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ABSTRAK

Pemberian antimikrob dengan dosis dibawah konsentrasi hambat minimum ditengarai sebagai
pemacu terjadinya resistansi pada mikrob. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui mekanisme
resistansi pada Escherichia coli yang dipapar dengan kolistin sulfat secara in vitro. Isolat yang
digunakan adalah Escherichia coli NIHJ dalam waktu dan E. coli ATCC 25922 dipapar dengan
kolistin sulfat dibawah konsentrasi hambat minimalnya. Dalam waktu 4 hari, konsentrasi hambat
minimum E. coli meningkat dari 1,3 ug/mL menjadi > 2 ug/mL atau menjadi resistan. Escherichia coli
ATCC 25922 dalam dua hari setelah terpapar kolistin sulfat dibawah nilai mlCnya menjadi resistan.
Hal ini menunjukkan adanya mekanisme resistansi akibat mutasi yang dipacu oleh pemberian
kolistin sulfat dibawan nilai MIC.
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ABSTRACT

The administration of antimicrobials at doses below the minimum inhibitory concentration (MIC) is
suspected to be a trigger for the occurrence of resistance 10 microbes. This study aims to determine
the mechanism of resistance in Escherichia coli exposed fo colistin sulfate in vitro. The isolates used
were Escherichia coli NIHJ in time and E. coli ATCC 25922 exposed to colistin sulfate under its MIC
value. Within 4 days, the minimum inhibitory concentration of E. coli increased from 1,3 ug/mL to=> 2
ug/ml or became resistant. Escherichia coli ATCC 25922 within two days after exposure to colistin
sulfate below the MIC value becomes resistant. This shows the existence of resistance mechanisms
due to mutations that are triggered by the administration of colistin sulfate under MIC values.
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PENDAHULUAN

Resistansi antimikrob merupakan kemampuan
mikrob untuk hidup meskipun terdapat agen
atau suatu bahan vyang secara spesifik
digunakan untuk membunuh mikrob tersebut.
Resistansi antimikrob merupakan suatu hasil
dari mekanisme mikrob untuk mengurangi atau
menghilangkan efektifitas suatu obat, bahan
kimia, atau bahan yang lain yang berfungsi
untuk menyembuhkan atau mencegah infeksi
vang disebabkan oleh mikroba tersebut "%,

Mekanisme resistansi antimikrob secara
garis besar dibagi dua yaitu mekanisme
intrinsic/ innate dan perolehan . Mekanisme
intrinsic/ innate antara lain (1) bakteri mampu
memproduksi  enzim-enzim yang mampu
menghancurkan agen antimikrob sebelum
mencapai target atau memodifikasi obat
sehingga tidak lagi dikenali oleh target, (2)
dinding bakteri menjadi impermeable terhadap
agen antimikrob, (3) posisi target diubah melalui
mutasi sehingga tidak lagi bisa berikatan dengan
agen antimikrob, (4) bakteri melakukan efflux
pump sehingga mengeluarkan agen antimikrob
dari dalam sel sebelum agen tersebut mencapai
target, dan (5) jalur metabolisme spesifik pada
bakteria secara genetik diubah sehingga agen
antibiotika tidak dapat menimbulkan efek yang
diharapkan.

Mekanisme resistansi melalui perolehan/
acquire antara lain dengan cara mutasi,
konjugasi, transformasi, transduksi, dan
transposisi . Mutasi dapat terjadi adanya
kromosom resistan terjadi akibat mutasi
spontan pada lokus yang mengatur kepekaan
pada antimikrob yang diberikan, Mutasi spontan
terjadi saat diberikan antimikrob dengan
frekuensi rendah, hingga saat bakteri terpapar
dengan antimikrob tersebut, maka bakteri yang
mutan akan bertahan. bakteri yang bertahan
akan berkembang biak. Mutasi spontan juga
dapat terjadi di plasmid.

Bakteri sering kali mengandung elemen
genetic extra chromosomal atau plasmid yang
membawa gen resistan. Saat dua sel bakter
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sangat berdekatan, mereka akan membentuk
struktur seperti jembatan/pilus antar keduanya.
Pilus ini menghubungkan mereka dan terjadi
copy plasmid, yang berpindah dari satu sel
ke lainnya. Mekanisme ini disebut sebagai
konjugasi. Adapun mekanisme transformasi
terjadi dengan cara bakteri memasukkan naked
fragment DNA yang membawa gen resistan.
Fragmen-fragmen DNA dibawa masuk ke sel
melalui proses yang disebut transformasi.
Fragmen DNA menyesuaikan ke kromosom
sel bakteri hospes melalui rekombinan dan
menyebabkan sel menjadi resistan.

Mekanisme transduksi melalui saat
bacteriophage bermultiplikasi dalam sitoplasma
bakteri, fragmen DNA dari plasmid atau
kromosom dapat masuk ke coat virus dan
masuk ke sel hospes lainnya. Jika fragmen
tersebut mengandung gen resistan, maka
hospes selanjutnya dapat menjadi resistan.
Adapun mekanisme transposisi  melalui
transposon atau sequence bergerak/ mobile
yang memiliki kemampuan berpindah dari area
kromosom dan plasmid satu ke area yang lain.

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui
mekanisme resistansi Escherichia coli akibat
pemaparan kolistin_ sulfat.  Kolistin  sulfat
merupakan obat yang sangat penting bagi
manusia karena polimiksin bisa menjadi satu-
satunya terapi yang tersedia untuk beberapa
infeksi yang disebabkan oleh bakteri gram
negatif, misalnyainfeksiyang berkenaandengan
multidrug-resistant ~ Acinetobacter  species,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae
multidrug-resistant carbapenemase & 4 11,

MATERI DAN METODE

Escherichia coli NIHJ dan E. coli ATCC 25922
digunakan untuk mengetahui pengaruh
pemberian kolistin sulfat secara in vitro. Nilai
konsentrasi hambat minimal (KHM) awal E.
coli NIHJ dan E. coli ATCC 25922 ditentukan
dengan menggunakan uji kepekaan dengan
metode agar dilution. Media yang digunakan
adalah Mueller-Hinton agar (MHA, DB/Difco-
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FRA) yang mengandung konsentrasi kolistin
sulfat dari 0.1 pg/mL hingga 2 pg/mL. Setelah
diketahui nilai KHM, E. coli ATCC 25922 dan
E. coli NIHJ ditanam pada media MHA yang
mengandung kolistin sulfat dengan konsentrasi
terakhir di mana E. coli tersebut dapat tumbuh
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-
24 jam. Escherichia coli NIHJ dan E. coll
ATCC 25922 yang tumbuh kemudian diuji
kepekaannya terhadap kolistin sulfat dengan
menggunakan metode agar dilution'’. Prosedur
ini diulang terus hingga didapatkan nilai KHM
> 2 pg/mL. Penelitian ini dilaksanakan di unit
Farmasetik dan Premiks, Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Escherichia cofi NIHJ merupakan E. coli
standar yang digunakan untuk uji potensi
kolistin di BBPMSQH. Adapun E. coli ATCC
25922 merupakan E. coli standar atau kontrol
negatif pada uji kepekaan Enferobactenaceae
terhadap antimikrob .

Berdasarkan hasil uji, didapatkan nilai KHM
kolistin sulfat E. coli NIHJ awal adalah 1.3
pg/mL. Isolat E. cofi NIHJ yang tumbuh pada
MHA dengan konsentrasi kolistin sulfat 1.2
ug/mL kemudian ditanam pada MHA dengan
konsentrasi kolistin sulfat 1.3 pg/mL dengan
menggunakan metode agar dilution, dan
setelah diinkubasi semalam ternyata terdapat
pertumbuhan sebagaimana Gambar 1A.

Isolat yang mampu tumbuh terssbet
ditanam pada media MHA dengan e
kolistin sulfat 1.4 pg/mL, 1,5 pg/mL. dam &
pg/mL. Setelah diinkubasi didapatkan =oaf
yang mampu tumbuh pada konsentrasi kolistin
sulfat 1,4 pg/mL dan 1,5 pg/mL. Akan tetapi,
tidak ada pertumbubhan pada MHA dengan
konsentrasi kolistin sulfat 1,6 pg/mL atau terjadi
peningkatan kempuan KHM menjadi 1,6 pg/mL.
Selanjutnya, koloni yang tumbuh di MHA yang
mengandung kolistin sulfat 1,5 pg/mL ditanam
dalam MHA dengan konsentrasi kolistin sulfat
1,6 pg/mL, 1,7 pg/mL, 1,8 pg/mL, 1.9 pg/mL,
dan 2 ug/mL. Setelah diinkubasi selama 24 jam,
didapatkan bahwa terdapat pertumbuhan E.
coli NIHJ pada media MHA dengan konsentrasi
2 pg/imL (Gambar 1B).

Pada saat dilakukan uji kepekaan, didapatkan
bahwa E.coli NIHJ yang ditanam terakhir pada
MHA yang mengandung 1,5 pg/mL memiliki
KHM = 2 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa
pemaparan terus-menerus E. cofidengankolistin
sulfat dengan dosis di bawah nilai KHM dapat
memunculkan E. coli yang resistan terhadap
kolistin sulfat. Pada penelitian ini menunjukkan
terdapat peningkatan kemampuan KHM dari £.
coli NIHJ dari awalnya 1,3 pg/mL, kemudian
meningkat menjadi 1,6 pg/mlL, dan setelah
dipapar dengan terus menerus secara bertingkat
dengan konsentrasi dibawah KHM maka dalam
waktu empat hari untuk mendapatkan koloni
E. coli NIHJ yang menjadi resistan terhadap
kolistin sulfat.

Gambar 1

Pemaparan kolistin sulfat pada Escherichia coli NIHJ. (A) Escherichia coli NIHJ yang

tumbuh di MHA dengan konsentrasi kolistin sulfat 1,3 pg/mL. (B) Escherichia coli NIHJ
yang sudah mampu tumbuh di MHA dengan konsentrasi kolistin sulfat 2 ug/mL.
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Pada uji resistansi kolistin sulfat dengan
menggunakan E. coli ATCC 25922, didapatkan
nilai KHM awal adalah 0,6 pg/mL. Isolat yang
tumbuh di media MHA dengan kandungan
kolistin 0,5 pg/mL atau memiliki KHM 0,6
Hg/mL kemudian ditanam pada MHA yang
mengandung kolistin sulfat 0,5 pg/mlL, 0,6 pg/
mL,0,7 pg/mL.0,8 pg/mL, 9 pg/mL dan 1 pgf
mL. Ternyata isolat berhasil tumbuh pada
MHA yang mengandung kolistin sulfat 1 ug/
mL. Isolat yang terpapar kolistin sulfat 0,5 pg/
mL dan 1 pg/mL kemudian diuji kepekaannya
dengan menggunakan kontrol E£. coli ATCC
25922 awal. Pada saat diuji tiga kali, E. coli
ATCC 25922 yang terpapar kolistin sulfat 0.5
Hg/mL menunjukkan dua isolat resistan dengan
nilai KHM 4 pg/mL. Adapun E. coli ATCC 25922
yang terpapar dengan kolistin sulfat 1 pg/mL
menunjukkan semuanya resistan, dua isolat
memiliki nilai KHM 4 pg/mL dan satu isolat
memiliki KHM & pg/mL.

Sebagaimana E. cofi NIHJ, pada penelitian
dengan menggunakan E. colfi ATCC 25822
juga menunjukkan bahwa pemaparan kolistin
sulfat konsentrasi di bawah nilai KHM akan
menyebabkan bakteri bermutasi dengan
meningkatkan ~ kemampuannya  bertahan
terhadap kolistin sulfat. Pada saat nilai KHM
selanjutnya berada di atas nilai KHM awal dan
di bawah nilai konsentrasi mutant prevention
concentration, maka bisa muncul isolat yang
resistan yang disebut mutasi single step 79
Penelitian in vitro dengan menggunakan E. coli
NIHJ dan E. coli ATCC 25922 menunjukkan hal
tersebut.
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Salah satu mekanisme resistansi bakteri
terhadap kolistin adalah disebabkan oleh
perubahan di membran karena mutasi bakteri
yang secara teori tidak bisa melalui mobile
genetic element "%, Resistansi polimiksin
dimediasi oleh mutasi pada regions yang
spesifik, yaitu pmrA/B dan phoP/Q "%, Resistansi
juga berhubungan dengan perubahan struktur
lipopolisakarida (system ParR-ParS) pada
sitosol dan periplasmatik membran sel yang
merupakan hasil adaptasi dari resistansi akibat
pemberian konsentrasi kolistin di bawah nilai
KHM .,

Hasil penelitian ini membuktikan adanya mutasi
atas kemampuan E. coli NIHJ dan E. cofi ATCC
25922 yang tadinya tidak resistan terhadap
kolistin bisa menjadi resistan terhadap kolistin
akibat pemaparan terus menerus kolistin
sulfat dibawah nilai KHM. Sifat kolistin yang
tidak mudah diserap disaluran pencernaan,
sangat memungkinkan terjadi kontak langsung
antara kolistin dan E. coli komensal di saluran
pencermnaan. Oleh sebab itu, penggunaan
kolistin sulfat yang lama dengan konsentrasi
rendah dapat memacu mutasi dari bakteri untuk
meningatkan nilai KHMnya. Peningkatan nilai
KHM disertai pemaparan kolistin dibawah nilai
KHM dapat meningkatkan nilai KHM hingga
menjadi resistan. Mengingat posisi kolistin yang
sejak tahun tahun 2017 dimasukkan dalam
daftar Critically High Important Antimicrobials
for Human, maka penggunaan kolistin yang
bijak dan tepat untuk hewan produksi sangat
diperlukan.

KESIMPULAN

Pemaparan kolistin sulfat di bawah nilai KHM secara terus-menerus dan bertingkat dapat memacu
mutasi E. coli menjadi resistan terhadap kolistin sulfat.
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