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ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a very serious global threat. One reason for the increase in cases
of antimicrobial resistance in humans is the spread of resistant bacteria or resistant genetic material
from animals to humans. The spread of resistant genetic material via plasmids further increases the
risk of resistance transmission. This study was aim to detect quinolones resistance genes present in
plasmids, which are gnrd, gnrB and gnrS, in Escherichia coli. A total of 74 pathogenic quinolone-
resistant E. coli isolates were used in this study originated from the archives of the National
Veterinary Drug Assay Laboratory of Indonesia (NVDAL). The bacterial agens were isolated
from layer chicken cloacal swabs in 2022. The E. coli bacteria used were pathogen and resistant to
one or more quinolones antibiotic, which are ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, flumequine
and marbofloxacin. The gene detection test for gnrd, gnrB and gnrS were carried out using the
polymerase chain reaction (PCR). Based on the PCR test results, gnr4 gene was found in 39 isolates,
gnrB was found in 25 isolates and gnrS gene was found in 32 isolates. The details are as follows 32
isolates (42.24%) only had the gnrA gene, five isolates (6.76%) only had the gnrB gene, 25 isolates
(33.78%) only had the gnrS gene, five isolates (6.76%) had gnrd and gnrB genes, two isolates
(2.70%) had gnrA4 and gnrS genes, and five isolates (6.76%) had gnrB and gnrS genes. The results
of this research indicated that all tested E. coli isolates had at least one type of quinolones resistance
gene contained in the plasmid. The presence of resistance genes in plasmids in E. coli of animal
origin indicates that the risk of spreading quinolones resistance traits in layer farm is quite high.
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ABSTRAK

Resistansi antibiotik merupakan ancaman global yang sangat nyata. Salah satu penyebab
meningkatnya kasus resistansi pada manusia adalah penyebaran bakteri ataupun materi genetik
resistan dari hewan ke manusia. Penyebaran materi genetik resistan melalui plasmid semakin
meningkatkan risiko penyebaran resistansi. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi gen resistan
kuinolon yang berada dalam plasmid yaitu gnrd, gnrB dan gnrS pada Escherichia coli. Isolat yang
digunakan dalam penelitian ini adalah 74 isolat E. coli patogen resistan kuinolon berasal dari arsip
Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH) yang diisolasi dari usap
kloaka ayam petelur pada tahun 2022. Arsip bakteri E. coli yang digunakan adalah patogen serta
resistan terhadap salah satu atau lebih antibiotik kuinolon yaitu siprofloksasin, enrofloksasin,
norfloksasin, flumekuin dan marbofloksasin. Uji deteksi gen diuji gnrd, gnrB dan gnrS dilakukan
dengan menggunakan polymerase chain reaction (PCR). Berdasarkan hasil uji PCR, gen gnr4
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ditemukan pada 39 isolat, gen ¢grnB ditemukan pada 15 isolat dan gen gnrS ditemukan pada 32
isolat. Adapun rinciannya sebagai berikut sebanyak memiliki 32 isolat (42,24%) memiliki gen gnrA
saja, lima isolat (6,76%) memiliki gen gnrB saja, 25 isolat (33,78%) memiliki gen gnrS saja, lima
isolat (6,76%) memiliki gen gnrA serta gnrB, dua isolat (2,70%) memiliki gen gnrA serta gnrS, dan
lima isolat (6,76%) memiliki gen gnrB serta gnrS. Hasil uji ini menunjukkan bahwa semua isolat
E. coli yang diuji memiliki minimal satu jenis gen resistan kuinolon yang terdapat dalam plasmid.
Keberadaan gen resistan dalam plasmid di E. coli asal hewan produksi menunjukkan bahwa risiko
penyebaran sifat resistansi kuinolon padai peternakan ayam petelur cukup tinggi.

Kata-kata kunci: resistansi; kuinolon; gnrA, gnrB,; gnrS

PENDAHULUAN

Resistansi bakteri terhadap antimikrob
merupakan ancaman yang sangat serius bagi
manusia, hewan, tanaman dan lingkungan.
Apabila tidak dilakukan intervensi, maka pada
tahun 2050 diperkirakan infeksi mikrob patogen
resistan dapat menyebabkan kematian hingga 10
juta manusia per tahun dengan kerugian ekonomi
hingga 100 triliun dolar Amerika Serikat (O neill
2014). Indonesia merupakan salah satu dari
lima teratas negara-negara yang diperkirakan
akan mengalami peningkatan penggunaan
antimikrob pada hewan produksi pada tahun
2030 (Laxminaryan et al., 2013). Oleh sebab
itu, Indonesia memegang peranan penting dalam
pengendalian resistansi antimikrob pada hewan.
Penggunaan antibiotik yang sama pada hewan
produksi dan manusia menjadi perhatian akan
meningkatnya kasus resistansi pada manusia.
Salah satu golongan antibiotik yang memiliki
irisan penggunaan pada hewan produksi dan
manusia adalah kuinolon. Kuinolon semua
generasi masuk dalam daftar Highest Priority
Critically Important Antimicrobials for Human
(WHO 2019). Sedangkan dalam kesehatan
hewan, kuinolon generasi pertama masuk
dalam ketegori Veterinary Highly Important
Antimicrobial dan generasi ke-2 kuinolon atau
fluorokuinolon masuk dalam kategori Veterinary
Critically Important Antimicrobial (WOAH
2021). Beberapa jenis kuinolon pada manusia
yang juga digunakan pada hewan, misalnya,
siprofloksasin, norfloksasin, levofloksasin,
asam oksolinat dan ofloksasin (ASOHI
2019). Beberapa jenis kuinolon yang hanya
digunakan pada hewan, misalnya enrofloksasin,
marbofloksasin dan flumekuin.

Kuinolon  merupakan salah satu
golongan antibiotik yang banyak diregistrasikan
dan digunakan pada hewan produksi, khususnya
unggas (Ditkeswan 2018, ASOHI 2019). Sesuai
dengan Indeks Obat Hewan Indonesia Edisi XII
(ASOHI 2019) terdapat 165 nama dagang obat

hewan yang mengandung zat aktif golongan
kuinolon. Adapun jumlah produsen dalam
negeri yang memproduksi obat hewan golongan
kuinolon ada 25 produsen dan terdapat 32
produsen luar negeri yang mengimpor produk
obat hewan kuinolon ke Indonesia.

Kuiniolon  merupakan  bakterisidal
yang bekerja di tipe Il topoisomerases,
deoxyribonucleic acid (DNA) gyrase serta
topoisomerase IV, menghambat fungsi enzim,
dan mengubah menjadi enzim yang toksik
sehingga menghasilkan pemisahan double-
stranded yang permanen pada kromosom
bakteri. Senyawa DNA topoisomerases sangat
penting bagi fisiologis normal bakteri seperti
replikasi  DNA, transkripsi, rekombinasi
dan remodeling DNA. Fungsi enzim-enzim
ini adalah melakukan transient-single dan
pemisahan double-stranded DNA. Kuinolon
menghambat ligase DNA yang berakibat pada
matinya bakteri (Papich 2016).

Mekanisme utama resistansi golongan
kuinolon adalah modifikasi pada enzim
topoisomerase II (subunit § enzim DNA gyrase)
dan topoisomerase IV sehingga menyebabkan
enzim tidak dapat diikat oleh fluorokuinolon.
Ada empat mekanisme resistansi kuinolon pada
Escherichia coli yaitu: (a) mengubah target,
yaitu terjadi mutasi gen kromosom gyr4, gyrB,
parC dan parE sehingga mengurangi sensitivitas
kuinolon; (b) pengurangan akumulasi kuinolon
akibat mutasi gen pompa eftluks, pada mekanime
ini terlibat gen kromosom marR, acrAB, tolC,
soxS dan rpoB serta gen yang dikodekan
plasmid yaitu gep4 dan ogxAB; (c) pemblokiran
fisik target kuinolon, mekanisme ini diatur oleh
gen resistan kuinolon (quinolones resistance
protein atau gnr) yang dimediasi plasmid dan
(d) modifikasi enzim kuinolon dengan adanya
keterlibatan gen resistan yang dimediasi plasmid
(aac(6°)-1b-cr, crpP) (Sanders 2001; Fabrega et
al., 2007; Papich 2016; Albornoz et al., 2017;
Putten et al,, 2019).
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Menurut Grace (2015), resistansi bakteri
tuberkulosa, malaria dan E. coli merupakan tiga
penyebab utama resistansi dunia. Infeksi E. coli
resistan merupakan ancaman resistansi yang
dapat dihubungkan dengan hewan produksi.
Bakteri E. coli merupakan bakteri komensal dan
ada yang non komensal bersifat patogen serta
zoonosis. Bakteri E. coli merupakan salah satu
bakteri yang direkomendasikan untuk dievaluasi
dalam monitoring dan surveilans resistansi
nasional (WOAH 2021). Mengingat pentingnya
kuinolon dalam pengobatan infeksi bakteri
pada manusia maupun hewan, maka penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui adanya gen
resistan pada plasmid khususnya gen gnrA,
gnrB dan gnrS pada E. coli patogen resistan
kuinolon pada ayam petelur. Pemilihan deteksi
gen plasmid ini mempertimbangkan faktor
risiko penyebaran sifat resistansi. Penyebaran
gen secara horizontal memiliki faktor risiko
yang lebih tinggi dibandingkan penyebaran gen
resistan secara vertikal (EMA 2018). Selain itu,
data gen resistan pada bakteri yang diisolasi dari
ayam petelur di Indonesia masih kurang. Data ini
sangat penting dalam membuat penilaian risiko
resistansi kuinolon pada hewan produksi dan
evaluasi keberlanjutan penggunaan kuinolon
yang sama, yang digunakan pada hewan dan
manusia, serta langkah mitigasi yang harus
dilakukan untuk mencegah penyebaran gen
resistan.

METODE PENELITIAN

Deteksi gen gnrd, gnrB dan gnrS
dilakukan pada 74 isolat E. coli patogen
resistan kuinolon arsip BBPMSOH yang
dikoleksi dari usap kloaka ayam petelur pada
tahun 2022. Pada tahun 2022, BBPMSOH
melakukan pengambilan sampel usap kloaka
di 120 kawanan/flok peternakan ayam petelur/
layer dari Provinsi Sumatera Selatan, Bali,
Lampung, Daerah Istimewa Yogyakarta,
Kalimantan Barat, Kalimantan Selatan, Nusa
Tenggara Barat dan Sulawesi Selatan. Tiap flok
diambil lima ekor ayam petelur untuk diambil
usap kloaka menggunakan cotton swab steril.
Cotton swab dari lima ekor ayam dimasukkan
dalam satu tabung yang berisi larutan Phosphat
Buffer Solution (PBS) steril. Tiap pool apus
kloaka sesegera mungkin ditanam ke media
eosin methylene blue agar (EMBA, Oxoid/
UK). Media yang telah diinokulasi kemudian
diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 35-37°C.
Selanjutnya, dari tiap pool yang telah ditanam
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pada EMBA diambil tiga koloni yang diduga E.
coli. Koloni dugaan E. coli pada media EMBA
berbentuk bulat dan terdapat warna emas
metalik. Tiap koloni kemudian dimurnikan
dengan cara diinokulasikan kembalipada media
EMBA dan diinkubasi. Isolat dugaan E. coli dari
pemurnian kemudian diuji sifat biokimianya
dengan menggunakan media IMVIC yaitu sulfte
indole motility (SIM, Oxoid-UK) Methy red-
Voges Proskauer (MR-VP, Oxoid-UK), dan
sitrat (Oxo0id-UK). Isolat dinyatakan sebagai
E. coli apabila hasil uji IMVIC memberikan
hasil sebagai berikut: Indole (+), MR (+), VP
(-) dan sitrat (-) (SNI 2008). Berdasarkan hasil
uji isolasi dan identifikasi dari 120 pool usap
kloaka didapatkan 360 isolat E. coli.

Semua isolat E. coli kemudian diuji
sensitivitasnya terhadap siprofloksasin,
norfloksasin, enrofloksasin, flumekuin dan
marbofloksasin. Uji sensitivitas terhadap lima
jenis kuinolon dilakukan dengan menggunakan
metode agar dilusi. Media yang digunakan
adalah agar Muller Hinton (MHA) (Difco/DB-
FRA) yang mengandung standar siprofloksasin
(Sigma-USA), enrofloksasin (SIGMA-USA),
marbofloksasin (SIGMA-USA), norfloksasin
(SIGMA-USA) dan flumekuin (SIGMA-USA)
dengan konsentrasi pengenceran kelipatan dua.
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcys
aureus ATCC 29213 dan Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853 digunakan sebagai
isolat kontrol dan MHA tanpa standar digunakan
sebagai kontrol media (CLSI 2016).

Isolat E. coli diinokulasikan pada media
heart infusion agar (HIA, DIFCO/DB-FRA) dan
dinkubasi pada suhu 35-37°C selama 18 jam.
Uji sensitivitas dilakukan dengan mengambil
1-5 koloni, kemudian dimasukkan ke dalam 2
mL NaCl fisiologis steril hingga kekeruhannya
setara dengan standar McFarland 0,5%. Larutan
isolat kemudian diambil 1 mL dan dimasukkan
dalam 9 mL NaCl fisiologis steril. Selanjutnya
sebanyak 500-1000 pL larutan tersebut
dimasukkan dalam microwell plate 96. Sampel
kemudian diinokulasikan ke media yang telah
mengandung antibiotik dengan menggunakan
multipoint inokulator. Media MHA yang telah
diinokulasi kemudian diinkubasi selama 18-24
jam pada suhu 37°C. Isolat dinyatakan tidak
sensitif atau resistan apabila memiliki nilai
konsentrasi hambat minimal (KHM) terhadap
siprofloksasin >1 pg/mL, enrofloksasin >2 pg/
mL, marbofloksasin >4 pg/mL, norfloksasin
>16 pg/mL dan flumekuin >16 pg/mL (CLSI
2016; CLSI 2021; Cocha et al., 2019).
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Tiap isolat juga dilakukan uji
patogenesitas dengan menggunakan media
Congo Red (Berkhoff dan Vinal, 1986). Isolat
E. coli diinokulasikan pada media Congo Red
dan diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 18-24
jam. Inkubasi kemudian dilanjutkan pada suhu
ruang selama 48 jam. Isolat E. coli patogen,
berwarna merah, sedangkan koloni isolat E.
coli non patogen berwarna putih. Berdasarkan
uji sensitivitas dan patogenesitas didapatkan 74
isolat E. coli yang dilanjutkan untuk uji deteksi
gen resistan kuinolon. Data isolat patogen serta
fenotipik resistansi isolat yang diuji tersaji
dalam Tabel 2.

Isolat E. coli patogen resistan
kuinolon kemudian dideteksi keberadaan gen
gnrd, gnrB, dan gnrS dengan menggunakan
polymerase chain reaction (PCR) (Stephenson
et al., 2010). Ekstraksi deoxyribose nucleic
acid (DNA) dilakukan dengan memasukkan
satu loop ose isolat E. coli ke dalam 100 pL
reagen (PrepMan™, Ultra Life, USA) kemudian
direbus dalam air mendidih (100°C) selama 10
menit. Selanjutnya disentrifus dengan kecepatan
14000 rpm selama 8 menit untuk memisahkan
supernatn yang berisi DNA dengan prepipitasi.
Koleksi supernatan dalam tabung steril.

Metode PCR yang digunakan adalah
PCR multiplex dengan kit KAPA2G Fast
Multiplex PCR Kit (Wilmington, USA). Reagen
amplifikasi terdiri atas 5,5 pL mastermix, 0,2 uL.
primer forward dan reverse (10 uM) dari tiap
gen gnrd, gnrB dan gnrS, 2,8 pL H,O, dan 5
uL template DNA. Amplifikasi diawali dengan
proses pre denaturasi pada suhu 95°C selama 3
menit, dilanjutkan 35 siklus dengan pengaturan
denaturasi 95°C selama 40 detik, annealing
57°C selama 40 detik dan ekstensi 72°C selama
1 menit dan ekstensi akhir dilakukan pada suhu
72°C selama 3,5 menit. Setiap kali pengujian
selalu disertakan kontrol positif E. coli yang
memiliki gen gnrA, gnrB dan gnrS. Produk PCR
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divisualisasi menggunakan gel agarose 1,5%,
pewarna SYBR safe (Thermo Fisher Scientific,
USA), marker 100 bp (Thermo Fisher Scientific,
USA) dan dokumentasi menggunakan Gel
Documentation ~ Systems (Thermo  Fisher
Scientific, USA). Sekuens basa primer gnrA,
gnrB dan gnrS tersaji dalam Tabel 1.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil uji PCR, dari 74 isolat
E. coli patogen resistan kuinolon yang diuji,
menunjukkan bahwa tiap isolat memiliki salah
satu atau dua dari gen yang dideteksi (Tabel 2,
Tabel 3, dan Gambar 1). Sebagaimana hasil yang
tersaji pada Tabel 2 dan Tabel 3, sebanyak 39
isolat E. coli patogen resistan kuinolon (52,70%)
memiliki gen gnrA. Tiga puluh dua di antaranya
hanya memiliki gen gnrA, lima isolat selain gen
gnr4 juga memiliki gen gnrB dan dua isolat yang
memiliki gen gnrA juga memiliki gen gnrS. Gen
resistan gnrB ditemukan pada 15 isolat E. coli
patogen resistan kuinolon (20,27%). Dari 15
isolat tersebut lima di antaranya hanya memiliki
gnrB, lima isolat selain memiliki gen gnrB
juga memiliki gen resistan gnr4 dan lima isolat
selain memiliki gen resistan gnrB juga memiliki
gen gnrS. Jumlah isolat yang memiliki gen gnrS
pada pengkajian ini adalah 32 isolat (43,24%).
Dari 32 isolat tersebut, 25 isolat ditemukan
hanya gen gnrS, 2 isolat selain memiliki gen
gnrS juga memiliki juga gen gnrAd, dan lima
isolat selain memiliki gen gnrS juga memiliki
gen gnrB.

Persentase keberadaan gen gnrA pada
penelitian ini adalah 52,70% sehingga lebih
tinggi dibandingkan penelitian yang dilaporkan
Palupi ef al. (2020) dan Mahmud et al. (2018),
akan tetapi lebih rendah bila dibandingkan
dengan laporan Kurnia (2018). Penelitian Palupi
et al. (2020) menggunakan E. coli resistan
kolistin dan siprofloksasin asal ayam pedaging/

Tabel 1. Gen target dan sekuen primer gen gnrA, gnrB, dan gnrS (Stephenson et al., 2010)

Gen target Sekuen basa primer Amplikon (suhu annealing)
(F) 5'- ATTTCTCACGCCAGGATTTG -3’ 516 bp
gnrd (R) 5'- ATTTCTCACGCCAGGATTTG -3’ (57 °C)
(F) 5'- GATCGTGAAAGCCAGAAAGG -3’ 469 bp
anrb (R) 5'- ACGATGCCTGGTAGTTGTCC -3’ (57°C)
. (F) 5'- ACGACATTCGTCAACTGCAA -3’ 417 bp
qnr.

(R) 5'- TAAATTGGCACCCTGTAGGC -3’

(57 °C)
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broiler. Laporan tersebut menunjukkan 45%
isolat E. coli resistan kolistin-siprofloksasin
memiliki gen gnrA. Adapun penelitian praduga
prevalensi gen yang dilakukan oleh Mahmud et
al. (2018) di Bangladesh menggunakan 18 isolat
E. coli resistan fluorokuinolon asal broiler,
tidak ada satu pun yang memiliki gen gnrA,
sedangkan, laporan penelitian Kurnia (2018),
menunjukkan 61,6% dari 25 isolat E. coli
patogen memiliki gen gnrA. Deteksi gen gnrA
pada penelitian Kurnia (2018) dilakukan E. coli
patogen yang diambil dari broiler di Sukabumi,
baik itu yang resistan terhadap kuinolon atau
pun tidak. Data penelitian Palupi et al. (2020),
Kurnia (2018), dan penelitian ini menunjukkan
bahwa gen resistan gnrdA adalah yang paling
sering ditemukan dibandingkan gnrB atau pun
gnrS di Indonesia.

Pada penelitian ini, gen resistan gnrB
adalah yang paling sedikit ditemukan jika
dibandingkan dengan gen gnrA ataupun gnrsS.
Pada penelitian Kurnia (2018) dan Palupi et al.
(2020), gen gnrB juga paling sedikit ditemukan
dibandingkan gen gnr4 dan gnrS. Hasil penelitian
ini mengungkap adanya 20,27% E. coli patogen
resistan kuinolon dan hal ini tidak berbeda
dengan persentase gen gnrB yang dilaporkan
Palupi et al. (2020), yaitu 20%. Meskipun
demikian, persentase gen gnr-B uang ditemukan
pada penelitian ini (20,27%) lebih tinggi dari
laporan Kurnia (2018) ataupun Armas-Freire et
al. (2015). Gen gnrB pada laporan penelitian
Kurnia (2018) ditemukan 7,7% dari isolat yang
diuji, sedangkan pada Armas-Freire et al. (2015)
gen gnrB ditemukan pada 6% dari 81 isolat E.
coli resistan fluorokuinolon asal ayam yang
diuji.

Presentase adanya gen ¢gnrS pada
penelitian ini adalah 43,24% dan Persentase
tersebut lebih rendah jika dibandingkan dengan
laporan hasil penelitian Mahmud et al. (2018),
yang melaporkan sebanyak 72,22% isolat F.
coli resistan fluorokuinolon memiliki gen gnrS.
Persentase keberadaan gen gnrS pada pengkajian
ini lebih tinggi dari laporan hasil penelitian
Kurnia (2018) dan Palupi ef al. (2020), karena
dalam laporan kedua peneliti tersebut, gen
gnrS ditemukan pada 25% isolat E. coli yang
diuji. Beberapa perbedaan hasil persentase
gen gnrd, gnrB dan gnrS dapat disebabkan
perbedaan isolat E. coli yang diambil, antara
lain karena wilayah pengambilan dan tipe
isolatnya. Perbedaan isolat, asal hewan dan
lokasi pengambilan sampel dapat menyebabkan
perbedaan persentase dari tiap gen yang diuji.
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Gen resistan kuinolon gnr merupakan
kelompok plasmid-mediated quinolones
resistance (PMRQ). Mekanisme PMRQ
pertama kali dilaporkan tahun 1998 pada
bakteri Klebsiella pneumonia multiresistan
yang mampu mentransfer sifat resistan terhadap
asam nalidiksik, siprofloksasin dan kuinolon
lainnya ke bakteri resipien (Martinez-Martinez
et al.,, 1998). Sejak tahun 1998 telah diketahui
ada tiga mekanisme kerja PMRQ. Mekanisme
pertama adalah adanya keterlibatan gen gnr yang
merupakan keluarga pentapeptide repeat protein
yang bekerja melindungi enzim DNA girase dan
topoimerasi bakteri dari kuinolon. Mekanisme
kedua ditemukan pada tahun 2006, yaitu adanya
keterlibatan aminoglycoside acetyltransferase
(AAC(6")-1b-cr) yang melakukan asetilasi pada
beberapa kuinolon, termasuk siprofloksasin dan
norfloksasin, sehingga mengurangi kemampuan
aktivitas antibakteri dari kuinolon (Robicsek
et al, 2006). Mekanisme ketiga ditemukan
pada tahun 2007, yaitu dengan memacu pompa
efluks QepA yang dimediasi oleh gen gepA
dan pompa effluks oqxAB yang dimediasi oleh
gen ogxAB. QepA merupakan pompa effluks
plasmid-mediated yang menjadi fasilitator
utama menurunkan kepekaan terhadap kuinolon
hidrofilik,  khususnya  siprofloksasin  dan
norfloksasin (Yamane et al, 2007). OqxAB
merupakan pompa efluks multidrug transmissible
resistance-nodulation-division ~ (RND)  yang
mempunyai spesifisitas yang luas termasuk
terhadap olaquindox, kloramfenikol, flumekuin,
siprofloksasin, dan asam nalidiksik (Kim et al.,
2009). Gen ogxAB dapat ditemukan di berbagai
plasmid pada bakteri E. coli isolat klinis. Selain
pompa effluks QepA dan oqxAB, juga terdapat
plasmid pRSB101 yang merupakan pompa efluks
multidrug transmissible RND yang memengaruhi
resistansi terhadap kuinolon. Sekuens plasmid
pRSBI101 berbeda dengan QepA dan oqxAB
(Szczepanowski et al., 2004; Jacoby et al., 2015).

Pada tahun 2017, diketahui tujuh protein
gen gnr yang telah teridentifikasi, yaitu gnr4,
gqnrB, qnrS, qnrC, qnrD, gnrVC, dan gnrE,
dengan berbagai variasi genetik (Abornoz et
al. 2017). Gen gnr dapat ditemukan dalam
berbagai plasmid sehingga dapat dengan
mudah menyebarkan resistansi. Pada beberapa
bakteri akuatik, gen gnr merupakan perolehan
dari kromosom. Gen ini dapat ditemukan pada
kromosom bakteri Gram positif maupun negatif.
Meskipun demikian penyebaran utama gen
ini adalah melalui plasmid (Poirel et al., 2012;
Jacoby dan Hooper, 2013; Jacoby et al., 2015).
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Tabel 2. Hasil uji deteksi gen resistan kuinolon gnrA, gnrB, dan gnrS pada 74 isolat Escherichia
coli patogen resistan kuinolon

Deteksi Gen gnr . . .
No. Kode Isolat Fenotip Resistan Kuinolon
qnr-a qnr-b  qnr-s
1 EC7-SS 3a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
2 EC8-SS 3b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
3 EC9-SS 3¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
4 EC10-SS 4a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
5 EC12-SS 4¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
6 EC16-SS 6a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
7 EC19-SS 7a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
8 EC22-SS 8a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
9 EC23-SS 8b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
10 EC29-SS 10b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
11 EC30-SS 10c-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
12 EC36-SS 12¢-2022 + CIP, ENR, FLU, MAR
13 EC38-SS 13b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
14 EC39-SS 13¢-2022 + CIP, ENR, FLU, MAR
15 EC46-SS 16a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
16 EC47-SS 16b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
17 EC48-SS 16¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
18 EC52-SS 18a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
19 EC53-SS 18b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
20 EC54-SS 18c-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
21 EC56-SS 19b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
22 EC62-SS 21b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
23 EC63-SS 21¢-2022 + CIP, FLU
24 EC64-SS 22a-2022 + CIP, ENR, MAR
25 EC65-SS 22b-2022 + CIP, ENR, MAR
26 EC66-SS 22¢-2022 + CIP, ENR, MAR
27 EC67-Bali 1¢-2022 CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
28 EC70-Bali 2a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
29 EC73-Bali 3a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
30 EC74-Bali 3b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
31 EC75-Bali 3¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
32 EC77-Bali 4b-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
33 EC78-Bali 4¢-2022 CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
34 EC79-Bali 5a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
35 EC80-Bali 5b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
36 EC81-Bali 5¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
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No. Kode Isolat Deteksi Gen gnr Fenotip Resistan Kuinolon
qnr-a qnr-b  gqnr-s

37 ECS82-Bali 6a-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
38 EC83-Bali 6b-2022 + CIP,, FLU

39 EC84-Bali 6¢-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
40 EC85-Bali 8a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
41 EC86-Bali 8b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
42 EC87-Bali 8c-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
43 EC88-Bali9a-2022 + CIP, ENR

44 EC89-Bali 9b-2022 + CIP, ENR

45 EC90-Bali 9¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
46 EC91-Bali 10a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
47 EC95-Bali 11b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
48 EC100-Bali 12a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
49 EC104-Bali 13b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
50 EC143-DIY 4b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
51 EC205-LPG 2a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
52 EC206-LPG 2b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
53 EC211-LPG 4a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
54 EC-213-LPG 4c¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
55 EC219-LPG 6¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
56 EC-220-LPG 7¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
57 EC233-LPG 11b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
58 EC234-LPG 11¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
59 EC-267-KS 1¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
60 EC274-KS 4a-2022 + + CIP, ENR, FLU, MAR

61 EC285-KS 7¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
62 EC290-KS 9b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
63 EC300-KS 12¢-2022 + CIP, ENR, FLU, MAR

64 EC313-NC 5a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
65 EC314-NC 5b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
66 EC315-NC 5¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
67 EC325-NC 9a-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
68 EC326-NC 9b-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
69 EC327-NC 9¢-2022 + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
70 EC337-NTB 3a-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
71 EC342-NTB 4c¢-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
72 EC346-NTB 6a-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR
73 EC347-NTB 6b-2022 + + CIP, NOR, ENR, FLU, MAR

Jumlah isolat 39 15 32

Keterangan: CIP= siprofloksasin, NOR = norfloksasin, ENR = enrofloksasin, FLU = flumekuin,

MAR = marbofloksasin, (+) = Positif, (-) = negatif
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Tabel 3. Rekapitulasi hasil uji deteksi gen resistan kuinolon gnrA, gnrB, dan gnrS pada 74 isolat
Escherichia coli patogen resistan arsip BBPMSOH Tahun 2022

Gen yang terdeteksi Jumlah Isolat
gnrA saja 32

gnrB saja 5

gnrS saja 25

gnrA dan gnrB 5

gnrA4 dan gnrS 2

gnrB dan gnrS 5

Total 74 isolat

Pada Tabel 2 dan Tabel 3 menunjukkan
bahwa semua isolat E. coli patogen resistan
kuinolon yang diuji memiliki salah satu atau
dua dari gen resistan gnrA, gnrB, dan gnrS.
Hal ini menunjukkan adanya risiko yang tinggi
terhadap penyebaran gen resistan kuinolon
gnrd, gnrB dan gnrS antar isolat di peternakan
ayam petelur. Risiko penyebaran gen resistan
dalam plasmid sangat tinggi, mengingat gen
dalam plasmid dapat dengan mudah disebarkan
antar bakteri melalui proses konjugasi. Pada
penilaian risiko resistansi. Dalam Europe
Medicine Agency (EMA, 2018) disampaikan
bahwa penyebaran gen resistan secara horizontal
dalam hal ini melalui plasmid, lebih tinggi
risikonya dibandingkan dengan penyebaran gen
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469 bp
417 bp

469 bp

417 bp

417bp 417 bp

417 bp

resistansi secara vertikal. Ditemukannya gen
gnr pada semua isolat E. coli patogen resistan
kuinolon juga merupakan peringatan akan
adanya ancaman keefektifan kuinolon dalam
pengobatan infeksi bakteri pada hewan ataupun
manusia. Hal ini disebabkan gen gnr mampu
menyebabkan resistansi terhadap siprofloksasin
dan levofloksasin sebagaimana single step
mutasi kuinolon yang dipacu oleh gen gyrd
(Jacoby et al, 2015).

Informasi mengenai gen-gen yang
terlibat dalam mekanisme PMQR sangat penting
karena gen-gen PMQR dapat memacu tingkat
resistansi kuinolon lebih tinggi. Gen PMQR,
seperti misalnya gnr, dapat memacu semakin

tingginya  mutant prevention concentration
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Gambar 1. Hasil uji deteksi gen gnrA, gnrB, dan gnrS isolat E. coli resistan

kuinolon.

Catatan: NTC = kontrol negatif; NLC6 = kode isolat E. coli EC84-Bali 6¢-2022 (hasil

deteksi positif gnrB dan gnrS), BLOA = E. coli kode EC82-Bali 6a-2022 (hasil deteksi positif gnrB
dan gnrS); SS8B = E. coli kode EC23-SS8b-2022 (hasil uji positif gnrS); LPG4A = E. coli kode
ECI11-LPG 4a-2022 (hasil uji positif gnrS); LPG4C = E. coli kode EC13-LPG 4c-2022 (hasil uji
positif gnrS). Kontrol positif gen gnrA (516 bp), gnrB (469 bp), dan gnrS (417 bp)
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(MPC) yang berakibat pada semakin lebarnya
mutant selection windows/MSW (Jacoby 2005;
Rodriguez -Martinez et al, 2007). Mutant
prevention  concentration (MPC) adalah
konsentrasi obat, dalam hal ini antibiotik, yang
diperlukan untuk mencegah pertumbuhan mutasi
single step pada populasi bakteri yang peka
pada konsentrasi yang tinggi atau 10'°cfu atau
lebih (Marcusson et al., 2005; Mouton et al.,
2005; Gianvecchio et al., 2019). Adapun MSW
adalah konsentrasi obat yang berada di antara
nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dan
MPC. Konsentrasi hambat minimum (KHM)
merupakan batas bawah MSW, yaitu konsentrasi
obat yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dengan konsentrai 10*° cfu. Adapun yang
menjadi batas atas rentang MSW adalah MPC.
Dalam rentang MSW, pertumbuhan bakteri yang
peka dapat dihambat, akan tetapi pertumbuhan
bakteri mutan tidak bisa dihambat (Gebru et al.,
2011). Dengan semakin lebarnya rentang MSW,
maka semakin tinggi kemungkinan terjadinya
single step mutant saat bakteri terpapar dengan
obat, sehingga, berakibat pada kegagalan
pengobatan infeksi bakteri karena semakin
banyak bakteri yang mengalami mutan. Hal ini
juga didukung dengan ditemukannya gen gnrS
pada bakteri E. coli patogen yang pada saat
diuji sensitivitas dengan metode agar dilution
terhadap siprofloksasin menunjukkan fenotip
masih peka dengan KHM < 0,25 ug/mL, akan
tetapi saat diuji MPC, isolat-isolat tersebut
menunjukkan nilai MPC > 64 ug/mL. Hal ini
menunjukkan rentang MSW siprofloksasin pada
E. coli sangat lebar (BBPMSOH 2021).
Peningkatan konsumsi siprofloksasin
memacu timbulnya resistansi patogen karena
flurokuinolon memiliki seleksi resistansi lebih
luas dibanding aminoglikosid, karbapenem
atau B-laktam. Strain-strain yang resistan
fluorokuinolon juga dapat lebih mudah
menyebar dibandingkan dengan strain resistan
antimikrob yang lain (Castro et al., 2013).
Selain itu adanya dua atau lebih gen resistan
pada plasmid dapat semakin meningkatkan
tingkat resistansi kuinolon (Jeong et al., 2008).
Dengan ditemukannya gen gnr pada semua E.
coli patogen resistan kuinolon yang diuji pada
penelitian ini, menunjukkan adanya bahaya
resistansi kuinolon yang nyata terutama pada
kemungkinan penyebaran materi genetik
resistansi antar bakteri dan adanya risiko
kegagalan pengobatan dengan menggunakan
kuinolon pada peternakan ayam petelur.
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SIMPULAN

Hasil pengkajian gen resistan kuinolon
pada plasmid yang dilakukan pada 74 isolat
E. coli patogen resistan kuinolon menunjukan
bahwa semua isolat yang diuji menunjukkan
adanya salah satu atau dua dari gen gnrd, gnrB
dan gnrS. Terdeteksinya gen resistan pada
plasmid menunjukkan adanya potensi yang
tinggi dalam penyebaran sifat resistansi kuinolon
dan dapat mengakibatkan kegagalan pengobatan
infeksi bakteri dengan antibiotik kuinolon.

SARAN

Sangat  disarankan  untuk  tidak
menggunakan antibiotik golongan kuinolon
yang digunakan pada manusia, misalnya
siprofloksasin, sebagai pilihan pertama dalam
pengobatan infeksi bakteri pada hewan produksi.
Selain itu disarankan untuk dilakukan pemilihan
antibiotik secara bergantian yang tentunya
disesuaikan dengan diagnosis infeksi bakteri
yang tepat serta peningkatan praktek biosekuriti
yang baik pada peternakan. Oleh sebab itu,
sangat diperlukan penatagunaan antibiotik
yang bijak serta meningkatkan biosekuriti di
peternakan ayam petelur untuk mengurangi
kemungkinan adanya infeksi bakteri.
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