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Abstrak

Resistensi antibiotika kini sudah menjadi masalah global yang dapat membahayakan peternakan.
Penggunaan antibiotik sebagai pemicu pertumbuhan hewan ternak dapat berdampak pada
manusia. Penelitian ini menyelidiki resistensi antibiotik Ciprofloxacin dan Erythromycin terhadap
Escherichia coli. Sebanyak 14 sample FE.coli diisolasi dari colon usus ayam yang dipelihara secara
konvensional oleh peternak pedaging di Yogyakarta. Isolat E.coli dikulturkan pada media Eosin
Methyelene Blue Agar (EMB) selama 24 jam di Laboratoriun Bakteriologi Balai Besar Penelitian
Veteriner (BBLITVET) Bogor, Indonesia. Cakram antibiotik Ciprofloxacin dan Erythromycin
diletakkan pada media EMB kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Diameter zona
hambat bening dan zona hambat resistensi diukur pada masing-masing pengulangan
menggunakan standar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa antibiotik Erythromycin memiliki daya resisten lebih tinggi yaitu sebanyak
13 isolat (92,85%) sedangkan Ciprofloxacin memberikan daya sensitive terbanyak yaitu 10 dari 14
isolat (71,42%). Sebagai kesimpulan, penggunaan Erythromycin sebagai antibiotik dapat
dipertimbangkan mengingat sensitivitasnya yang rendah.

Kata Kunci: Ciprofloxacin, Erythromycin, Escherichia coli, resistensi antibiotik, usus ayam

Abstract
Antibiotic resistance has now become a global problem that can endanger livestock. The use of
antibiotics as a trigger for the growth of livestock can have an impact on humans. This study
investigated the antibiotic resistance of Ciprofloxacin and Erythromycin against Escherichia coli. 14
samples of E.coli were isolated from the intestinal colon of chickens that were kept conventionally by
broiler breeders in Yogyakarta. E.coli isolates were cultured on Eosin Methylene Blue Agar (EMB)
media for 24 hours at the Bacteriology Laboratory of the Indonesian Veterinary Research Institute
(BBLITVET), Bogor, Indonesia. Ciprofloxacin and Erythromycin antibiotic discs were placed on
EMB media and then incubated for 24 hours at 37°C. The diameter of the clear zone of inhibition
and the zone of resistance inhibition was measured on each repetition using the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) standard. The results obtained showed that the antibiotic
Erythromycin had higher resistance than Ciprofloxacin. In conclusion, these two antibiotics can be
categorized as susceptible or sensitive to E. coli bacteria.
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PENDAHULUAN

Peningkatan insiden resistensi patogen terhadap antibiotik telah diamati selama
empat dekade terakhir (Singh et al., 2018). Penggunaan antibiotik memainkan peran
penting dalam munculnya patogen yang resisten terhadap antibiotik di seluruh dunia
maupun di negara berkembang (Laxminarayan & Chaudhury, 2016). Pendekatan
antibiotik merupakan pengobatan kedokteran yang digunakan untuk memerangi infeksi
(Aslam et al., 2018) dan manajemen klinis penyakit menular pada manusia, tumbuhan
dan hewan (Chattopadhyay, 2014). Namun, hal ini menjadi berbahaya karena
berkontribusi pada meningkatnya jenis bakteri resisten atau infeksi tidak dapat diobati
(Nhung et al., 2016).

Resistensi antibiotik pada patogen mengarah pada peningkatan mortalitas dan
morbiditas, juga peningkatan penularan infeksi (Singh et al., 2018). Kekhawatiran
terhadap kesehatan manusia, hewan, dan lingkungan (Aslam et al., 2018) meningkat
seiring dengan munculnya bakteri resisten. Saat bakteri penyebab infeksi terpapar obat di
bawah dosis yang diperlukan, maka resistensi antibiotik akan terjadi (Erami et al., 2015),
ia akan bermutasi dan menolak pengobatan antibiotik melalui seleksi alam (Frieri et al.,
2017). Mutasi genetik ini dapat timbul dari adopsi plasmid yang membawa gen resistensi
atau melalui mutasi pada kromosom bakteri itu sendiri (Richardson, 2017).

Antimikroba banyak digunakan untuk pencegahan dan pengobatan infeksi pada
hewan yang dikonsumsi manusia (Al Azad et al., 2019), sehingga dianggap sebagai hal
yang berkontribusi dalam kasus resistensi antibiotik (Nhung et al., 2016). Tingginya
jumlah antimikroba yang digunakan dalam produksi hewan diperkirakan akan semakin
meningkat terutama di negara berkembang (Nhung et al., 2016). Hal ini terjadi karena
prinsip kerja antibiotik yang menargetkan dan menghambat proses seluler esensial,
memperlambat pertumbuhan, dan mematikan sel yang terinfeksi (Richardson, 2017),
sehingga menguntungkan peternak hewan dalam menjaga produktivitas hewan ternak
(Nhung et al.,, 2016). Pola penggunaan antibiotik yang meningkat pada hewan,
mendorong meningkatnya angka resistensi antimikroba (Schar et al., 2018).

Escherichia coli merupakan salah satu bakteri yang telah mengembangkan
resistensinya terhadap berbagai antibiotik melalui gangguan pompa eflux dan gen
resistensi yang terletak pada plasmid (Szmolka & Nagy, 2013). E. coli terkenal karena
kemampuannya dalam menyebabkan gastrointestinal yang bermanifestasi sebagai diare,
infeksi saluran kemih, meningitis, sepsis, infeksi perut, osteomielitis, selulitis, infeksi luka,
dan colibacillosis. Infeksi yang disebabkan FE.coli telah menjadi masalah karena
berdampak pada seringnya penggunanya antimikroba dalam pengobatannya (Kazemnia
et al., 2014). Intensitas penggunaan antimikroba ini berdampak pada meningkatnya
resistansi F.coli di negara maju dan berkembang (Kibret & Abera, 2011).

Faktor distribusi E. coli melalui rantai makanan berdampak pada resistensi E. coli
terhadap antimikroba dengan prevalensi yang tinggi (Shabana & Al-Enazi, 2020).
Kemampuan bakteri resisten untuk menyebar didokumentasikan oleh berbagai kasus
penularan bakteri antara hewan dan manusia (Alpay-Karaoglu et al., 2007; Kazemnia et
al., 2014). Studi yang dilakukan Kibret & Abera (2011) melaporkan bahwa Isolat E. coli
menunjukkan tingkat resistensi yang tinggi terhadap eritromisin, amoksisilin, dan
tetrasiklin. Lebih dari 50% isolat E. coli yang diperoleh dari infeksi luka resisten terhadap
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cefazolin, ampicillin, cefuroxime, mezlocillin, moxifloxacin, piperacillin, dan tetrasiklin
(Alharbi et al., 2019). Prevalansi antimikroba yang dilaporkan Al Azad et al. (2019)
tercatat untuk tetrasiklin 95,25% diikuti oleh ampisilin 91,25%, streptomisin 88,25%,
Erythromycin 84,75%, dan trimethoprim 65,5%. Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa antibiotik memiliki prevalansi yang tinggi terhadap gen resisten E. coli. Namun,
sejauh yang kami ketahui pengujian resistensi antibiotik Ciprofloxacin dan Erythromycin
terhadap strain E. coli jarang dilaporkan. Penggunaan antibiotik secara bijak (prudent use
of antibiotics) dapat mengurangi resistensi antimikroba (Meriyani et al., 2021). Untuk
mengurasi penyebaran dan meluasnya bakteri resisten dapat dilakukan dengan
menggunakan antibiotik sesuai dengan standar prinsip kewaspadaan. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat menjadi acuan oleh peternak untuk menentukan jenis antibiotik yang
paling efektif dalam mengobati penyakit pada ternak ayam.

Industri produksi ternak merupakan sumber pendapatan yang penting, sayangnya
antimikroba secara luas digunakan untuk pencegahan atau pengobatan infeksi hewan
(Zhao et al., 2018). Resistensi antibiotik dianggap masalah kesehatan global, dan akan
mempersulit perawatan infeksi (Li et al., 2014). Fakta yang terjadi menuntun studi ini
dalam menganalisis pola prevalensi resistensi E. coli terhadap multi-antibiotik. Secara
khusus penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui tingkat resistensi
antibiotik Ciprofloxacin dan Erythromycin terhadap strain E. coli yang diisolasi dari usus
ayam.

METODE
Persiapan Sampel dan Bahan

E.coli diisolasi dari colon usus ayam yang dipelihara secara konvensional. Isolat
ayam berasal dari peternak ayam pedaging di Yogyakarta. Bahan lainnya sperti aquadest,
NaCl fisiologis, lactose broth (Difco TM LOT803281), eosin methyelene blue agar (EMB)
(Oxoid CM0069), Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM0337), 5ug cakram antibiotik
Ciprofloxacin (Oxoid), 30ug cakram antibiotik Erythromycin (Oxoid), kertas bekas, air
keran, alkohol, chlorin, larutan basa KOH jenuh, gram’s crystal violet solution (Fluka
Analytical 94448), gram’s iodine solution (Fluka Analytical 90107), gram’s decolorizer
solution (Fluka Analytical 75482), gram’s safranin solution (Fluka Analytical 94635)
digunakan dalam studi ini. Seluruh rangkaian penelitian uji resistensi dilakukan di
Laboratorium Bakteriologi, Balai Besar Penelitian Veteriner (BBLITVET) Bogor,
Indonesia.

Prosedur Penelitian

Metode pengujian resistensi antibiotik dalam penelitian ini adalah dengan metode
difusi agar dengan menggunakan kertas cakram antibiotik. Dalam penelitian ini, dua
kelompok media perlakuan yaitu pemberian antibiotik Ciprofloxacin (5ug) dan antibiotik
Erythromycin (15pg) ditentukan. Sebanyak 14 isolat E.coli dari usus ayam diinokulasi
pada cawan petri dengan tiga kali ulangan pada masing-masing kelompok. Metode isolasi
yang digunakan dalam penelitian adalah metode goresan langsung. Pada metode difusi
paper disk, kertas disk yang mengandung antibiotik diletakkan di atas permukaan media
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setelah diinokulasi. Media MHA disajikan pada masing-masing cawan petri sebagai
media dasar. Setelah E.coli di inokulasi, semua cawan petri di diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Penghitungan zona bening yang terbentuk di sekitar cakram diukur
menggunakan penggaris. Terakhir, identifikasi bakteri dilakukan dengan metode
pewarnaan gram.

Untuk pengujian resistensi antibiotik, isolasi E.coli dikembangkan pada media
EMB dengan suspensi pengenceran 1x10' — 1x10°. Dengan cara yang sama, inokulasi
E.coli pada medium EMB diikubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Tahap selanjutanya,
penghitungan koloni E.coli dilakukan dengan koloni counter. Tahap terakhir adalah
pewarnaan gram dengan suspensi pengenceran 1x10° — 1x10°.

Analisis Data

Data diperoleh dengan mengukur diameter zona hambat pada masing—masing
kelompok. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri dilihat dari daerah jernih
disekitar cakram. Masing-masing penghitungan di tabulasikan pada Ms. Excel untuk
dirata-rata dari semua ulangan. Setelah itu hasil perhitungan rata—rata diameter zona
bening yang dihasilkan, dibandingkan dengan kategori zona hambat resistensi antibiotik
berdasarkan standar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) merujuk (Dhanda,
et al, 2013).

Tabel 1. Zona hambat masing-masing kelompok perlakuan antibiotik

L Kategori Zona Hambat
Antibiotik Resistant Intermediet Sensitif (Susceptible)
Ciprofloxacin (5ug) <15 16-20 >21
Erytrhomycin (15ug) <13 14-17 >18
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Isolasi Bakteri E.coli dari Usus Ayam

Eosyn Methylene Blue Agar (EMBA) atau sering disebut media EMB merupakan
media selektif yang mengandung eosin dan metilen biru dengan ciri khas berwarna merah
keunguan. Media EMB banyak digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
Gram positif. Oleh karena itu media ini dipilih untuk bakteri Gram negatif. Hasil
inokulasi bakteri E.coli pada media EMB menunjukkan perubahan warna pada
permukaan media menjadi warna pelangi yang berkilau atau disebut juga warna violet,
yang menunjukkan keberadaan F.coli.
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Pewarnaan Gram Bakteri

Pewarnaan Gram menujukkan bahwa E. coli berwarna merah dan berbentuk batang
seperti karakteristik untuk kelompok bakteri Gram negatif pada umumnya. Warna merah yang
dihasilkan disebabkan karena dinding sel (lapisan lipid) E.coli mudah rusak saat dicuci dengan
alkohol. Lapisan lipid meenunjukkan kelemahannya dalam mempertahankan zat warna violet.
Hal ini terlihat ketika dilakukan pewarnaan dengan safranin yang cenderung berwarna merah.

Gambar 2. E. coli berwana merah dalam pewarnaan safranin pada perbesaran 400X

Uji Resistensi Antibiotik

Diameter Daerah Hambat (DDH) diukur pada tiap pengulangan isolat E. coli
sehingga diperoleh nilai rata-ratanya. Data DDH kemudaian dibandingkan dengan tabel
CLSI (Tabel 2).

Tabel 2. Nilai rata-rata resistensi antibiotik pada E. coli

Antibiotik
Isolat Ciprofloxacin (5pg) Erythromycin (30ug)
Rata-rata DDH (mm) Kategori Rata-rata DDH (mm) Kategori

A 21,67 S 11,67 R
B 6,33 R 6 R
C 24 S 8 R
D 28 S 6 R
E 25,67 S 15,33 I
F 28 S 9 R
G 31 S 8,67 R
H 30 S 9 R
I 9,33 R 8,67 R
J 10 R 9,33 R
K 10,67 R 6,33 R
L 28 S 8,67 R
M 22 S 6 R
N 30,33* S 9 R

Ket : Angka yang diberikan tanda * menunjukkan diameter zona hambat yang dihasilkan terbentuk parsial.
(S : Sensitif / susceptible, I : Intermediet, R : Resistent).

Tabel 2 menunjukkan hasil bahwa sampel isolat bakteri yang diberikan antibiotik
Ciprofloxacin memiliki daya hambat rata-rata lebih tinggi dari pada pemberian
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Erythromycin. Sebanyak 10 perlakuan isolat E. coli ang diberi Ciprofloxacin
menunjukkan kategori susceptible atau sensitif (S) dengan diameter tertinggi pada isolat
kode E yaitu sebesar 25,67 mm dari 3 kali pengulangan. Sementara pada pemberian
Erythromycin hampir semua isolat dikategorikan resisten (R) berdasarkan pada (CLSI
M45 3%, 2015) yaitu < 12 mm. Pemberian Erythromycin pada isolat E menunjukkan nilai
rata-rata zone hambat sebesar 15,33 mm yang dikategorikan intermediet berdasarkan
pada (CLSI M45 3% 2015) (13-15 mm). Nilai ini dapat dimungkinkan dapat menjadi
sensitive apabila diberikan dosis yang lebih tinggi atau frekuensi dosis yang lebih sering.

Pembahasan

Penelitian ini menunjukkan bahwa antibiotik Erythromycin cenderung lebih
resisten jika dibandingkan dengan antibiotik Ciprofloxacin. Hal ini terjadi karena, efek
terbesar eritromisin terhadap kokus gram positif. Eritromisin merupakan antibiotik
golongan makrolida (Liasi, et al., 2009) yang umumnya bersifat bakteriostatis terhadap
bakteri gram positif (Usali, 2014) dan kurang sensitif terhadap bakteri gram negatif
(Palupi, 2015). E.coli, memiliki struktur membran ganda lebih tebal jika dibandingkan
dengan bakteri gram positif karena memiliki lipopolisakarida (LPS) di bagian mebran luar
dengan komposisi utama peptidoglikan seperti lipoprotein, membran luar, dan
lipopolisakarida (Hanif, 2009; Sari, 2015). Peptidoglikan ini berfungsi sebagai penghalang
yang memperlambat penetrasi antimikroba (Monte, et al, 2014). Sehingga, antibiotik
eritromisin sulit untuk dapat menembus dinding sel bakteri yang mengakibatkan FE.coli
resisten terhadap antibiotik eritromisin.

Eritromisin merupakan antibiotik dengan aktivitas narrow-spektrum vyaitu
antibiotika yang aktif terhadap beberapa jenis bakteri saja, hanya bekerja terhadap kuman
gram positif'saja (Pratiwi, 2013). Aktivitas antimikrobial eritromisin bersifat bakteriostatis
(bakterisid) yang tergantung dari kadar dan jenis kuman lainnya. Mekanisme terjadinya
resistensi pada antibiotik eritromisin adalah menghambat sintesis protein bakteri (Liasi,
et al.,, 2009) dengan dengan cara melekat pada subunit ribosom 50S. Eritromisin
menghambat tahap translasi yaitu molekul peptidil tRNA yang baru terbentuk berpindah
acceptor site A (A site) pada ribosom ke peptydil donor site (P site) (Palupi, 2015). Enzim
RNA metilase diduga memasukkan gugus metil ke adenin pada sub unit 50S rRNA yang
mengakibatkan eritromisin tidak dapat terikat pada RNA yang termetilasi. Erythromycin
seharusnya terikat pada sub-unit 50S ribosom bakteri dan mengeblok sintesis protein
bakteri sehingga pertumbuhan bakteri dapat terhambat. Pada FE.coli dan beberapa strain
bakteri resisten eritromisin lainnya, terdapat perubahan pada gen pengkode protein L4
atau L12 pada subunit 50S ribosom yang mengakibatkan penurunan afinitas eritromisin
terhadap ribosom bakteri (Pratiwi, 2008).

Sementara data hasil penelitian Ciprofloxacin menunjukkan bahwa sebagian
besar Ciprofloxacin dikategorikan susceptible atau sensitif terhadap bakteri F.co/i. Hal ini
dikarenakan antibiotik Ciprofloxacin merupakan antibiotik dengan aktivitas spektrum
luas (broad-spectrum) (Soni, 2012) yang aktif terhadap bakteri gram positif dan bakteri
gram negatif (Pratiwi, 2008). Selain itu, pada bakteri gram negatif seperti E.coli memiliki
saluran spesial terbuat dari protein yang disebut Porins pada dinding sel. Porins berfungsi
sebagai tempat masuknya komponen hidrofilik seperti asam amino dan gula yang penting
untuk nutrisi bakteri (Hanif, 2009; Sari, 2015). Antibiotik Ciprofloxacin dapat
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menghambat sintesis asam nukleat dengan berdifusi pasif melalui kanal porins pada
membran luar bakteri secara intra seluler (Pratiwi, 2013). Antibiotik secara unik
menghambat replikasi DNA bakteri dengan mengganggu sistem kerja enzim
topoisomerase IV dan topoisomerase II (DNA girase) selama pertumbuhan dan
reproduksi bakteri (Khan, et al., 2015). Sehingga antibiotik Ciprofloxacin dapat masuk ke
dalam dinding sel bakteri E.coli dan menghentikan laju pertumbuhan bakteri.

Ciprofloxacin merupakan golongan florokuinolon yang bersifat bakterisidal yang
menghambat enzim DNA girase pada saat replikasi DNA dan transkripsi mRINA (Khan,
et al., 2015). Namun, dari hasil penelitian diketahui bahwa tidak semua Ciprofloxacin
bekerja menghambat pertumbuhan bakteri dengan baik, terlihat pada sampel isolat
bakteriI, J, K, dan C. Pada perlakuan tersebut, Ciprofloxacin justru dikategorikan bersifat
resistant terhadap bakteri E.coli. Hal ini dimungkinkan mekanisme resistensi antibiotik
terjadi secara alamiah (bawaan) (Suwito, 2011).

Antibiotika sering digunakan sebagai Antibiotic Growth Promoter (AGP) dalam
pakan sebagai imbuhan yang digunakan membantu melawan bakteri patogen
(Magdalena, 2013). Selain itu, antibiotik juga digunakan untuk pengobatan dan
pencegahan penyakit infeksi pada hewan ternak (Humaida, 2014). Namun, seringkali
para peternak kurang memperhatikan keamanan antibiotik tersebut. Pemberian dosis
tinggi sering dilakukan tanpa pengawasan dokter hewan. Hal ini juga dipicu karena
berbagai jenis antibiotika dapat diperoleh dengan mudah dari toko obat hewan atau dari
koperasi peternak. Lebih lanjut, keberadaan residu antibiotika dalam produk asal hewan
ternak yang dapat menyebabkan timbulnya resistensi antibiotika (Marlina, 2015).
Antibiotik dapat terserap dan tertimbun pada produk ternak (telur, daging, dan susu)
sehingga secara tidak langsung dapat membayakan manusia (Warisah, 2015). Di
Indonesia, kesadaran akan bahaya residu antibiotika dalam produk peternakan masih
rendah dengan dampak tidak langsung. Akan tetapi, penumpukan residu antibiotika ini
akan membahayakan kesehatan manusia jika mengonsumsi secara terus produk yang
mengandung residu

Residu antibiotika selain dapat menyebabkan resistensi, juga dapat menimbulkan
alergi bahkan keracunan (Chowdhury, et al., 2015). Pemakaian antibiotika yang tidak
tepat dan tidak wajar baik dalam memilih jenis antibiotika maupun dosis serta lama
pemakaian dapat menimbulkan bakteri yang resisten. Mikroba yang resisten dapat
menjadi penyebab kegagalan pengobatan penyakit infeksi. Selain itu kebersihan kandang
dan lingkungan di sekitar kandang ternak juga akan berpengaruh apabila pada salah satu
hewan telah terdapat bakteri yang telah resisten terhadap suatu antibiotik. Bakteri akan
mudah menyebar melalui feses, makanan, dan minuman ternak. Rute penyebaran bakteri
yang resisten antibiotik dari hewan ke manusia dapat melalui beberapa cara, diantaranya
: penyebaran bakteri E.coli yang telah mengalami resistensi melalui air dan makanan yang
terkontaminasi feses hewan atau dari manusia yang bersifat karier (pembawa).
Kontaminasi silang bakteri dari pada bahan pangan yang akan dikonsumsi melalui orang
yang manangani makanan, pemrosesan, kontaminasi peralatan atau kontaminasi saat
penyimpanan bahan pangan (Sidik, 2016).
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian mengenai resistensi antibiotika Ciprofloxacin dan
Erythromycin pada bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari usus ayam, dapat
disimpulkan bahwa sebagian besar antibiotik Ciprofloxacin dikategorikan susceptible atau
sensitif terhadap bakteri Escherichia coli. Sebagian besar antibiotik Erythromycin
dikategorikan mengalami resistensi terhadap bakteri Escherichia coli. Hal ini membuktikan
bahwa penggunaan antibiotik Erythromycin tidak memberikan dampak positif dalam
membunuh bakteri.
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