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ABSTRAK

Risiko kegagalan kolistin sebagai last drug choice untuk pengobatan infeksi gram negatif patogen 
multiresistansi semakin besar ketika ditemukan adanya gen mobilized colistin resistance (mcr)-1. Gen 
ini dengan mudah berpindah antarspesies bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui transfer gen 
mcr-1 dari Escherichia coli resistan kolistin ke bakteri zoonosis Salmonella enteritica serotype Enteritidis 
ATCC 13076 yang peka terhadap kolistin. Transfer gen mcr-1 dilakukan dengan konjugasi. Sebanyak 68 
isolat E. coli resistan kolistin digunakan sebagai donor. Uji kepekaan kolistin sulfat dilakukan dengan 
menggunakan metode agar dilution. Uji identifi kasi gen mcr-1 dan S. Enteritidis setelah konjugasi 
dilakukan dengan polymerase chain reaction (PCR). Transfer gen mcr-1 melalui konjugasi berhasil 
dilakukan dari donor isolat E. coli DI15 ke S. Enteritidis. Hasil uji kepekaan atau resistansi dan PCR 
menunjukkan resipien S. Enteritidis yang menjadi resistan kolistin memiliki gen mcr-1 dan juga menjadi 
resistan terhadap doksisiklin sebagaimana sifat multiresistansi dari donor, E. coli DI15, yang juga 
resistan terhadap doksisiklin. Berdasarkan hasil tersebut maka perlu dilakukan evaluasi mendalam untuk 
mengurangi penggunaan kolistin sulfat pada hewan produksi guna mengurangi risiko resistansi terhadap 
kolistin pada hewan maupun manusia.

Kata kunci: mcr-1, kolistin, E. coli, resistansi, Salmonella Enteritidis

PENDAHULUAN

Peningkatan jumlah kasus multiresistansi baik pada manusia maupun 

hewan menyebabkan kerugian yang tinggi. Penyebaran bakteri zoonosis yang 

multiresistan dari hewan produksi, produknya maupun lingkungannya ke 

manusia harus terus diwaspadai. Risiko ancaman kegagalan kolistin sebagai 

last drug choice untuk pengobatan infeksi gram negatif patogen multiresistan 

semakin besar ketika ditemukan adanya gen mcr-1 pada bakteri tersebut.

Sejalan dengan berkembangnya penelitian mengenai gen mcr-1 diketahui 
bahwa penyebaran gen mcr-1 tidak hanya melalui konjugasi plasmid. Penyebaran 
gen mcr-1 juga bisa melalui komposit transposon, transformasi, dan kromosom. 
Adanya komposit transposon Tn6330 yang sangat aktif memindahkan gen mcr-1 
ke berbagai lokasi yang tidak spesifi k menyebabkan gen ini dapat ditemukan di 
plasmid lain ataupun dalam kromosom (Hadjaj et al. 2017). 

Adanya gen mcr-1 pada E. coli resistan kolistin di sepanjang rantai suplai 
broiler mengancam efi kasi penggunaan kolistin sufat (Palupi et al. 2019). 
Oleh sebab itu, diperlukan penelitian mengenai transfer mcr-1 antarspesies 
bakteri. Transfer gen resistan melalui konjugasi akan dilakukan dengan bakteri 
Salmonella enteritica serotipe Enteritidis (S. Enteritidis) yang merupakan salah 
satu bakteri zoonosis patogen asal pangan. Menurut Riemann dan Cliver (2006), 
prevalensi resistansi antimikrob pada S. Enteritidis masih rendah dan kemampuan 
resistansi perolehan melalui mobile genetic element masih kurang. Kasus 



Prosiding Penyidikan Penyakit Hewan Rapat Teknis dan Pertemuan Ilmiah (RATEKPIL)

dan Surveilans Kesehatan Hewan Tahun 2019
435

Analisis Risiko

resistansi kolistin pada Salmonella telah dilaporkan dalam beberapa penelitian 
termasuk juga adanya gen mcr-1 pada beberapa serovar Salmonella. Akan tetapi 
gen mcr-1 pada S. Enteritidis masih sangat jarang ditemukan. Sebagaimana 
dilaporkan oleh Chiou et al. (2017), dari 431 isolat S. Enteritidis resistan kolistin 
yang diuji dalam penelitiannya tidak ada satu pun yang mengandung gen mcr-
1. Oleh sebab itu, penelitian transfer gen mcr-1 dengan resipien S. Enteritidis 
memberikan informasi yang sangat penting.  Hal ini tentunya berbahaya bagi 
hewan ataupun manusia karena dapat menyebabkan kegagalan pengobatan 
kolistin sulfat dalam menangani S. Enteritidis resistan kolistin. 

MATERI DAN METODE

 Metode uji transfer gen resistan melalui konjugasi plasmid dikembangkan 
dari Sumadi et al. (1999). Escherichia coli donor adalah 68 isolat E. coli resistan 
kolistin sulfat dari penelitian sebelumnya (Palupi et al. 2018; Palupi et al. 2019). 
Bakteri resipien adalah S. Enteritidis ATCC 13076 peka terhadap kolistin sulfat. 
Tiap donor dan resipien dibiakkan dalam HIB (HIB, DB/Difco-FRA) selama 
6 jam pada suhu 37 ºC. Satu mL biakan donor dan 0.1 mL biakan resipien 
dicampur dan diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37 ºC. Campuran biakan 
kemudian ditanam pada agar deoxycholate-hydrogen sulfi des-lactoes (DHL, 
Difco/DB-FRA) yang mengandung standar kolistin sulfat (Sigma-USA) 2 µg/
mL. Media DHL yang telah diinokulasi diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 
37 ºC. Koloni S. Enteritidis ATCC 13076 yang mampu tumbuh kemudian diuji 
identitasnya dengan menggunakan media rapid Salmonella (RSA, Bio Rad-
FRA), xylose lysine deoxycholate (XLD, Difco/DB-FRA), dan uji ImVic. 

Uji konfi rmasi lanjutan identitas dilakukan dengan uji polymerase chain 

reaction (PCR) sebagaimana Alvarez et al. (2004) dengan menggunakan primer 

S. Enteritidis ENTF (5’-TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3’) dan primer 

ENTR (5’-TGAACTACGTTCGTTCTTCTGG-3’). Amplikon PCR diuji dengan 

menggunakan elektroforesis dan visualisasi UV dengan menggunakan agarose 

1.5% dan panjang amplikon adalah 304 bp. Sebagai kontrol positif adalah S. 

Enteritidis ATCC 13076 awal yang ditanam dalam media penyimpanan (Palupi 

et al. 2018).

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 yang mampu tumbuh pada DHL yang 

mengandung kolistin sulfat 2 µg/mL kemudian diuji kepekaannya terhadap 

kolistin sulfat dengan menggunakan metode agar dilution. Isolat dinyatakan 

resistan terhadap kolistin sulfat jika nilai Konsentrasi Hambat Minimum 

(KHM) > 2 µg/mL (BSAC 2015; Turlec-Rogacka et al. 2018). Isolat E. coli 

ATCC 25922 dan S. Enteritidis ATCC 13076 awal digunakan sebagai kontrol 

positif. Uji kepekaan terhadap antibiotik lainnya (amoksisilin, doksisiklin, 

enrofl oksasin, dan siprofl oksasin) terhadap S. Enteritidis resipien resistan kolistin 

juga dilakukan apabila E. coli donor memiliki sifat multiresistan. Metode uji 

kepekaan multiresistan dilakukan dengan menggunakan metode agar dilution 

dengan menggunakan pembanding S. Enteritidis ATCC 13076. Isolat dinyatakan 
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resistan terhadap amoksisilin apabila nilai KHM > 32 µg/mL (Abu-Basha et 

al. 2012), doksisiklin > 16 µg/mL (CLSI 2016), siprofl oksasin > 0.5 µg/mL 

(EUCAST 2017), dan enrofl oksasin > 2 µg/mL (Abu-Basha et al. 2012).

Uji identifi kasi gen mcr-1 pada S. Enteritidis ATCC 13076 resistan kolistin 

dilakukan dengan uji PCR sebagaimana uji deteksi PCR gen mcr-1 pada E. coli 

tetapi dengan konsentrasi DNA template 100x (Palupi et al. 2018). Metode deteksi 

gen mcr-1 dikembangkan berdasarkan metode Liu et al. (2015) dan Cavaco et 

al. (2016). Ekstraksi DNA dilakukan dengan memasukkan 1 loop ose isolat S. 

Enteritidis ATCC 13076 ke dalam 100 µL reagen persiapan sampel PrepManTM 

Ultra kemudian direbus dalam air mendidih (100 °C) selama 10 menit. Komposisi 

master mix untuk 25 µL reaksi terdiri atas 12.5 µL Hotstart master mix, 1 µL (5 

µM) primer mcr-1 CLR-F (5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’), 1 µL (5 µM) 

primer mcr-1 CLR-R (5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’), DNA template 5 

µL (100x), dan H
2
O sampai dengan 25 µL. Kondisi thermocycler PCR adalah 

sebagai berikut: 94 °C 15 menit + 25x (94 °C 30 detik + 57.5 °C 90 detik + 

72 °C 60 detik) + 72 °C 10 menit. Amplikon PCR diuji dengan menggunakan 

elektroforesis dan visualisasi UV menggunakan agarose 1.5%. Donor E. coli 

digunakan sebagai kontrol positif dan S. Enteritidis ATCC 13076 dinyatakan 

memiliki gen mcr-1 apabila muncul pita pada amplikon 309 bp.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji transfer gen resistan kolistin dilakukan dengan menggunakan donor 68 

isolat E. coli resistan kolistin. Sebanyak 59 dari isolat donor memiliki gen mcr-

1 (Palupi et al. 2018; Palupi et al. 2019). Bakteri resipien adalah S. Enteritidis 

ATCC 13076 yang peka terhadap kolistin dengan nilai KHM 0.5 µg/mL. 

Berdasarkan hasil uji, hanya pencampuran biakan isolat E. coli kolistin resistan 

kode DI15 dengan S. Enteritidis ATCC 13076 yang menghasilkan koloni S. 

Enteritidis ATCC 13076 yang bisa tumbuh di media DHL dengan konsentrasi 

kolistin sulfat 2 µg/mL (Palupi et al. 2018). Isolat S. Enteritidis ATCC 13076 

yang menjadi resistan kolistin tersebut dikonfi rmasi dengan menanamkan dua 

koloni S. Enteritidis ATCC 13076 yang diduga telah resistan ke media XLD 

dan uji cepat menggunakan media RSA. Isolat yang tumbuh pada media XLD 

menunjukkan kesesuaian dengan ciri-ciri Salmonella, yaitu koloni berwarna 

dengan titik tengah berwarna hitam. Uji dengan media RSA menunjukkan 

kesesuaian dengan Salmonella, yaitu koloni berbentuk bulat dan berwarna ungu 

sebagaimana Gambar 1. Dua koloni S. Enteritidis tersebut kemudian diberi kode 

isolat SE DI15-12 dan SE DI15-13.
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Gambar 1   Uji konjugasi gen mcr-1 dari donor Escherichia coli resistan kolis-
tin ke resipien Salmonella Enteritidis ATCC 13076. 

 Keterangan: (A) Hasil pertumbuhan resipien S. Enteritidis 
ATCC 13076 (1) dan donor E. coli DI15 (2) dalam media DHL 
yang mengandung kolistin sulfat 2 µg/mL. (B) Uji identitas S. 

Enteritidis ATCC 13076 yang diduga telah resistan kolistin (1) dan 
dibandingkan dengan donor E. coli DI15 (2) di media XLD. (C) 
Hasil uji identitas S. Enteritidis ATCC 13076 (1) yang diduga telah 
resistan kolistin dengan menggunakan media RSA dibandingkan 
dengan S. Enteritidis ATCC 13076 awal (3)

Pada saat dilakukan uji indol terdapat perubahan sifat SE DI15-12 dan SE 
DI15-13. Apabila sebelumnya hasil uji indol memberikan hasil negatif, maka 
setelah konjugasi memberikan hasil uji indol positif. Adapun untuk uji MR-VP 
dan sitrat tetap seperti sifat semula. Oleh sebab itu, guna lebih memastikan bahwa 
kedua isolat tersebut adalah benar S. Enteritidis ATCC 13076 maka dikonfi rmasi 

dengan menggunakan PCR. Berdasarkan hasil PCR isolat S. Enteritidis kode 

SE DI15-12 dan SE DI15-13 adalah betul S. Enteritidis ATCC 13076 dengan 

menunjukkan pita amplikon yang sama, yaitu 304 bp seperti kontrol positif S. 

Enteridis ATCC 13076 yang masih peka terhadap kolistin (Palupi et al. 2018). 

�
Gambar 2  Hasil uji deteksi gen mcr-1 isolat SE DI15-12 (A), SE DI15-13 (B), 

S. Enteritidis ATCC 13076 (K). Kontrol negatif E. coli ATCC 25922 
(M) dan kontrol positif E. coli DI15 (N).

Kedua isolat tersebut diuji resistansinya terhadap kolistin sulfat dengan 
metode agar dilution dan didapatkan nilai KHM dari kedua isolat tersebut adalah 
4 µg/mL. Kedua isolat tersebut kemudian diuji deteksi gen mcr-1 dan keduanya 
positif memiliki gen mcr-1 (Gambar 2).  Keberhasilan bakteri resipien menjadi 
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resistan menunjukkan adanya perpindahan gen mcr-1 dari E. coli donor (DI15) 
melalui plasmid atau konjugasi. Selain perpindahan gen mcr-1 yang membuat 
SE DI15-12 dan SE DI15-13 resistan terhadap kolistin, pada saat bersamaan 
sifat resistan terhadap doksisiklin dari E. coli DI15 juga berpindah pada saat 
dilakukan konjugasi. Escherichia coli DI15 memiliki sifat multiresistan terhadap 
amoksisilin, doksisiklin, enrofl oksasin, dan siprofl oksasin. Hasil uji kepekaan 
isolat SE DI15-12 dan SE DI15-13 menunjukkan resistan terhadap doksisiklin 
dengan nilai KHM 16 µg/mL (Gambar 3).

�

Gambar 3 Hasil uji kepekaan doksisiklin isolat S E DI15-12 (12), SE DI15-13 
(13), dan Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (+) triplo. 

 Keterangan pada media MHA tanpa doksisiklin ketiga isolat tersebut 
tumbuh (A). Pada media MHA dengan konsentrasi 4 µg/mL (B) 
dan 8 µg/mL (C) isolat SE DI15-12 dan SE DI15-13 tumbuh akan 
tetapi S. Enteritidis ATCC 13076 tidak tumbuh. Pada media dengan 
konsentrasi 16 µg/mL (D) ketiga isolat tidak tumbuh. 

Hasil penelitian ini semakin menguatkan bahwa perpindahan gen mcr-1 
dapat terjadi antarspesies bakteri. Beberapa penelitian transfer gen mcr-1 dari 
E. coli resistan kolistin ke bakteri lain menunjukkan bahwa gen ini sangat bisa 
berpindah antarspesies bakteri antara lain ke E. coli J53, Klebsiella pneumonia, 
dan Pseudomonas aeruginosa (Liu et al. 2015; Nguyen et al. 2016; Shen et 
al. 2016). Gen mcr-1 terdapat dalam berbagai tipe plasmid dan sebagian besar 
terdapat dalam plasmid IncI2, IncHI2, serta IncX4. Beberapa tipe plasmid ini 
dikenal memiliki korelasi yang kuat dengan berbagai gen resistan terhadap 
antimikrob. Pada penelitian transformasi gen mcr-1 yang dilakukan oleh Yi et 
al. (2017) juga ditemukan bahwa gen resistan fl oR (resistan fl orfenicol) dan gen 
oqxb (resistan olakuindok dan siprofl oksasin) juga ikut berpindah bersama gen 
mcr-1 ke bakteri resipien.

Perpindahan gen resistan mcr-1 dari E. coli ke S. Enteritidis merupakan 
peringatan penting bagi kesehatan manusia. Salmonella Enteritidis merupakan 
bakteri asal hewan yang penting bagi kesehatan manusia dan merupakan 
bakteri zoonosis yang berasal dari produk hewan. Salmonella Enteritidis 
termasuk serotipe yang paling umum diisolasi dari manusia yang sakit selain 
S. typhymurium (Howard et al. 2012; CFSPH 2013). Manusia umumnya 
terkontaminasi Salmonella karena mengkonsumsi makanan asal hewan yang telah 
terkontaminasi bakteri ini. Telur merupakan sumber utama infeksi Salmonella di 
beberapa negara, akan tetapi daging ayam, daging babi, daging sapi, daging ikan, 
bahkan daging reptil bisa juga terkontaminasi Salmonella. Infeksi Salmonella 
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pada manusia melalui kontak langsung dengan hewan, antara lain melalui reptil, 
amfi bi, dan unggas (ayam dan bebek) (CFSPH 2013).  Kejadian wabah infeksi 
akibat S. Enteritidis pada manusia pernah terjadi di Eropa dan Amerika Serikat 
berkenaan dengan produksi telur yang intensif (Riemann dan Cliver 2006). 

Kasus kematian pada manusia akibat infeksi Salmonella jarang terjadi, 
akan tetapi meningkatnya resistansi Salmonella terhadap beberapa antimikrob 
menjadi masalah bagi penanganan penyakit ini. Sebagai contoh pada tahun 
1998 di Tajikistan wabah S. typhi multiresistan yang mencemari sumber air 
minum bagi penduduk menyebabkan 10000 kasus infeksi dan 100 di antaranya 
meninggal (Riemann dan Cliver 2006; CFSPH 2013). Sejalan dengan berbagai 
penelitian mengenai pola resistansi antimikrob pada S. Enteritidis yang diisolasi 
dari manusia dan hewan ditemukan adanya gen-gen resistan antimikrob yang 
terletak di mobile genetic element (Firoozeh et al. 2011; Salem et al. 2017).  

Transfer gen mcr-1 dengan metode konjugasi yang digunakan pada 
penelitian ini menunjukkan bahwa tidak semua bakteri donor berhasil 
memindahkan gen mcr-1 ke resipien. Metode konjugasi juga gagal dilakukan 
oleh beberapa penelitian lain (Hadjadj et al. 2017; Lima Barbieri et al. 2017; 
Yi et al. 2017). Kegagalan ini bisa disebabkan karena beberapa hal antara lain 
kemungkinan lokasi gen mcr-1 berada pada kromosom atau non mobile plasmid, 
jumlah bakteri resipien terlalu sedikit sehingga kalah saat berkompetisi dengan 
donor, dan frekuensi transfer plasmid yang rendah karena frekuensi transfer 
plasmid sangat bergantung pada tipe bakteri donor dan resipien (Hadjadj et al. 
2017; Lima Barbieri et al. 2017; Dénervaud Tendon et al. 2017). Penyebaran 
gen mcr-1 tidak hanya disebarkan melalui konjugasi plasmid, akan tetapi gen 
mcr-1 juga terdapat dalam kromosom, dan dapat disebarkan melalui transposon 
(Hadjaj et al. 2017; Lima Barbieri et al. 2017; Sun et al. 2018; Tada et al. 2017). 

Gen mcr-1 yang terdapat dalam kromosom akan terus dipertahankan dan 
diturunkan saat perkembangbiakan bakteri meskipun tidak dapat ditransfer 
melalui proses konjugasi. Pada beberapa penelitian yang gagal melakukan 
transfer gen mcr-1 dengan menggunakan metode konjugasi setelah diulang 
menggunakan metode transformasi ternyata transfer gen mcr-1 berhasil 
dilakukan (Tijet et al. 2017; Yi et al. 2017). 

Hasil penelitian lain menemukan bahwa gen mcr-1 dikelilingi oleh dua copy 
ISApl. ISApl merupakan insertion sekuens (IS) yang termasuk dalam transposon 
IS30. ISApl memacu terbentuknya komposit transposon Tn6330 (ISApl -mcr-1 
ORF- ISApl) yang mampu memindahkan gen mcr-1 (Li et al. 2016; Poirel et 
al. 2016; Hadjadj et al. 2017). Sekuens ISApl kadang tidak selalu ditemukan 
mengelilingi gen mcr-1. Pada beberapa kasus ISApl ditemukan pada gen TraE 
yang akan menyebabkan inaktivasi gen ISApl dan mempengaruhi kemampuan 
bakteri untuk mentransfer plasmid melalui konjugasi. ISApl merupakan IS yang 
sangat aktif dan mampu untuk transpose dengan frekuensi yang sangat tinggi 
di berbagai site insertion yang nonspesifi k. ISApl telah ditemukan E. coli mcr-1 
positif dalam beberapa tipe plasmid IncI2, IncFII, IncY, dan IncFIB (Hadjadj 
et al. 2017). Veldman et al. (2016) melaporkan ISApl juga ditemukan pada gen 
mcr-1 dengan tipe plasmid IncHI2 dan kromosom pada E. coli resistan kolistin. 



ProsidingPenyidikan Penyakit Hewan Rapat Teknis dan Pertemuan Ilmiah (RATEKPIL)

dan Surveilans Kesehatan Hewan Tahun 2019
440

Analisis Risiko

Oleh sebab itu, dikarenakan keterbatasan metode penelitian mengenai transfer 
gen mcr-1 melalui konjugasi, maka informasi mengenai ketidakberhasilan 
konjugasi pada penelitian ini sangat terbatas dan diperlukan penelitian lanjutan.  

KESIMPULAN DAN SARAN

Gen mcr-1 dan gen resistan doksisiklin dari E. coli donor bisa berpindah 
antarspesies bakteri khususnya S. Enteritidis melalui konjugasi plasmid. 
Meskipun hanya satu isolat dari 58 isolat yang memiliki gen mcr-1 yang berhasil 
melakukan transfer gen mcr-1 melalui konjugasi, akan tetapi hal ini menunjukkan 
bahwa gen ini bisa berpindah dengan mudah dan menyebarkan sifat resistansi 
terhadap kolistin. Kemampuan konjugasi gen mcr-1 ke bakteri patogen zoonosis 
lainnya menunjukkan bahwa resistansi kolistin sulfat mengancam bagi kesehatan 
manusia. Oleh sebab itu disarankan pembatasan dan pengurangan penggunaan 
kolistin di hewan produksi, meningkatkan praktik higiene di sepanjang rantai 
suplai daging broiler, dan surveilans berkelanjutan gen mcr. 

Terima kasih diucapkan kepada Badan Penyuluhan dan Pengembangan 
Sumber Daya Manusia Kementerian Pertanian atas beasiswa dan bantuan dana 
penelitian. Ucapan terima kasih juga diberikan kepada Kepala BBPMSOH 
beserta penyelia dan staff Unit Uji Bakteriologi, Farmasetik dan Premiks, 
Supplay Center, dan Unit Biotek BBPMSOH.
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