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ABSTRAK

Metode sekuensing metagenomik terutama untuk keperluan diagnostik mikrobiologi selama ini
terkendala dengan sulitnya proses sekuensing, biaya yang cukup besar dan lamanya waktu yang diperlukan.
Penemuan baru MinlON Nanopore diharapkan mampu memperkecil kendala tersebut diatas. Dengan
kemampuan untuk mendeteksi gen resistensi antimikroba/Antimicrobial Resistance Genes (ARG), MinlON
diharapkan mampu mempercepat diagnosa dan penyajian profil resistensi. Menggunakan total DNA sampel
air limbah pemotongan Rumah/Tempat Pemotongan Unggas (RPU/TPU) di Kota Bogor, diperoleh profil
bakteri termasuk di dalamnya bakteri patogen dan juga profil resistensi pada masing-masing bakteri. MinlON
Nanopore mampu mengidentifikasi lebih dari 100 mikroorganisme tanpa melakukan isolasi, diantaranya
ditemukan lebih dari 16 bakteri yang bersifat patogen. Selain itu MinlON juga mampu mengidentifikasi 25
ARG dalam bakteri tersebut. Dengan menggunakan software bioinformatika EPI2ME ditemukan 7 target
Antimicrobial Resistance (AMR) yaitu Aminoglycoside Resistance, Beta Lactam Resistance, Lincosamide
Resistance, Macrolide Resistance, Phenicol Resitance, Quinolone Resistance, Sulfonamide Resistance.
Sekuensing metagenomik dengan menggunakan MinlON Nanopore mampu menghasilkan data secara
komprehensif dan juga kemampuan untuk mendeteksi gen resistensi antimikrobial (ARG) dalam jangka
waktu yang tidak terlalu lama.

Kata kunci : Sekuensing Metagenomik, MinlON Nanopore, Antimicrobial ~Resistance (AMR),
Antimicrobial Resistance Genes (ARG)

PENDAHULUAN

Untuk mencegah dan mengendalikan risiko antimicrobial resistance (AMR)
di sektor ternak dan kesehatan hewan, Direktorat Jenderal Peternakan dan
Kesehatan Hewan Kementerian Pertanian menetapkan lima pendekatan strategis.
Pendekatan tersebut adalah meningkatkan kesadaran dan pemahaman tentang
AMR, memperkuat pengawasan dan penelitian, meningkatkan pengendalian
infeksi, mengoptimalkan penggunaan antimikroba yang bijaksana dan
bertanggung jawab, serta memperluas ketersediaan sumber daya berkelanjutan
untuk pengobatan.

Analisis AMR secara molekuler sangat penting karena penyebaran utama
AMR dikaitkan dengan akuisisi gen horizontal. Nanopore MinlON adalah
perangkat sekuensing portabel seukuran saku yang harganya yang terjangkau dan
mampu urutan DNA / RNA secara langsung tanpa melalui proses PCR. Persiapan
sampel dapat dilakukan hanya dalam 30-60 menit dan hasilnya dianalisis secara
real-time. Dengan penggunaan minlON, ratusan patogen serta antimicrobial
resistance gene (ARG) dapat diidentifikasi. Penerapan MinlON diharapkan
mampu membantu dalam upaya pengendalian infeksi dan penatalaksanaan
antimikroba bagi kesehatan manusia, hewan, dan lingkungan. Diharapkan dengan
adanya sekuensing dengan minlON membantu pemerintah Indonesia dalam
mendeteksi, merespons, dan mengendalikan AMR.
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Tujuan dari proyek percontohan Nanopore adalah untuk menguji dan
mengoptimalkan integrasi sistem Oxford Nanopore Minion ke dalam pengujian
resistensi antimikroba yang ada di laboratorium

MATERI DAN METODE
MATERI

Alat yang digunakan pada mikropipet, mikrotube, Nanodrop
Spectrophotometer (Thermo Scientific), PCR plate cooler, MinlON sequencing
device (Oxford Nanopore Technologies), vial colorless, vial DNA LoBind,dan
vial Protein LoBind. Nuclease-free water, SOK-LRK001 Field Sequencing Kit
(Oxford Nanopore Technologies), EXP FLP00I Flow Cell Priming Kit (Oxford
Nanopore Technologies), EXP WSH002 Flow Cell Wash Kit (Oxford Nanopore
Technologies), dan MinION Flow Cell (Oxford Nanopore Technologies).
PowerWater DNA kit extraction (Qiagen).

METODE

Pengumpulan sampel

Air limbah dari rumah pemotongan hewan (n=2) yaitu RPU Bubulak dan
TPU Pondok Rumput, kota Bogor, sampel diambil sebanyak 2 liter dengan cara
diambil 300 mL 7 kali dengan perbedaan 5 menit setiap kali pengambilan sampel.
Sampel dikumpulkan dari 20 - 30 cm di bawah permukaan air. Pengukuran suhu,
pH, dan kandungan klorin dilakukan dari setiap sampel yang dikumpulkan.
Sampel sebanyak 600 mL digunakan untuk sekuensing metagenomik dengan
Nanopore, Sampel yang belum digunakan disimpan pada suhu 4 - 8 °C

Ekstraksi DNA - Metagenomik

Sebanyak 600 mL sampel disaring dengan menggunakan membran filter
0,45 pm. Membran filter dimasukkan ke dalam PowerWater DNA bead tube
dengan menggunakan penjepit steril. Setelah ditambahkan 1ml larutan PW1 ke
PowerWater DNA bead tube, kemudian divortex dengan kecepatan maksimum
selama 5 menit. Tabung di sentrifuse dengan kecepatan 4000 x g selama 1 menit
pada suhu kamar. Supernatan yang diperoleh dipindahkan kedalam ke tube 2ml
yang bersih kemudian disentrifus pada 13.000 x g selama 1 menit pada suhu kamar.
Sebanyak 200 pl Solusi IRS ditambahkan kemudian divortex dan di inkubasi
pada 2-8 ° C selama 5 menit. Tabung disentrifus pada 13.000 x g selama 1 menit.
Sebanyak 650 pl PW3 ditambahkan . Sebanyak 650 pl supernatan dimasukkan
ke dalam spin column kemudian disentrifus pada 13.000 x g selama 1 menit
.Tempatkan Filter MB Spin Column ke dalam tube collection 2 ml yang bersih.
Kemudian sebanyak 650 pul PW4 ditambahkan dan disentrifuge pada 13.000 x g
selama 1 menit. Untuk elusi sebanyak 100 pul EB ditambahkan pada posisi tengah
membran filter kemudian disentrifus pada 13.000 x g selama 1 menit. Jika DNA
akan di gunakan dalam seminggu maka simpan pada suhu 4 ° C, jika DNA akan
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dipakai untuk waktu yang masih lama sebaiknya disimpan dalan freezer (20 ° C
hingga —80 ° C).

Pemeriksaan Kualitas DNA
Menggunakan Nanodrop Spektrophotometer, dilakukan wuji terhadap
konsentrasi dan kemurnian DNA.

Persiapan DNA untuk sekuensing metagenomik

Untuk memulai persiapan sekuensing Minion, dibutuhkan ~ 400ng DNA
genom dalam 10 pl cairan. Untuk mengetahui kualitas flowcell MinION perlu
dilakukan uji terhadap active pores pada flowcell tersebut. Jika pori-pori aktif
kurang dari 800 disarankan untuk mengganti flowcell. Kit yang digunakan
untuk sekuensing metagenomik adalah rapid field sequencing. Pada kit tersebut
terdapat tiga buah tabung kecil yang didalamnya sudah terkandung beberapa
reagen. Sebanyak 10 pul DNA dimasukkan ke dalam tube 1. Dengan pipet DNA
dihomogenkan dengan reagen yang dalam dalam tube. Kemudian diinkubasi pada
suhu kamar selama 1 menit dan kemudian pada 80 ° C selama 1 menit. Untuk
pemasangan adaptor, menggunakan ujung pipet kosong yang bersih, kertas timah
dilubang dari tabung 2 kemudian sebanyak 10 ul DNA dipindahkan cairan dari
tube 1 ke tube 2. Kemudian inkubasi selama 5 menit pada suhu kamar. Dengan
menggunakan ujung pipet kosong yang bersih foil tube 3 dibuka. Sebanyak 65 pl
Resuspension Buffer (RTB) ditambahkan ke dalam tube 3.

Sekuensing metagenomik

Setelah flowcell selesai dilakukan pengecekan sehingga siap untuk digunakan,
tutup priming port dari flowcell dibuka searah jarum jam sehingga priming port
terlihat. Priming mix dibuat dengan menambahkan 30 pl FLT ke tabung FLB.
Sebanyak 800 pl priming mix dimasukkan melalui priming port dan didiamkan
dalam suhu kamar selama 5 menit. Sebanyak 65 ul larutan ditambahkan dari
tube 3 ke dalam tube 2. Sebanyak 75 pl sampel (campuran dari tube 2 dan tube
3) dimasukkan ke dalam flowcell melalui sampel port (SpotON) dengan cara
dropwise. Dengan perlahan pasang kembali penutup sampel port.

Analisis bioinformatik
Untuk analisa bioinformatik dilakukan dengan cara menggunggah data hasil
sekuensing dalam bentuk FASTQ file ke dalam software EPI2ME.

HASIL

Munculnya resistensi antibiotik pada manusia menjadi ancaman kesehatan
masyarakat global yang sangat signifikan dan terus berkembang. Munculnya dan
penyebaran antimicrobial resistance gene (ARG) telah mengangkat masalah
kesehatan masyarakat menjadi suatu hal yang serius. Rumah potong hewan sebagai
salah satu penghubung antara dunia peternakan dan manusia memiliki keragaman
mikroba sangat besar, hal tersebut memungkinkan terjadinya pertukaran ARG
dengan cara horizontal Gen Transfer (HGT).
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Teknologi sequencing generasi ketiga, termasuk Pacific Biosciences
(PacBio) dan Oxford Nanopore, mampu menghasilkan pembacaan sekuen yang
cukup panjang (Karlson et al., 2015) dibandingkan dengan Platform PacBio,
MinlON memiliki kelebihan menghasilkan data mentah secara real time dan
proses sekuensing menjadi lebih mudah karene proses pengerjaan sekuensing
tanpa di dahului dengan proses PCR sehingga lebih cepat dan efisien termasuk
untuk deteksi struktural yang sangat kompleks (Che et al., 2019).

Seperti terlihat pada gambar 1 sekuensing metagenomik dengan alat
MinlON Nanopore mampu melakukan proses sekuensing dengan cepat,
memberikan profil genetik serta melacak host ARG, khususnya untuk potensi
patogen pembawa ARG dari sampel lingkungan di RPU. Dari diagram tersebut
MinlON mempunyai kemampuan untuk melakukan deteksi terhadap berbagai
macam mikroorganisme yang ada dalam sampel air dari RPU. Berdasarkan
persentase hampir mikroorganisme yang ditemukan adalah bakteri (76%),
eukariot (21%), archaea (2%) dan virus (<1%). Pada RPU Bubulak komposisi
mikroroganisme berdasarkan genus yang didapatkan adalah Mycobacterium
(39%), Streptomyces (19%), Campylobacter (11%), Acinetobacter (11%),
Pseudomonas (8%), Escherichia (2%), Salmonella (3%), Clostridium (2%),
Bacillus (1%) mikroorganisme yang lain (3%). Sedangkan pada TPU Pondok
Rumput mikroorganisme yang berhasil ditemukan adalah bakteri (98%),
eukariot (2%), archaea (<1%) dan virus (<1%). Pengelompokan mikroorganisme
berdasarkan genus didapatkan hasil Mycobacterium (18%), Streptomyces (10%),
Campylobacter (25%), Acinetobacter (10%), Pseudomonas (17%), Escherichia
(4%), Salmonella (3%), Clostridium (2%), Bacillus (2%) mikroorganisme yang
lain (9%).

Genus Relative Abundance Genus Relative Abundance TPU
RPU Bubulak Pondok Rumput

M Streptomyces M Streptomyces

M Acinetobacter M Acinetobacter

Pseudomonas Pseudomonas
Mycobacterium 10%

M Campylobacter 25% 10% M Campylobacter

M Bacillus M Bacillus

B Clostridum 2% M Clostridum

M Staphylococcus

Mycobacterium

M Staphylococcus
B Escherichia B Escherichia
® Salmonella
B Candida

M Bordetella

H Salmonella
M Candida

B Bordetella
® Other M Other

Gambar 1. Persentase keberadaan bakteri hasil sekuensing metagenomik

Dari total 34 genus bakteri yang teridentifikasi dengan MinlON, ditemukan
beberapa spesies pada RPU Bubulak yakni Salmonella enteritica, Bacillus
cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus dan Mycobacterium tuberculosis. Sedangkan pada TPU
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Pondok Rumput bakteri yang bersifat pathogen yang ditemukan diantaranya
Salmonella enteritica, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Escherichia coli O15.

Pathogen Present Pathogen Present
RPU Bubulak TPU Pondok Rumput

B Salmonella enteritica B Salmonella enteritica

m Bacillus cereus ® Bacillus cereus

L Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Clostridium botulinum
Clostridium botulinum b .
M Clostridium perfringens

M Clostridium perfringens M Staphylococcus aureus

m Staphylococcus aureus W Mycobacterium tuberculosis

B Mycobacterium B Campylobacter coli

tuberculosis W Escherichia coli

Gambar 2. Keberadaan bakteri pathogen hasil sekuensing metagenomik

Berdasarkan gambar 3 terlihat bahwa Antimicrobial resistance gene (ARG)
yang terdeteksi pada sampel tersebut adalah tet(39), ere(D), tet(K), ant(6)-
Ia, tet(39), sull, tet(L), tet(C), erm(G), catQ, tet(K) dan tet(32) Sedangkan
pada sampel TPU Pondok Rumput beberapa kelompok bakteri sudah bersifat
resisten terhadap setidaknya 7 golongan antibiotik diantaranya aminoglycoside,
macrolide, sulphonamide, tetracycline, beta lactam, quinolone dan lincosamide.
Gen penyandi resistensi antibiotik yang terdeteksi oleh MinlON antara lain
blaOXA-118, cfxA6-1, blaOXA-145, aph(9)-la-1, blaOXA-10, sull-32, tet(32),
0gqxB, tet(W), ere(D), tet(Q) dan tet(Q).

Berdasarkan hasil sequencing menggunakan MinlON, sejumlah bakteri
dari RPU Bubulak dan TPU Pondok Rumput telah resistan terhadap leebih dari
5 golongan antibiotik . Dari gambar 4 dapat dilihat bahwa pada RPU Bubulak
bakteri yang ditemukan telah bersifat ressiten terhadap setidaknya 5 golongan
antibiotik yaitu tetrasiklin, phenicol, aminglikosida, sulfonamide dan makrolida,.
Sedangkan pada TPU Pondok Rumput bakterinya sudah ditemuak sudah resisten
setidaknya terhadap 7 golongan antibiotika diantaranya lincosamid, beta laktam,
sulfonamid, aminoglikosida, makrolida dan tetrasiklin.
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Gambar 3. Antimicrobial Resistance Genes (ARG) pada RPU Bubulak dan TPU

Pondok Rumput
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Gambar 4. Antimirobial Resistance berdasarkan golongan antibiotik pada RPU
Bubulak dan TPU Pondok Rumput.

PEMBAHASAN

Dengan  kemampuan untuk mendeteksi gen resistensi antimikroba/
Antimicrobial Resistance Genes (ARG), MinlON diharapkan mampu
mempercepat diagnosa dan penyajian profil resistensi. Dari hasil sekuensing
dengan menggunakan alat ini diperoleh profil bakteri termasuk di dalamnya bakteri
patogen dan beserta informasi mengenai profil resistensi pada masing-masing
bakteri. Kemampuan untuk mengidentifikasi dan mengukur spesies menjadi
aplikasi penting terutama dalam bidang kesehatan dan peternakan (Peel et al.,
2019). Proses sekuensing metagenomik dan pengurutan seluruh genom semakin
banyak digunakan untuk diagnostik dan laboratorium klinis untuk mendeteksi
organisme patogen dan potensi ARG yang dibawanya (Deshpande et al., 2019).
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Pada awal penggunaan antibiotik diasumsikan bahwa terminologi
antimicrobial resistance (AMR) tidak mungkin terjadi (Van Hoek et al., 2011).
Sayangnya, waktu telah membuktikan sebaliknya. Awalnya tidak ada yang
mengantisipasi mikroba akan bereaksi terhadap serangan berbagai bahan kimia
dalam antibiotik dengan menyesuaikan diri di lingkungan serta mengembangkan
sifat resistensi terhadap antibiotik menggunakan berbagai macam mekanisme.
Selain itu, kemampuan mereka untuk bertukar gen, yang sekarang dikenal sebagai
horizontal gen transfer (HGT) menegaskan bahwa resistensi sebenarnya dimulai
muncul bahkan sebelum antibiotik pertama penisilin ditemukan (Van Hoek et al.,
2011).

Mikroba menjadi resisten terhadap antimikroba melalui sejumlah mekanisme
diantaranya permeabilitas berubah pada dinding sel bakteri yang membatasi
akses antimikroba ke situs target, pengeluaran aktif antibiotik dari sel mikroba,
modifikasi enzimatik dari antibiotik, degradasi agen antimikroba, akuisisi jalur
metabolisme alternatif untuk mereka yang dihambat oleh obat, modifikasi target
antibiotik, overproduksi enzim target (Wright 2005).

Identifikasibakteriyangbersifatpathogenjugasangatdiperlukankarenaadanya
mekanisme antimicrobial resistance patogen (ARP) diperlukan selalu melakukan
kontrol terhadap bakteri pathogen apa saja yang dalam sampel lingkungan RPU
sebagai data dasar untuk mengetahui sejauh mana RPU mempunyai potensi untuk
penyebaran ARG secara luas ke dalam lingkungan. Selain itu identifikasi ARP
diperlukan untuk kontrol patogen yang efektif dalam pengolahan air limbah. Sifat
real-time dan kecepatan dalam pembacaan sekuencing Nanopore memungkinkan
untuk melakukan proses identifikasi sekaligus pelacakan terhadap ARP potensial
dalam IPAL (Che et al., 2019). Seperti ditunjukkan pada Gambar 2.

Gen resistensi antimikroba dalam sebuah sampel dapat diidentifikasi dari
data metagenomik (Wang et al., 2016). Dari hasil sekunsing dengan minlON
diperoleh hasil mikroba sudah mengalami resisten terhadap 8 golongan antibiotik
diantaranya aminoglycoside, macrolide, phenicol, sulphonamide, tetracycline,
beta lactam, quinolone dan lincosamide. Sifat resisten terhadap golongan
aminoglycoside dibawa oleh ARG APH (9)-layang banyak ditemukan pada bakteri
Enteroccoccus dan Escherichia (Van Hoek et al., 2011). Sifat resistensi terhadap
golongan macrolide setidaknya dibawa oleh 2 ARG yaitu ere(D) dan erm(G)
dimana ere(D) banyak ditemukan pada Bacillus dan Salmonella sedangkan erm(G)
banyak ditemukan pada Bacillus, Bacteroides, Catenibacterium, Lactobacillus
(Van Hoek et al., 2011). ARG penyebab resistensi terhadap golongan quinolone
dibawa oleh ogxB ditemukan pada Escherichia coli (Hansen 2004). Gen pembawa
sifat resistensi pada golongan phenicol yang diperoleh adalah catQ yang banyak
ditemukan pada Clostridium dan Streptococcus. Resistensi terhadap golongan
tetracycline dibawa oleh keberadaan banyak ARG, setidaknya ada 6 gen pembawa
resistensi yang ditemukan yaitu tet(32), tet(W), tet(Q), tet(39), tet(L), tet(C) yang
banyak ditemukan pada 23 genus bakteri diantaranya yang bersifat pathogen
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seperti  Enterococcus, Clostridium, Streptococcus, Bacillus, Staphylococcus,
Pasteurella, Escherichia, Pseudomonas, Shigella, Vibrio dan 13 genus bakteri
lainnya (Van Hoek et a/., 2011). Untuk golongan sulphonsamide hanya ditemukan
1 ARG yaitu sull yang terdapat pada kelompok bakteri Salmonella (Antunes
2005). Regsistensi terhadap olongan antibiotik beta lactam dibawa oleh 4 ARG
yaitu blaOXA-11, blaOXA-145, blaOXA-10 dan cfxA6-1 yang banyak terdapat
pada Acinetobacter, Klepsiella, Staphylococcus dan Streptococcus (Hoang Quoc
etal., 2019)

Dari hasil analisis baik terhadap keberadaan ARG maupun sifat resistensi
mikroba terhadap golongan antibiotika sangat beragam dan masing-masing
memiliki pola tersendiri yang tidak sama apabila dibandingkan antar RPU. Hal ini
dapat dijadikan dasar bahwa perkembangan resistensi antimikrobial sudah sangat
luas terbukti dengan adanya mikroba-mikroba yang mempunyai resistensi bahkan
terhadap dua atau lebih golongan antibiotika. Mengetahui hal ini perlu ditekankan
bahwa idealnya, memonitor kondisi resistensi yang cepat untuk karakterisasi
beragam ARG yang ditemukan di lingkungan yang berbeda sangat dibutuhkan
(Arango-Argoty et al., 2019.)

Skema pemeringkatan yang dikembangkan baru-baru ini telah mengusulkan
bahwa ARG yang ditemukan dalam mikroba pathogen harus diklasifikasikan
sebagai ARG berisiko tinggi, sementara resistensi pada spesies bakteri tertentu
yang tidak bersifat pathogen akan dianggap hanya sebagai penanda keberadaan
bakteri tersebut. Semua hasil sekuen yang memberikan informasi mengenai ARG
harus ditelusuri asal taksonomi atau genetik mereka untuk mengevaluasi risiko
yang terkait dengan ARG di lingkungan serta potensi penularannya ke manusia.
Dengan menggunakan pendekatan ini, dimungkinkan untuk mendeteksi inang
bakteri ARG terutama yang berkaitan erat dengan penyakit pada manusia serta
proses pengobatannya (Kamathewatta et al., 2019).

Pemetaan mikroba yang sudah menunjukan sifat resistensi terhadap beberapa
antibiotik penting secara klinis. Penyebaran mikroba inidi lingkungan, terutama
genangan air mengkhawatirkan karena karena bahan genetik dari mikroba ini
dapat ditransmisikan dari bakteri yang hidup dalam limbah cair yang berasal dari
rumah pemotongan hewan ke lingkungan dan akhirnya ke manusia melalui rantai
makanan yang terkontaminasi. Ini bisa menjadi sumber infeksi yang tidak dapat
diobati pada manusia dan hewan.

Pengurangan konsumsi antibiotik tidak akan cukup untuk mengendalikan
resistensi antimikroba karena penularan melalui penyebaran gen resistansi
(ARG) tampaknya menjadi faktor penyumbang dominan dalam peningkatan
kasus resistensi. Meningkatkan sanitasi, meningkatkan akses ke air bersih,
dan memastikan tata kelola RPU dan peternakan yang baik, meningkatkan
pengembangan terhadap pengujian resistensi antimikrobial serta mengatur
sektor kesehatan dan peternakan dengan lebih baik terutama dalam pengendalian
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pemakaian antibiotik semuanya diperlukan untuk mengurangi resistensi
antimikroba global (Collignon 2018).

Teknik sekuensing dengan MinlON dapat memberikan gambaran yang
komprehensif untuk mengetahui profil patogen cepat dari sampel tanpa kultur
serta mampu memberikan informasi yang cukup mengenai keberadaan ARG
(Schmidt et al., 2017). Untuk memvalidasi hasil sekuensing dengan MInION
dengan menggunakan DNA yang sama dilakukan sekuensing dengan PacBio
dengan akurasi> 99%) dari dua metode sekuensing (Van der Helm et al., 2017).
Hal ini memberikan bukti bahwa sekuensing dengan MinlON memberikan hasil
yang sama baiknya dengan metode sekuensing yang lain.

SIMPULAN DAN SARAN

Metode sekuensing metagenomik dengan menggunakan MinlON mampu
memberikan banyak informasi diantaranya keberadaan berbagai mikroba,
mengidentifikasi mibroba pathogen, antimicriobial resistance gene (ARGQG)
yang terdapat pada mikroba serta sifat resistensi mikroba tersebut pada beberapa
golongan antibiotik. Hasil analisis baik terhadap keberadaan ARG maupun sifat
resistensi mikroba terhadap golongan antibiotika sangat beragam dan masing-
masing memiliki pola tersendiri yang tidak sama apabila dibandingkan antar
RPU. Hal ini dapat dijadikan dasar bahwa perkembangan resistensi antimikrobial
sudah sangat luas terbukti dengan adanya mikroba-mikroba yang mempunyai
sifat resistensi bahkan terhadap dua atau lebih golongan antibiotika.

Diperlukan analisis bioinformatika lebih lanjut untuk mendalami mengenai
mekanisme kerja dari ARG dalam penyebaran sifat resistensi.
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