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ABSTRAK

Resistansi terhadap siprofloksasin dan kolistin yang merupakan Highest Priority Critically Important 
Antimicrobials for Human Medicine merupakan ancaman yang serius bagi dunia kesehatan. Penyebaran 
gen resistan melalui plasmid meningkatkan risiko meluasnya resistansi suatu antimikroba. Penelitian ini 
bertujuan untuk mendeteksi gen resistansi siprofloksasin yang berada di plasmid yaitu qnrA, qnrB, dan qnrS 
pada 20 isolat Escherichia coli resistan kolistin-siprofloksasin. Kedua puluh isolat tersebut telah dideteksi 
ada tidaknya gen mcr-1 dan didapatkan 15 isolat memiliki gen mcr-1. Dua puluh arsip isolat E. coli resistan 
kolistin-siprofloksasin arsip Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan hasil isolasi tahun 
2019 diuji deteksi gen qnrA, qnrB, dan qnrS dengan menggunakan polymerase chain reaction (PCR). 
Berdasarkan uji PCR terhadap 20 isolat tersebut didapatkan 7 isolat (35%) memiliki gen qnrA, 4 isolat 
(20%) memiliki gen qnrB, 3 isolat (15%) memiliki gen qnrS, 2 isolat (10%) memiliki gen qnrA serta qnrS, 
dan 4 isolat (20%) negatif terhadap ketiga gen tersebut.  Hasil penelitian ini menunjukkan adanya ancaman 
resistansi yang serius mengingat isolat yang digunakan resistan terhadap kolistin dan siprofloksasin serta 
gen yang ditemukan berada di plasmid sehingga dapat disebarkan melalui konjugasi bakteri. 

Kata kunci: siprofloksasin, qnrA, qnrB, qnrS, Escherichia coli, resistan, kolistin

PENDAHULUAN

Resistansi antimikroba merupakan ancaman bagi kesehatan dan kehidupan 
manusia maupun hewan. Infeksi agen patogen resistan antimikroba pada manusia 
merupakan ancaman yang serius. Sebagai contoh, di India sebanyak 58.319 bayi 
meninggal per tahun berkenaan dengan resistansi antimikroba dan diperkirakan 
25.000 orang pertahun di Eropa meninggal akibat infeksi bakteri resistan 
antimikroba (Laxminarayan et al. 2013).

Penggunaan antimikroba yang sama di manusia dan hewan produksi diduga 
sebagai salah satu penyebab timbul dan menyebarnya bakteri resistan antimikroba 
pada manusia. Beberapa antimikroba yang digunakan di hewan produksi 
merupakan antimikroba yang masuk dalam Highest Priority Critically Important 
Antimicrobials for Human Medicine. Badan Kesehatan Dunia memasukkan 6 jenis 
antimikroba dalam kategori Highest Priority Critically Important Antimicrobials 
for Human Medicine yaitu sefalosporin (generasi ke-3, 4, dan 5), glikopeptid, 
makrolid, polimiksin, kuinolon, dan ketolide (WHO 2017). Bakteri resistan 
antimikroba yang berasal dari hewan hidup atau produk hewan sangat mungkin 
memapar manusia. Terpaparnya manusia dengan bakteri resistan bisa terjadi saat 
manusia bersinggungan langsung dengan hewan hidup, lingkungan kandang, 
maupun produk mentah hewan produksi (Palupi 2019).
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Pada akhir tahun 2015, penggunaan kolistin yang merupakan last drug of 
choice untuk melawan infeksi bakteri gram negatif multiresistan-karbapanemase 
di hewan produksi menjadi sorotan dunia. Hal ini disebabkan ditemukannya gen 
mobilized colistin resistance (mcr)-1 yang dapat dipindahkan melalui plasmid 
oleh Liu et al. (2015). Mengingat pentingnya posisi kolistin di manusia, maka 
beberapa negara setelah melakukan surveilans resistansi kolistin dan gen mcr-
1, dengan segera melarang penggunaan kolistin pada hewan produksi. Selain 
kolistin, obat yang juga menjadi sorotan penggunaannya di hewan produksi oleh 
Badan Kesehatan Hewan Dunia adalah golongan kuinolon dan sefalosporin. 

Siprofloksasin merupakan antimikroba golongan kuinolon kelompok 
fluorokuinolon yang juga diperbolehkan untuk digunakan di hewan produksi di 
Indonesia (DJPKH 2016). Berdasarkan Indeks Obat Hewan Indonesia Tahun 2016, 
terdapat 22 produk nama dagang obat hewan yang mengandung siprofloksasin. 
Siprofloksasin merupakan golongan fluorokuinolon kedua terbanyak yang 
diregistrasikan untuk digunakan di hewan setelah enrofloksasin. Pada manusia, 
siprofloksasin memegang peranan penting karena digunakan sebagai pengobatan 
antraks. Hal ini disebabkan resistansi terhadap doksisiklin sebagai pilihan utama 
pengobatan infeksi antraks semakin meningkat sehingga siprofloksasin digunakan 
sebagai terapi untuk infeksi antraks. Selain itu, siprofloksasin sangat penting bagi 
pengobatan infeksi yang disebabkan oleh E. coli dan Salmonella yang berkenaan 
dengan food borne disease. Siprofloksasin juga efektif membantu pengobatan 
pada penyakit malaria, kanker, dan AIDS (Castro et al. 2013)

E. coli merupakan bakteri gram negatif golongan Enterobacteriaceae dan 
merupakan salah satu dari sekian banyak jenis bakteri komensal yang berada di 
dalam usus bagian bawah hewan berdarah panas. Sebagian besar strain E. coli 
merupakan strain non patogen, akan tetapi beberapa strain merupakan patogen 
dan zoonosis yang dapat menyebabkan sakit yang cukup parah bagi manusia 
maupun hewan. Bakteri ini bagi kesehatan hewan memegang peranan penting 
dalam monitoring resistansi karena merupakan bakteri komensal dan terdapat 
strain zoonosis yang fatal bagi manusia (OIE 2016). Resistansi E. coli terhadap 
antimikroba merupakan salah satu dari tiga infeksi resistansi yang paling utama 
merugikan bagi manusia selain tuberkulosis dan malaria. Adapun dari tiga infeksi 
tersebut hanya resistansi E. coli yang dapat dikaitkan dengan praktik pertanian–
peternakan (Grace 2015). 

Mengingat pentingnya posisi siprofloksasin dan kolistin pada manusia, 
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gen resistan siprofloksasin pada E. coli 
yang juga resistan kolistin. Identifikasi gen resistan siprofloksasin diutamakan 
pada gen resistan yang bisa menyebar melalui plasmid yaitu qnrA, qnrB, dan 
qnrS. Informasi ini sangat penting untuk mengetahui risiko penyebaran bakteri 
resistan antimikroba yang sangat penting bagi manusia. 
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MATERI DAN METODA

Dua puluh arsip isolat E. coli resistan sipkolistin-rofloksasin arsip Balai 
Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan hasil isolasi dari ayam broiler 
tahun 2019 diuji deteksi gen resistan qnrA, qnrB, dan qnrS dengan menggunakan 
polymerase chain reaction (PCR). Uji kepekaan terhadap kolistin dan 
siprofloksasin sebelumnya dilakukan dengan menggunakan agar dilution dengan 
menggunakan Muller Hinton Agar (Difco/DB-FRA), standar siprofloksasin 
(Sigma, USA), dan kolistin (Sigma, USA). E. coli dinyatakan resistan terhadap 
siprofloksasin dan kolistin jika memiliki nilai konsentrasi hambat minimum 
(KHM) > 4 μg/mL (CLSI 2016). Deteksi gen mcr-1 sudah dilakukan sebelumnya 
dengan menggunakan PCR (Liu et al. 2015; Cavaco et al. 2016).

Deteksi gen qnrA, qnrB, dan qnrS dilakukan menggunakan metode PCR 
multiplex dan kit KAPA2G Fast Multiplex PCR Kit (Wilmington, USA). Volume 
total reagen amplifikasi adalah 10 μL yang terdiri dari 5 μL mastermix, 0.2 μL 
setiap primer forward dan reverse (10 μM) gen qnrA, qnrB, dan qnrS, 2.8 μL 
H2O, dan 1 μL template DNA. Proses amplifikasi diawali pre denaturasi 95°C 
selama 3 menit, dilanjutkan 35 siklus terdiri dari denaturasi 95°C selama 30 detik, 
annealing 55°C selama 30 detik, dan ekstensi 72°C selama 1 menit, dan ekstensi 
akhir pada suhu 72°C selama 5 menit. 

Reagen amplifikasi deteksi quinolone region determining resistance (QRDR) 
target gen qnr menggunakan PCR Kit (HotStarTaq® Master Mix Kit Qiagen, 
Germany). Volume total reagen PCR 25 μL yang terdiri dari 12.5 μL HotStarTaq 
master mix, 1 μL primer forward qnr (10 μM), 1 μL primer reverse qnr (10 μM), 
5.5 μL dH2O, dan 5 μL DNA template. Proses PCR diawali pre denaturasi 95°C 
selama 15 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus yang terdiri dari denaturasi 94°C 
selama 1 menit, annealing 55°C selama 1 menit, ekstensi suhu 72°C selama 1 
menit dan ekstensi akhir suhu 72°C selama 10 menit. Produk PCR 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).  

Primer forward dan reverse untuk gen qnrA, qnrB, dan qnrS yang digunakan 
tersaji dalamTabel 1. Selama pengujian deteksi gen selalu disertakan kontrol 
positif E. coli resistan siprofoksasin yang memiliki gen qnrA, qnrB, dan qnrS 
sebagaimana dalam Gambar 1. 
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Tabel 1 	 Gen target dan sekuen primer gen qnrA, qnrB, dan qnrS (Stephenson et 
al. 2010)

Gen target Sekuen basa primer Amplikon (suhu 
annealing)

qnrA
(F) 5′- ATTTCTCACGCCAGGATTTG -3′ 516 bp

(55 °C)(R) 5′- ATTTCTCACGCCAGGATTTG -3′

qnrB
(F) 5′- GATCGTGAAAGCCAGAAAGG -3′ 469 bp

(55 °C)(R) 5′- ACGATGCCTGGTAGTTGTCC -3′

qnrS
(F) 5′- ACGACATTCGTCAACTGCAA -3′ 417 bp

(55 °C)(R) 5′- TAAATTGGCACCCTGTAGGC -3′

Gambar 1 	 Amplifikasi PCR gen qnrA (516 bp), qnrB (469 bp), dan qnrS (417 
bp) penyandi resistensi kuinolon pada kontrol positif isolat E. coli 
resistan siprofloksasin. Marker 100 bp, NTC: non template control.

HASIL

Berdasarkan uji identifikasi gen resistan qnrA, qnrB, dan qnrS dari 20 isolat 
E. coli resistan kolistin-siprofloksasin terdapat 4 isolat (20%) yang tidak memiliki 
ketiga gen tersebut. Adapun 16 isolat yang lain memiliki salah satu gen atau dua 
gen sekaligus dengan data sebagai berikut: 7 isolat (35%) memiliki gen qnrA, 
4 isolat (20%) memiliki gen qnrB, 3 isolat (15%) memiliki gen qnrS, 2 isolat 
(10%) memiliki gen qnrA serta qnrS. Selain itu, dari 15 isolat resistan kolistin-
siprofloksasin yang memiliki gen mcr-1 hanya 1 isolat saja yang tidak memiliki 
satupun gen qnrA, qnrB, dan qnrS. Hasil sebagaimana tersaji dalam Tabel 2.
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Tabel 2 	 Hasil Uji Indentifikasi Gen qnrA, qnrB, dan qnrS terhadap E. coli 
resistan siprofloksasin-kolistin

No Kode Isolat Gen resistan Nilai KHM 
siprofloksasin

Nilai KHM 
kolistin*qnrA qnrB qnrS

1 MU12c (49/2) + - - 8 8+

2 MU37a (88/12) - - - 8 4+

3 MU037c (90/13) + - - 8 4+

4 MU038d (93/14) + - - 4 4+

5 MU039b (95/16) - - + 8 4+

6 MU040a (97/97) - + - 4 8+

7 MU041c (100/20) - - - 16 4+

8 MU041d (101/21) - - + 8 4+

9 MU042b (104/23) - + - 4 4+

10 MU042c (105/24) + - + 8 8+

11 MU045c (111/25) - - + 4 4-

12 MU046a (114/26) + - + 8 4+

13 MU046b (116/27) + - - 8 8+

14 MU046c (117/28) + - - 8 8+

15 MU047a (118/29) - + - 16 8+

16 MU047b (119/30) + - - 32 8-

17 MU035b (150/9) - - - 4 4-

18 MU036a (152/10) - - - 16 4-

19 MU036b (153/11) + - - 8 4-

20 P46 (161/46) - + - 8 8+

Keterangan: *hasil uji pengkajian resistansi kolistin BBPMSOH tahun 2019; +positif gen mcr-
1; -negatif gen mcr-1

PEMBAHASAN

Siprofloksasin merupakan antibakteri dengan aksi bakterisidal yang 
ditunjukkan dengan cara menghambat atau menghalangi enzim topoisomerase IV 
dan topoisomerase II (DNA gyrase). Enzim-enzim ini memegang peranan penting 
dalam pembentukan DNA bakteri, transkripsi, rekombinasi, dan replikasi DNA 
bagi bakteri (Khan et al. 2015). 

Siprofloksasin merupakan antimikroba berspektrum luas yang bisa 
digunakan untuk terapi infeksi Streptococcus pneumoniae (isolat yang hanya 
peka terhadap penicillin), Enterococcus faecalis (isolat yang hanya peka terhadap 
vankomisin), Staphylococcus epidermidis (isolat yang hanya peka terhadap 
methicillin), Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus (isolat 
yang hanya peka terhadap methicillin), Streptococcus pyogenes, bakteri gram 
negatif, Citrobacterkoseri (diversus), Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, 
Enterobacter cloacae, E. coli, Neisseria gonorrhoeae, Morgan ellamorganii, 
Haemophilus influenza, Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella pneumonia, 
Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni, Proteus vulgaris, Providencia 
rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, 
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Serratia marcescens, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, dan 
Shigella sonnei (Paterson et al. 2000).

Peningkatan konsumsi siprofloksasin memacu timbulnya resistansi 
patogen nosocomial karena flurokuinolon memiliki seleksi resistansi lebih luas 
dibanding aminoglikosid, karbapenem, atau ß-laktam. Strain-strain yang resistan 
fluorokuinolon juga dapat lebih mudah menyebar dibandingkan dengan strain 
resistan antimikroba yang lain (Castro et al. 2013). 

Resistansi kuinolon yang dimediasi plasmid atau plasmid-mediated 
quinolone resistance (PMQRs) dimediasi oleh quinolone-resistance protein 
(QNR) atau disebut QnrA1. QnrA1 merupakan keluarga protein pentapeptid 
yang melindungi enzim target yaitu enzim topoisomerase IV dan topoisomerase 
II (DNA gyrase) dari aksi kuionolon. Menurut Abornoz et al. (2017) terdapat 
tujuh protein Qnr yang telah teridentifikasi yaitu QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, 
QnrD, QnrVC, dan QnrE, dengan berbagai variasi genetik. Mekanisme kedua 
dari PMQR adalah dengan melibatkan mutant aminoglycoside-modifying enzyme 
(AAC(6′)-Ib-cr) yang mampu memodifikasi beberapa kuinolon, termasuk 
siprofloksasin dan norfloksasin, dengan menambahkan grup asetil sehingga akan 
mengurangi kemampuan aktifitas antibakteri dari kuinolon (Robicsek et al. 2006). 
Mekanisme ketiga PMRQ adalah mengaktifkan pompa efflux QepA dan oqxAB. 
QepA merupakan transporter proton-dependent yang masuk dalam super family 
fasilator utama yang menyebabkan hydrophilic quinolone resistance (Yamane et 
al. 2007), sementara itu OqxAB merupakan pompa efflux multidrug transmissible 
resistance-nodulation-division (RND) yang baru diketahui mampu menurunkan 
kepekaan bakteri terhadap siprofloksasin dan asam nalidiksik (Kim  et al. 2009). 

Pada penelitian ini menunjukkan 45% isolat resistan kolistin-siprofloksasin 
memiliki gen qnrA (2 diantaranya juga memiliki gen qnrS). Hasil ini menunjukkan 
praduga prevalensi gen qnrA lebih tinggi dibandingkan dengan penelitian di 
Bangladesh oleh Mahmud et al. (2018). Mahmud et al. (2018) juga mengambil 
isolat E. coli dari broiler, dan dari 18 isolat resistan fluorokuinolon tidak ada yang 
memiliki gen qnrA.  Hasil uji deteksi gen pada isolat yang hanya memiliki gen 
qnrA dalam penelitian ini (35%), apabila dibandingkan dengan penelitian Kurnia 
et al. (2018) menunjukkan angka persentase yang lebih rendah. Dalam penelitian 
deteksi gen qnrA yang dilakukan oleh Kurnia et al. (2018) pada 25 isolat E. coli 
patogen dari Sukabumi - Indonesia, 52% diantaranya resistan siprofloksasin, 
menunjukkan 61.6% memiliki gen qnrA. 

Jumlah isolat yang memiliki gen qnrS ada 5 isolat (25%) dan 2 diantaranya 
memiliki gen qnrA (Tabel 2). Jumlah ini lebih rendah dari penelitian Mahmud et 
al. (2018) dalam penelitiannya sebanyak 72.22% isolat resistan fluorokuinolon 
memiliki gen qnrS. Adapun hasil dari Kurnia et al. (2019) menunjukkan angka 
yang sama yaitu 25% dari isolat yang diuji memiliki gen qnrS. Pada Tabel 2 
menunjukkan bahwa gen qnrB paling sedikit ditemukan dibandingkan dengan 
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gen qnrA dan qnrS yaitu 15%. Hasil ini juga sesuai dengan hasil penelitian Kurnia 
et al. (2018) yang juga menemukan bahwa qnrB yang paling sedikit ditemukan 
diantara ketiga gen yang diidentifikasi. 

Beberapa perbedaan hasil persentase gen qnrA, qnrB, dan qnrS dapat 
disebabkan karena perbedaan isolat E. coli yang diambil antara lain wilayah 
pengambilan dan tipe isolatnya. Pada penelitian ini yang diuji identifikasi gen 
qnrA, qnrB, dan qnrS adalah E. coli yang resistan siprofloksasin dan kolistin, 
adapun pada penelitian Kurnia et al. (2015) pengujian dilakukan pada 25 isolat 
E. coli patogen baik yang resistan siprofloksasin atau tidak. Adapun pada 
penelitian yang dilakukan oleh Mahmud et al. (2019), uji identifikasi gen qnrA 
dan qnrS dilakukan pada 18 isolat yang resistan fluorokuinolon tetapi tidak diuji 
resistannya terhadap siprofloksasin. Perbedaan tipe isolat inilah yang dapat 
menyebabkan perbedaan persentase dari tiap gen yang diuji. Meskipun demikian, 
hasil penelitian ini menunjukkan keterkaitan fenotip resistan siprofloksasin dan 
genotip gen qnr yang cukup tinggi. Hal ini dapat dilihat dalam Tabel 2,75% dari 
isolat yang resistan siprofloksasin memiliki satu atau lebih gen golongan qnr. 

Pada pengkajian ini ditemukan empat E. coli resistan kolistin dan siprofloksasin 
tetapi tidak memiliki gen penyandi resistansi fluorokuinolon berperantara plasmid 
yaitu qnrA, qnrB, dan qnrS. Hal ini dapat disebabkan karena mekanisme resistansi 
fluorokuinolon utamanya disebabkan karena perubahan mutasi pada kromosom 
di enzim target melalui stepwise mutations di quinolone resistance-determining 
regions (QRDRs) dari berbagai gen DNA gyrase (gyrA dan gyrB) dan/atau gen 
topoisomerase IV (parC dan parE). Mekanisme mutasi lainnya dapat terjadi pada 
gen yang mengatur ekspresi dari protein membran luar atau outer membrane 
proteins (OMPs) dan pompa efflux (Hooper dan Jacoby 2016).

Hasil penelitian ini memberikan informasi yang sangat penting berkenaan 
dengan resistansi terhadap antimikroba yang masuk dalam Highest Priority 
Critically Important Antimicrobials for Human Medicine. Mengingat isolat yang 
diuji adalah isolat yang juga resistan terhadap kolistin sulfat. Lima belas dari 20 
isolat (75%) diketahui memiliki gen mcr-1. Adapun dari 15 isolat yang positif 
memiliki gen mcr-1, hanya satu isolat saja yang negatif terhadap ketiga gen 
resistan siprofloksasin yang diuji. Hal ini menjadi peringatan yang sangat penting 
mengingat bahwa gen mcr-1, qnrA, qnrB, dan qnrS ditemukan dalam plasmid. 
Sehingga, gen dengan lebih mudah disebarkan ke bakteri strain lain. Berdasarkan 
hasil penelitian Poirel et al. (2005), resistansi bakteri gram negatif berkenaan 
dengan gen qnrA tidak hanya berasal dari hewan saja. Akan tetapi, lingkungan juga 
merupakan reservoir bagi bakteri resistan patogen sehingga memajan manusia. 
Oleh sebab itu, mengingat posisi siprofloksasin yang sangat penting bagi manusia 
dan tingginya keterkaitan gen dalam plasmid dengan resistansi siprofloksasin 
multiresistan kolistin, maka sebaiknya siprofloksasin di hewan produksi tidak 
dijadikan pilihan pertama dalam pengobatan infeksi bakteri. 



ProsidingPenyidikan Penyakit Hewan Rapat Teknis dan Pertemuan Ilmiah (RATEKPIL)
dan Surveilans Kesehatan Hewan Tahun 2020

410

Resistensi Antimikroba

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan adanya keterkaitan fenotip 
siprofloksasin dan genotipe gen qnr yang cukup tinggi yaitu 80% (16/20) dengan 
rincian 7 isolat (35%) memiliki gen qnrA, 4 isolat (20%) memiliki gen qnrB, 3 
isolat (15%) memiliki gen qnrS, 2 isolat (10%) memiliki gen qnrA serta qnrS, dan 4 
isolat (20%) negatif terhadap ketiga gen tersebut.  Hasil penelitian ini menunjukkan 
adanya ancaman resistansi yang serius mengingat isolat yang digunakan resistan 
terhadap kolistin dan siprofloksasin serta gen yang ditemukan berada di plasmid. 
Oleh sebab itu, sangat disarankan untuk menghindari penggunaan siprofloksasin 
sebagai pilihan pertama dalam pengobatan infeksi di hewan produksi. 
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