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Identifikasi Salmonella sp yang Bersifat Resisten Terhadap Asam Nalidiksat
Menggunakan Penanda Gen QRDR

AGNES
Program Studi Biologi Fakultas Bioteknologi, Universitas Kristen Duta Wacana
ABSTRAK

Salmonella Typhi yang merupakan penyebab demam tifoid diketahui menjadi resisten terhadap
antibiotik flurokuinolon yang menjadi terapi utama penyakit tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi dan mengklasifikasikan secara molekuler isolat tersangka Salmonella sp yang
bersifat resisten terhadap antibiotik asam nalidiksat menggunakan penanda gen QRDR (gyrA, gyrB,
parC dan parE). Isolat diperoleh dari bahan pangan es teh, susu sapi dan susu kambing. Skrining
terhadap isolat yang resisten terhadap antibiotik asam nalidiksat dan siprofloksasin dilakukan
dengan metode Kirby-Bauer disc diffusion. Deteksi gen resisten dilakukan dengan metode PCR
dengan menggunakan penanda gen gyrA, gyrB, parC dan parE. Produk PCR yang dihasilkan
dilanjutkan ke tahap sekuensing untuk menentukan identitas isolat secara filogenetik. Hasil skrining
terhadap 5 isolat diperoleh satu isolat dengan kode 5.17 yang bersifat resisten terhadap asam
nalidiksat dengan zona resisten 14 mm dan siprofloksasin dengan zona resisten 15 mm.
Berdasarkan analisis filogenetik disimpulkan bahwa penanda gen parC memiliki struktur
filogenetik yang lebih baik dalam mengelompokkan isolat resisten dibandingkan dengan penanda
gen gyrA, gyrB dan parE yang dibuktikan dengan tingkat similaritas yang tinggi pada urutan asam
nukleotida.

Kata kunci : Salmonella, QRDR, gyrA, gyrB, parC, parE



Identification of Salmonella sp Resistance Against Nalidixic Acid by using
QRDR gene markers

AGNES
Department of Biology, Faculty of Biotechnology, Duta Wacana Christian University
ABSTRACT

The use of antibiotics to cure the typhoid fever has resulted in the occurrence of resistant
Salmonella Typhi strains against fluoroquinolone as the main treatment for the disease. The goal of
this research is to identify and molecularly classify the suspected Salmonella sp isolate which is
resistant against nalidixic acid using QRDR gene markers (gyrA, gyrB, parC, and parE). Isolates
were obtained from iced tea, cow’s milk, and goat’s milk. Nalidixic acid and ciprofloxacin resistant
isolates are screened using Kirby-Bauer disc diffusion method. Resistant gene are detected using
PCR with gyrA, gyrB, parC, and parE gene markers. PCR products were sequenced to determine
the phylogenetic relationship of the isolate compared to the database. One resistant isolate obtained
after being screened from five isolates and coded as isolate 5.17 with halo zone of 14 mm for
nalidixic acid and 15 mm for ciprofloxacin. According to its phylogenetic profile, it is clear that
parC is the best marker for differentiating resistant isolates compared to gyrA, gyrB, and parE as
shown by the higher similarity in nucleic acid sequences.

Keyword : Salmonella Typhi, QRDR, gyrA, gyrB, parC, parE
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BAB I
PENDAHULUAN

Salmonella merupakan bakteri enterik patogen dan salah satu subspesiesnya, Salmonella enterica
subsp. Enterica serovar Typhi, dapat menyebabkan demam tifoid pada manusia. Bakteri ini
menyebar melalui air minum ataupun bahan pangan yang terkontaminasi oleh feses yang
mengandung Salmonella. Jika terkonsumsi, konsumen dapat menderita demam tifoid atau paratifoid
(Freeman, 1979).

Sejak tahun 1940, terjadi peningkatan kejadian infeksi Salmonella akibat serovar non tifoid di
negara-negara industri. Pada 1998 terjadi peningkatan secara global dan di Eropa saja, 200.000
kasus dilaporkan pada tahun tersebut. Peningkatan keracunan makanan yang disebabkan oleh
Salmonella enterica diduga terkait dengan infeksi dari unggas. Data yang bersumber dari WHO
(1996) menyebutkan penyakit tifoid menyebabkan 16 juta kasus per tahun dengan tingkat serangan
tahunan berkisar 358 sampai 1.100 per 100.000 penduduk, 600.000 orang di antaranya meninggal.
Pada laporan WHO 2003 demam tifoid ini menjadi masalah yang cukup besar di Asia. Di Asia
demam tifoid tercatat 22 juta kasus dan 216.500 kematian setiap tahunnya (WHO, 2003).

Terapi antibiotik pada Salmonella yang menyebabkan gastroenteritis biasanya dianjurkan dalam
kasus risiko salmonellosis invasif. Flurokuinolon telah berhasil digunakan untuk mengobati
salmonellosis, pada umumnya antibiotik ini disaranakan pada pengobatan pertama kali, dan juga
telah terbukti berguna untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh multiply antibiotic resistant
(MAR) strains (Piddock dan Laura, 2002).

Penggunaan antibiotik fluroquinolones menjadi terapi utama untuk demam tifoid terbukti karena
efektif dan aman. Pada Salmonella, DNA girase adalah target utama aksi kuinolon, mutasi pada
quinolone resistance-determining region (QRDR) dari penanda gen gyrA dapat menimbulkan
resistensi pada nonfluorinated quinolone seperti asam nalidiksat dan mengurangi khasiat untuk
flurokuinolon seperti halnya siprofloksasin yang memiliki MIC of 0.25 g/ml (Eaves et al., 2004).
Resistensi terhadap kuinolon ini terutama disebabkan oleh: (i) mutasi pada resistensi kuinolon yang
menentukan daerah (QRDRS) dari gen target (gyrA dan gyrB, yang mengkodekan DNA girase, dan
parC atau parE, yang mengkode topoisomerase 1V), dan (ii) rendahnya akumulasi antimikroba
dalam sel, sebagian besar dikaitkan dengan peningkatan AcrAB TolC efflux pump (Lunn et al.,
2010).

Resistensi terhadap flurokuinolon di Salmonella, dikaitkan dengan mutasi pada gen gyrA. Mutasi
jarang dilaporkan pada gen gyrB, dan tidak dilaporkan dalam gen parC. Salmonella di Hong Kong
telah rentan terhadap flurokuinolon. Namun, terlihat peningkatan MIC (0,03-2 g / ml) dari
flurokuinolon untuk Salmonella yang diisolasi pada periode 1993-1998. Isolat klinis dari

Salmonella dengan resistensi fluorokuinolon signifikan (MIC, > 8 g / ml) sangat jarang di seluruh
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dunia. Hal ini penting untuk memahami mekanisme yang mendasari penyebab resistensi tingkat
tinggi di Salmonella (Ling et al., 2003).

Resistensi kuinolon di Salmonella spp diakibatkan mutasi pada DNA girase (gyrA dan gyrB)
atau topoisomerase (parC dan parE) atau penurunan permeabilitas pada agen atau berlebih dari
efflux pump. Baru-baru ini, gen gnr yang menghambat aksi kuinolon dengan target subunit gyrA
dan gyrB, telah dilaporkan. Perubahan nukleotida dalam QRDR dari gyrA di Salmonella yang lebih
umum daripada mutasi pada gyrB atau gen topoisomerase. Pada Salmonella Typhi, substitusi
nukleotida gen gyrA yang terjadi pada Ser-83, Asp-87, Glu-133, Asp-76, Phe-72, Leu-55, dan GlIn-
106 telah dilaporkan sebelumnya, dengan mutasi paling umum pada kodon 83 ( Tatavarthy et al.,
2012).

Berdasarkan latar belakang tersebut, dalam perkembangannya gen QRDR digunakan sebagai
penanda untuk identifikasi molekuler strain yang resisten terhadap antibiotik, terutama golongan
kuinolon. Gen gyrA, gyrB, parC dan parE terbukti dapat meningkatkan resolusi taksonomi dari
anggota Salmonella dibandingkan dengan gen 16S RNA. Analisis hubungan filogenetik bakteri
menggunakan penanda QRDR dari gyrA dan gyrB (subunit dari girase DNA) dan parC dan parE
(subunit dari topoisomerase 1V) menghasilkan klasifikasi yang lebih baik daripada daerah 16S
rRNA (Amarantini dan Satwika, 2015).

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi dan mengklasifikasi secara molekuler isolat
tersangka Salmonella dari berbagai bahan pangan yang bersifat resisten terhadap antibiotik asam
nalidiksat menggunakan penanda gen QRDR. Identifikasi molekuler berdasarkan gen QRDR
bermanfaat untuk menentukan hubungan filogenetik antara strain yang resisten dan sensitif.
Klasifikasi dengan menggunakan pendekatan secara filogenetik dengan meningkatkan penyebaran
strain Salmonella yang mulai berkurang kepekaannya terhadap kuinolon. Salmonella Typhi yang
bersifat resisten terhadap asam nalidiksat diketahui menunjukkan penurunan kerentanan terhadap
siprofloksasin (0,125-1 pgl.-1) sehingga menjadi masalah utama bagi benua India (Capoor et al.,
2007).



25

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Isolat tipikal Salmonella sp (kode 5.17) asal minuman es teh memiliki sifat resistensi
terhadap asam nalidiksat dan siprofloksasin. Berdasarkan uji molekuler dibuktikan bahwa isolat
tersebut memiliki gen QRDR yang menjadi target utama aksi antibiotik kuinolon. Secara filogenetik
dengan menggunakan penanda gyrA, gyrB, parC, dan parE isolat tersebut memiliki kecenderungan
berkerabat dengan isolat Salmonella yang bersifat resisten. Penanda gen parC terbukti dapat
memilahkan isolat Salmonella yang resisten dari kelompok yang sensitif dan mengelompokkan
identitas isolat 5.17 sekerabat dengan Salmonella Paratyphi (AB072700). Gen parC dapat
digunakan lebih lanjut sebagai penanda molekuler yang baik untuk deteksi kelompok bakteri yang
resisten terhadap antibiotik. Data molekuler ini bermanfaat untuk diteliti lebih lanjut dalam hal
mengetahui letak mutasi pada isolat Salmonella yang resisten terhadap antibiotik asam nalidiksat
dan siprofloksasin perlu penelitian lebih lanjut untuk menentukan mutasi pada isolat-isolat yang

resisten dengan urutan asam amino dengan menggunakan genedoc.
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