion method. Detection of blaZ gene using conventional polymerase chain reaction
(PCR) method. The results showed that Isolates from humans, dairy cattle, and dangke
products detected the presence of the blaZ gene by 100% respectively. The blaZ gene found
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in human Isolates, animals, and dangke products has the potential to spread between Isolates
and has the potential to cause human health problems.

Keywords: antibiotic resistance; blaZ gene; one health; S. aureus
ABSTRAK

Resistansi antibiotik merupakan masalah kesehatan penting di seluruh dunia
yang berdampak pada kesehatan manusia dan hewan. Kehadiran gen resistan pada Isolat
Staphylococcus aureus dapat berkontribusi pada pengembangan resistansi antibiotik.
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi keberadaan gen blaZ yang berasal dari
isolat S. aureus yang resistan terhadap antibiotik penisilin G dari wilayah peternakan sapi
perah di Provinsi Sulawesi Selatan. Sampel penelitian diperoleh dari 20 lokasi peternakan
sapi perah yang tersebar di Kabupaten Enrekang. Identifikasi S. aureus dilakukan dengan
metode fenotipik dan genotipik. Isolat S. aureus yang resistan terhadap antibiotik penisilin
G berasal dari manusia (n=6), ternak sapi perah (n=10), dan produk dangke (n=2) diperoleh
dari hasil uji sensitivitas terhadap antibiotik penisilin G (10 U) dengan metode difusi cakram
Kirby-Bauer. Deteksi gen blaZ menggunakan metode polymerase chain reaction (PCR)
konvensional. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat yang berasal dari manusia, ternak
sapi perah, dan produk dangke terdeteksi keberadaan gen blaZ masing-masing sebesar
100%. Gen blaZ yang terdapat pada isolat manusia, hewan, dan produk dangke berpotensi

menyebar antar isolat dan berpotensi menimbulkan gangguan kesehatan manusia.

Kata-kata kunci: gen blaZ; one health; resistansi antibiotik; S. aureus

PENDAHULUAN

Resistansi  antibiotik merupakan
masalah kesehatan yang signifikan di seluruh
dunia yang berdampak pada kesehatan
manusia dan hewan (Pokharel et al., 2020).
Resistansi antibiotik merupakan masalah
kesehatan global yang dikaitkan dengan
manusia, hewan, dan faktor lingkungan
(Aslam et al., 2021). Pengobatan penyakit
yang disebabkan oleh Staphylococcus
aureus  dengan  antibiotik  seringkali
mengakibatkan resistansi antibiotik (Foster,
2017). Penggunaan antibiotik secara tidak
tepat merupakan pendorong utama resistansi
antibiotik yang menghasilkan tekanan
seleksi khusus untuk jenis antibiotik dan
spesies bakteri (Munita dan Arias, 2016).
Resistansi antibiotik dapat berkembang
secara alami karena paparan antibiotik
dalam pengobatan kasus klinis pada manusia

dan hewan (Kumar et al., 2021). Kejadian
resistansi antibiotik juga didorong oleh
penyalahgunaan antibiotik di sektor manusia,
hewan, dan lingkungan, serta penyebaran
bakteri resistan di antara sektor di seluruh
dunia (McEwen dan Collignon, 2018). Di
Provinsi Sulawesi Selatan Indonesia, seperti
di banyak negara berkembang lainnya,
sebagian besar antibiotik tidak mahal dan
tersedia sebagai obat bebas yang dapat
dibeli tanpa resep dokter hewan (Majalija et
al. 2020). Masyarakat di Provinsi Sulawesi
Selatan saat ini juga bebas membeli dan
menggunakan antibiotik tanpa resep dokter,
dengan bebas membeli di apotek, kios atau
warung. Hal ini merupakan masalah yang
dapat mendorong terjadinya resistansi
antibiotik (Hamid et al., 2020). Kejadian
resistansi antibiotik pada manusia telah
dilaporkan oleh peneliti di Indonesia
(Soewignjo et al., 2001; Severin et al., 2008;
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Karuniawati et al., 2013), begitu juga kasus
pada hewan (Aziz et al., 2016; Effendi dan
Harijani, 2017; Chairani, 2017; Tyasningsih
etal.,2019; Juwita et al., 2022).
Mekanisme  resistansi  antibiotik
penisilin pada S. aureus dimediasi oleh gen
blaZ yang mengkode B-laktamase, yang
mana dapat menonaktifkan penisilin dengan
menghidrolisis cincin B-laktam. Mekanisme
resistansi juga melalui pengubahan pada
protein pengikat penisilin yaitu PBP2a, yang
dikodekan oleh gen mecA (Lowy, 2003).
Empat tipe produk blaZ telah dilaporkan
yaitu (A, B, C, D). Tipe A, C, dan D terletak
pada plasmid, sedangkan B terletak pada
kromosom (Olsen et al., 2006). Gen blaZ
dari isolat S. aureus pada ternak sapi perah
di Kenya dilaporkan sebanyak (41,1%)
sedangkan pada manusia gen blaZ dari
isolat S. aureus dilaporkan sebanyak 51,5%.
Keberadaan gen blaZ dapat menimbulkan
ancaman  terhadap  pengobatan  dan
penanganan mastitis pada ternak sapi dan
kesehatan manusia (Mbindyo et al., 2021;
Andrzejczuk et al., 2023). Penyebaran
resistansi penisilin terutama terjadi melalui
penyebaran strain resistan (Lowy, 2003).
Akuisisi dan penyebaran bakteri
resistan  terhadap antibiotik menjadi
perhatian utama dalam pengobatan infeksi
Stahpylococcus pada manusia dan hewan.
Penyebaran  bakteri resistan  melalui
transfer gen horizontal (horizontal gene
transfer, HGT), yang dipengaruhi oleh
berbagai mobile genetic elements (MGEs)
(Malachowa dan Deleo, 2010). Transfer
gen horizontal memungkinkan bakteri
untuk bertukar materi genetik termasuk gen
resistansi antibiotik di antara spesies yang
beragam dan mendorong pengembangan
multi drug resistance (MDR) (Sun et al.,
2018). Transmisi bakteri resistan dalam
lingkungan merupakan reservoir penting,
tidak hanya untuk memfasilitasi penyebaran
bakteri resistan, tetapi juga sebagai titik
kontak untuk manusia dan hewan untuk
terinfeksi. Beberapa reservoir lingkungan
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yang Dberpotensi meyebarkan  bakteri
resistan, termasuk tanah, air, rumah sakit,
industri, limbah pertanian, dan berbagai
ekologi yang tercemar (Chique et al., 2019;
Aslam et al., 2021).

Dampak kejadian resistansi antibiotik
dapat berimplikasi pada kesehatan dan
ekonomi (Eliopoulos et al., 2003).
Dampak resistansi antibiotik pada manusia
menyebabkan penyakit menjadi parah,
rawat inap di rumah sakit menjadi lama,
peningkatan biaya perawatan kesehatan,
biaya obat lini kedua yang lebih tinggi, dan
kegagalan pengobatan (Dadgostar et al.,
2019). Pada hewan yang dipelihara untuk
tujuan produksi, resistansi antibiotik dapat
berdampak negatif pada produktivitas dan
ekonomi bisnis (Bengtsson dan Greko,
2014). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui keberadaan gen penyandi
resistansi antibiotik (blaZ) dari Isolat S.
aureus yang diisolasi dari peternakan
sapi perah di Provinsi Sulawesi Selatan,
Indonesia dengan pendekatan one health.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Lokasi Penelitian

Pengambilan  sampel  penelitian
dilaksanakan di 20 lokasi peternakan sapi
perah di Kabupaten Enrekang, Provinsi
Sulawesi Selatan, sedangkan pengujian
sampel dilaksanakan di laboratorium
Balai Besar Veteriner Maros, laboratorium
biologi molekuler dan seluler Hasanuddin
University Medical Research Centre (HUM-
RC), dan laboratorium mikrobiologi medik
Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis
Institut Pertanian Bogor.

Analisis Mikrobiologi S. aureus

Isolasi bakteri S. aureus yang berasal
dari sampel usap tangan manusia, ternak
sapi (susu segar), dan produk olahan susu
(dangke) dilakukan pemeriksaan fenotipik
dan genotipik. = Pemeriksaan fenotipik
meliputi kultur pada media media baired-
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parker agar (BPA) (Oxoid Ltd), pewarnaan
Gram, uji katalase, dan uji koagulase.
Pemeriksaan genotipik melalui deteksi gen
nuc dengan metode PCR konvensional.
Isolat S. aureus sebanyak 18 diperoleh dari
penelitian sebelumnya. Isolat S. aureus
berasal dari sampel hewan (susu segar)
sebanyak 10 isolat, manusia (usap tangan)
sebanyak enam Isolat, dan dangke sebanyak
dua Isolat (Juwita et al., 2022).

Uji Kepekaan Staphylococcus aureus
terhadap Antibiotik

Uji kepekaan antibiotik menggunakan
metode difusi cakram (disk diffusion)
Kirby-Bauer pada media Mueller Hinton
Agar (MHA) (Oxoid Ltd). Antibiotik yang
digunakan yaitu penisilin G (10 U). Zona
hambat antibiotik yang terbentuk pada media
MHA kemudian diukur dan disesuaikan
dengan standar yang telah ditetapkan
oleh CLSI. Standar yang telah ditetapkan
antara lain susceptible (S), intermediate (1),
resistant (R) (CLSI, 2018). Sebanyak 18
isolat S. aureus resistan terhadap antibiotik
penisilin G (Juwita et al., 2022).

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan
menggunakan  metode  boiling  atau
pemanasan seperti yang dideskripsikan
oleh Hassanzadeh et al. (2016), dengan
modifikasi. Satu ose penuh koloni bakteri
ditransfer ke dalam 500 pL buffer TE,
kemudian dihomogenkan. Suspensi
sel bakteri diambil sebanyak 200 puL,
selanjutnya dipanaskan pada suhu 95 °C
selama 25-30 menit. Suspensi sel bakteri
yang telah dipanaskan disentrifugasi dengan
kecepatan 13000 rpm selama 15 menit,
kemudian supernatant dibuang. Langkah
selanjutnya ditambahkan 200 pL nuclease
free water, kemudian dihomogenkan.

Deteksi Gen blaZ
Isolat S. aureus yang resistan
terhadap antibiotik penisilin G sebanyak
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18 isolat digunakan untuk deteksi gen
penyandi resistansi antibiotik yaitu gen blaZ
menggunakan metode polymerase chain
reaction (PCR) konvensional. Metode PCR
konvensional menggunakan KAPA2G Fast
Ready Mix PCR Kit (KAPA Biosystem,
Cape Town, South Africa) sesuai prosedur
manufaktur. Gen blaZ diamplifikasi
sesuai primer target (Tabel 1). Gen 16S
rRNA digunakan sebagai penanda gen
housekeeping. Volume total reaksi PCR
sebanyak 20 pL terdiri atas 2,5 uL template,
0,5 uL primer reverse (10 uM), 0,5 uL
primer forward (10 uM), 12,5 uL. KAPA2G
Fast Ready Mix PCR Kit (KAPA Biosystem,
Cape Town, South Africa) dan ditambahkan
ddH,O hingga 20 uL. Proses PCR dilakukan
dengan Thermal Cycler TI00TM (Bio-Rad)
diawali dengan predenaturasi pada suhu 95
°C selama 5 menit. Tahap amplifikasi DNA
dengan 35 siklus dengan denaturasi 95 °C
selama 15 detik, annealing 55 °C selama 15
detik, dan ekstensi 72 °C selama 30 detik
dan final ekstensi 72 °C selama 5 menit.
Visualisasi hasil PCR dilakukan dengan
elektroforesis pada 1% gel agarosa dalam
Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer (1x) dan
pewarnaan menggunakan 1 puL FloroSafe
DNA Stain (1" BASE). Ladder DNA yang
digunakan adalah 50 bp sebagai ukuran
standar.

Analisis Data

Hasil deteksi gen penyandi resistansi
antibiotik (blaZ) ditampilkan dalam bentuk
tabel dan gambar kemudian dianalisis secara
deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penggunaan antibiotik secara tidak
tepat merupakan pendorong utama resistansi
antibiotik.  Kejadian resistansi terhadap
antibiotik penisilin G pada hewan dapat
dikaitkan dengan meluasnya penggunaan
antibiotik penisilin G untuk mengobati
mastitis pada sapi perah (Wilm et al,
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2021). Kejadian resistansi antibiotik pada
manusia bisa diakibatkan karena penggunaan
antibiotik secara tidak tepat, penyalahgunaan
antibiotik, kontaminasi bakteri resistan dari
hewan dan lingkungan (Vikesland et al.,
2019; Iskandar et al., 2020).

Deteksi gen penyandi resistansi
dilakukan terhadap isolat yang termasuk
dalam kelompok resistan terhadap antibiotik
penisilin G.  Gen 16S rRNA digunakan
sebagai gen housekeeping (gen kontrol).
Hasil amplifikasi gen blaZ menunjukkan
seluruh isolat teramplifikasi sesuai dengan
target gen (Gambar 1). Hasil penelitian
menunjukkan seluruh isolat S. aureus (18
isolat) yang resistan terhadap antibiotik
pensilin G terdeteksi keberadaan gen blaZ
(Tabel 2). Gen blaZ berkorelasi positif
dengan resistansi antibiotik penisilin G.
Penelitian yang dilakukan oleh Aziz et
al. (2016) menunjukkan gen blaZ sebesar
85,7% pada isolat S. aureus asal susu sapi
perah di Yogyakarta, sedangkan di negara
Jepang isolat S. aureus yang berasal dari
manusia menunjukkan gen blaZ sebesar 1%
(Takayama et al., 2018). Achek et al. (2018)
melaporkan keberadaan gen blaZ pada isolat
S. aureus asal pangan sebesar 45,5% dan
isolat klinis S. aureus asal manusia sebesar
48,7%.

Gen blaZ juga telah diidentifikasi
sebagai penyebab resistansi penisilin di
antara coagulase-negative Staphylococcus
(CoNS) dan Staphylococcus hyicus (Lucas
et al., 2021; Zuniga et al., 2020). Hal
ini menunjukkan bahwa gen blaZ adalah
mekanisme utama resistansi penisilin pada
Staphylococcus. Transfer gen resistansi antara
CoNS dan S. aureus telah dilaporkan (Forbes
dan Schaberg, 1983; Udo et al., 1997). Hal ini
menunjukkan bahwa CoNS dapat bertindak
sebagai reservoir gen resistansi untuk S.
aureus. Ada kemungkinan bahwa spesies
Staphylococcus yang berbeda yang ada di
lingkungan mikro yang sama, misalnya pada
kulit sapi perah, dapat bertukar gen blaZ, jika
faktor bakteri yang sesuai terpenuhi.
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Gen blaZ merupakan gen dengan
produk 846-bp yang dikendalikan oleh gen
blaR1 dan blal. Setelah terpapar B-laktam,
blaR1 mengalami pembelahan autokatalitik,
mendorong pembelahan blal dan mengarah
ke transkripsi blaZ (Takayama et al., 2018).
Kehadiran gen blaZ pada isolat S. aureus
asal hewan, manusia, dan dangke menjadi
perhatian penting karena menyebabkan
bakteri memiliki sifat resistan.  Hasil
penelitian  menunjukkan  satu  lokasi
peternakan (Q) menunjukkan peternak (kode
sampel HI) dan ternak sapi perah (kode
sampel S30 dan S31) mengalami resistansi
terhadap jenis antibiotik yang sama yaitu
penisilin G dan terdeteksi keberadaan gen
blaZ. Menurut Graham et al. (2019) gen
resistan dapat menyebar di antara hewan,
peternakan, lingkungan, pertanian, serta
komunitas manusia dan rumah tangga.
Beberapa hasil penelitian menunjukkan
bahwa bakteri resistan dapat ditransfer antar
hewan dan manusia (Wegener et al., 1999;
Marshall dan Levy, 2011; Frosini et al.,
2020; Iramiot et al., 2020).

Salah satu mekanisme terpenting
dari penyebaran resistansi antibiotik adalah
melalui transfer gen horizontal (horizontal
gene transfer, HGT). Transfer gen horizontal
merupakan proses deoxyribonucleic acid
(DNA) beruntai tunggal atau beruntai
ganda ditransfer dari satu sel ke sel
lainnya. Pertukaran material genetik
terjadi melalui proses konjugasi, transduksi
dan  transformasi. Konjugasi adalah
proses transfer DNA yang memerlukan
kontak antar sel. Konjugasi telah diakui
sebagai proses yang paling penting untuk
penyebaran gen resistansi antibiotik yang
terkait dengan sejumlah kelas antibiotik
yang berbeda. Transduksi merupakan proses
transfer DNA yang dimediasi fag dari sel
donor ke sel penerima. Transformasi terjadi
melalui segmen DNA dari bakteri resistan
yang ada saat lisis bakteri resistan. Proses
transformasi tidak memerlukan kontak antar
sel (Sun, 2018; Liu ef al., 2022).
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Tabel 1. Primer gen blaZ dan 16S rRNA

Target gen Nama Primer Urutan Nukleotida (5-3") Produk
(bp)
16S rRNA® Bac-F1 ACAGTTTGATCMTGGCTCAG 1500
Uni-B1 GGTTACSTTGTTACGACTT
blaz® blaZ-F ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173
blaZ-R TGACCACTTTTATCAGCAACC

Sumber : *Kepel dan Fatimawali 2015; °Xu et al., 2015

Tabel 2. Distribusi gen blaZ dan 16S rRNA

No Kode 16S rRNA Resistansi Antibiotik Gen blaZ
Isolat asal hewan

1 S14 + Penisilin G +

2 S15 + Penisilin G +

3 S16 + Penisilin G +

4 S24 + Penisilin G +

5 S26 + Penisilin G +

6 S30 + Penisilin G +

7 S31 + Penisilin G +

8 S37 + Penisilin G +

9 S39 + Penisilin G +

10 S41 + Penisilin G +

Jumlah positif 10/10 10/10

(%) 100% 100%
Isolat asal manusia

1 H1 + Penisilin G +

2 H2 + Penisilin G +

3 H4 + Penisilin G +

4 HS5 + Penisilin G +

5 H6 + Penisilin G +

6 H7 + Penisilin G +

Jumlah positif 6/6 6/6

(%) 100% 100%
Isolat asal dangke

1 DO1 + Penisilin G +

2 D05 + Penisilin G +
Jumlah positif 2/2 2/2
(%) 100% 100%

Keterangan: + : positif; - : negatif

Gambar 1. Hasil amplifikasi gen blaZ (173 bp). M: Marker 50 bp; NTC: nontemplate
control; Kode sampel: Hewan (S14, S15, S16, S24, S26, S30, S31, S37, S39,

S41), Dangke (D01, D05), Manusia (H1, H2, H4, HS, H6, H7).
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SIMPULAN

Gen blaZ terdeteksi keberadaannya
pada seluruh isolat S. aureus yang resistan
terhadap penisilin G asal peternakan sapi
perah di Provinsi Sulawesi Selatan. Gen
blaZ yang terdapat pada Isolat asal manusia,
hewan, dan dangke berpotensi menyebar
antar isolat dan berpotensi menimbulkan
gangguan kesehatan manusia.

SARAN

Penelitian ini perlu dilanjutkan
untuk melihat karakteristik gen blaZ pada
Isolat asal hewan, manusia, dan produk
dangke.
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