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ABSTRAK

Resistensi antibiotik pada beberapa tahun terakhir menjadi ancaman yang muncul dan menyebabkan
kekhawatiran bagi dunia kesehatan karena semakin meningkatnya bakteri yang resisten terhadap hampir
semua golongan antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui prevalensi kejadian resistensi
Pseudomonas aeruginosa terhadap antibiotik golongan karbapenem dan prevalensi fenotip isolat P.
aeruginosa yang memproduksi Metallo Beta-Laktamase (MBL) pada pasien infeksi di RSUP Dr. Wahidin
Sudirohusodo. Penelitian dilaksanakan di laboratorium patologi klinik RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo
Makassar periode Mei-Juli 2019. Penelitian ini menggunakan desain eksperimental laboratorium dengan
teknik pengambilan sampel secara consecutive sampling. Bakteri P. aeruginosa diisolasi dari 50 pasien.
Pengujian dilakukan meliputi uji sensitivitas antibiotik dengan menggunakan vitek 2 compact dan uji fenotip
deteksi MBL dengan menggunakan metode Combined Disk test (CDT). Hasil penelitian bakteri P. aeruginosa

/|;\nt||3b|ot|k, yang menginfeksi pasien di RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar telah mengalami resistensi terhadap
Par Zpenem, antibiotika golongan karbapenem, sebesar 26% (13/50) dan 46,15% (6/13) Isolat P. aeruginosa yang resistensi
seudomonas

aeruginosa, MBL, CDT
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terhadap antibiotika golongan karbapenem positif menghasilkan MBL.

PENDAHULUAN

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram
negatif yang seringkali menjadi sumber infeksi
serius pada pasien rawat inap terutama dengan
gangguan pertahanan kekebalan tubuh, seperti
pasien luka bakar, pasien kanker dan fibrosis
kistik. infeksi bakteri P. aeruginosa juga
menimbulkan manifestasi klinis mencakup kasus
bakteremia, pnemonia, meningitis, infeksi saluran
kemih, infeksi luka pasca operasi dan infeksi
lainnya. Disamping itu penularan infeksi melalui
kontak dari satu pasien ke pasien lain kerap terjadi
di lingkungan rumabh sakit (1).

Resistensi bakteri terhadap antibiotik merupakan
masalah yang sangat serius dalam dunia
kesehatan. = Penggunaan antibiotik  secara
irrasional merupakan salah satu penyebab suatu
antibiotik kehilangan kemampuannya dalam
melawan bakteri P. aeruginosa, akibatnya infeksi
yang disebabkan bakteri ini sulit untuk diatasi dan
dapat mengancam jiwa, khususnya jika
disebabkan oleh strain yang multiresisten (2,3).

Meningkatnya prevalensi infeksi P. aeruginosa
Multidrug-Resistant (MDR), termasuk resisten
terhadap beta-laktam spektrum luas,
aminoglikosida dan fluorokuinolon, semakin
menyulitkan pemilihan terapi antibiotik yang
tepat. Saat ini karbapenem menjadi antibiotik
pilihan untuk infeksi P. aeruginosa. Namun,
resistensi karbapenem juga semakin meningkat
sehingga hal ini akan menjadi masalah kesehatan
masyarakat (4). Salah satu mekanisme resistensi
bakteri gram negatif adalah dengan memproduksi
Metallo Beta-Laktamase (MBL) (5).
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Resistensi ini disebabkan oleh akuisisi plasmid
yang mengandung gen yang mengkode enzim
MBL, terutama diproduksi oleh P. aeruginosa,
serta enzim tersebut bisa menghambat semua
antibiotik kelas beta-laktam kecuali monobactam,
Selain itu, MBL tidak rentan terhadap terapi
inhibitor beta-laktamase, tetapi enzim jenis ini
dapat dihambat oleh pengobatan dengan ethylene
diamine tetra-acetic acid (EDTA) (6,7).

Metallo Beta-Laktamase (MBL) adalah kelompok
enzim beta-laktamase yang membutuhkan ion
seng untuk mengkatalisis hidrolisis beta-laktam
dan tidak memiliki urutan atau homologi
struktural ke serin beta-laktamase. Mereka
memperlihatkan profil substrat spektrum luas
mengkatalisis hidrolisis berbagai antibiotik beta-
laktam termasuk penisilin, sefalosporin,
karbapenem, cephamycins, dan bahkan beberapa
inhibitor berbasis mekanisme kelas A beta-
laktamase (8). Enzim MBL dapat dibagi dalam tiga
subclass: subclass B1, B2, dan B3 berdasarkan
urutan asam amino, profil substrat, dan kebutuhan
ion logam. Subkelas B1 adalah yang terbesar dan
mengandung beberapa beta-laktamase yang
dipelajari dengan baik: BCII dari Bacillus cereus,
CcrA dari Bacteroides fragilis, IMP-1, SPM-1 dari P.
aeruginosa, dan BlaB dari Cryseobacterium
meningosepticum. Enzim ini efisien mengkatalisis
hidrolisis berbagai substrat seperti penisilin,
sefalosporin, dan karbapenem. BCII
mengkatalisasi hidrolisis penisilin pada tingkat
yang jauh lebih tinggi daripada sefalosporin dan
karbapenem (9).
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Penelitian terhadap bakteri P. aeruginosa yang resisten
terhadap antibiotik golongan karbapenem di Indonesia
pernah dilakukan di ICU RSUPN Cipto Mangunkusumo pada
tahun 2011 oleh Rini Latifah, dari total 77 isolat P. aeruginosa,
20 isolat (25,97%) diantaranya positif resisten terhadap
antibiotik golongan karbapenem dan dari 20 isolat tersebut,
4 isolat (20%) terbukti positif memproduksi karbapenemase.
Sedangkan penelitian lain yang dilakukan oleh Roslaili Rasyid
pada tahun 2012 di RS M. Djamil Padang, dari total 89 isolat
P. aeruginosa 23 isolat (25,84) yang resisten terhadap
antibiotik golongan karbapenem dan dari 23 isolat tersebut,
8 isolat (34,78%) terbukti positif memproduksi MBL (10,11).

Metode yang direkomendasikan oleh European Committee
on Antimicrobial susceptibility Testing (EUCAST) dan Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) untuk mendeteksi MBL
adalah menggunakan EDTA atau dipicolinic acid sebagai
inhibitor, begitupun dengan hasil penelitian Yong, D. et al,
menyarankan metode Disk Imipenem-EDTA yang biasa
dikenal dengan nama Combined Disk Test (CDT) sebagai
suatu metode yang sangat sensitif dalam menentukan isolat
penghasil enzim MBL (12,13,14).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui prevalensi
kejadian resistensi P. aeruginosa terhadap antibiotik
golongan karbapenem dan prevalensi fenotip isolat P.
aeruginosa yang memproduksi MBL pada pasien infeksi di
RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo Makassar.

METODE PENELITIAN

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini Autoklaf,
bunsen, BSC Tipell, cawan petri, erlenmeyer, Gel DOC,
Handscoon, hot plate, inkubator, jarum ose, kamera digital,
Laminar air flow, Lemari pendingin, mikropipet (1000 pl, 100
ul, 20 pl, 10 pl), mikrotube, mikrosentrifuse, oven, pH meter,
pipet serologi, sentrifuge, mesin shaker, tabung ependorf,
tabung uji, termometer, timbangan analitik, tips (1000 pl, 100
ul, 20 ul, 10 pl), vortex, waterbath, VITEK 2 Compact ® ,
Vorteks dan benda gelas lainnya.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini Agarose,
buffer TEA, Etidium bromide, H202, loading dye, MacConkey
agar, Mueller Hinton agar, suspensi standar McFarland,
natrium EDTA, Sodium Chloride (NaCl) 0,9%, dan paper disk
antibiotik (Imipenem 10 pg).

Uji identifikasi bakteri dari spesimen urin, sputum, pus, darah
dan jaringan dilakukan dengan menggunakan instrumen
VITEK 2 Compact, koloni yang tumbuh pada medium
disuspensikan dengan larutan NaCl 0,9% yang dibandingkan
dengan 0,5 McFarland lalu diinjeksikan sebanyak 145 ul
kedalam VITEK 2 Compact untuk diidentifikasi sensitifitas

bakteri terhadap antibiotik golongan karbapenem
(Imipenem, Meropenem dan Doripenem) dengan
menggunakan kartu GN.

Phenotypic Confirmatory Test pada wuji bakteri yang

menghasilkan MBL menggunakan kartu AST pada mesin
VITEK 2 Compact. Tabung suspensi bakteri dan kartu VITEK
2 AST dimasukkan ke rak khusus (cassette). Rak yang berisi
suspensi bakteri dan kartu dimasukkan ke vacuum chamber
station, suspensi bakteri dipindahkan ke sumuran oleh alat.

Tabung transfer dipotong secara otomatis. Kartu
dipindahkan ke ruang incubator setelah 15 menit, setelah
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diinkubasi akan dianalisis secara otomatis oleh system kartu
GN pada alat VITEK 2 Compact.

Uji konfirmasi (Phenotypic Confirmatory Test) dilakukan
dengan metode difusi agar menggunakan medium Muller-
Hinton Agar yang telah ditanami bakteri uji P. aeruginosa.
Larutan EDTA konsentrasi 0,5 M dibuat dengan melarutkan
46,53 g disodium EDTA - 2H20 dalam 250 mL air suling dan
menyesuaikannya dengan pH 8,0 dengan menggunakan
NaOH. Campuran itu disterilkan dengan cara autoklaf. Dua
cakram Imipenem 10 pg ditempatkan pada agar Mueller
Hinton dengan jarak 15 mm dari tengah lempengan agar dan
10 pL larutan EDTA 0,5 M ditambahkan ke salah satunya.
Zona penghambat cakram Imipenem dan Imipenem-EDTA
dibandingkan setelah 16 sampai 18 jam inkubasi pada 35°C.
Hasil positif dari uji tersebut didefinisikan, apabila terjadi
peningkatan diameter zona hambat = 7 mm dibandingkan
dengan cakram tanpa EDTA (12,14).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini telah dilakukan di RSUP Dr. Wahidin
Sudirohusodo Makassar tepatnya di ruang laboratorium
patologi klinik Rumah Sakit wahidin Sudirohusodo Makassar.
Pengambilan data penelitian dan pengujian laboratorium
dilakukan pada pasien dengan diagnosa penyakit infeksi yang
dirawat selama periode Maret - Juni 2019. Berdasarkan hasil
pemeriksaan laboratorium berupa nilai white blood cell
(WBC), nilai neutrophil, nilai limfosit, monosit, Laju endap
darah (LED), procalcitonin (PCT) yang diatas nilai normal,
hasil pemeriksaan bakteri penyebab infeksi dari isolat yang
menunjukkan P. aeruginosa satu-satunya bakteri penyebab
infeksinya tanpa kontaminasi bakteri penyebab infeksi
lainnya serta hasil uji resistensi antibiotik golongan
karbapenem. sebagai Subjek penelitian yang memenuhi
kriteria inklusi yaitu sebanyak 50 isolat pasien yang
terinfeksi bakteri P. aeruginosa.

Berdasarkan karakteristik pasien, jenis penyakit (Tabel 1.)
yang terdiagnosa dari pasien yang juga sebagai sumber isolat
bakteri P. aeruginosa terbesar adalah infeksi luka operasi
sebanyak 19 pasien dengan persentase 38% dan infeksi
saluran napas sebanyak 19 pasien dengan presentase 38%.
Hasil penelitian di Rumah Sakit Dr. Mohammad Hoesin
(RSMH) Palembang angka kejadian infeksi luka operasi
sebesar 56,67% dari 30 pasien (15). P. aeruginosa
merupakan patogen utama infeksi pada pasien rawat jalan
maupun rawat inap dimana sekitar 24,44% merupakan
penyebab utama infeksi luka bakar dan 12,21%. Menurut
Sulviana & Ashima S. P. aeruginosa merupakan patogen
utama infeksi pada pasien rawat jalan maupun rawat inap
dimana sekitar 24,44% merupakan penyebab utama infeksi
luka bakar, 12,21% merupakan penyebab infeksi saluran
pernapasan (16,17). Menurut temuan WHO, infeksi luka
operasi merupakan jenis infeksi nosokomial kedua terbanyak
setelah infeksi saluran kemih dengan angka kejadian infeksi
luka operasi di dunia berkisar antara 5% sampai 34% (18).

Tabel 1. Karakteristik Pasien berdasarkan diagnosis penyakit yang
terdiagnosa dari pasien yang juga sebagai sumber isolat bakteri P.
aeruginosa

Jenis Penyakit Jumlah Persentase %
Infeksi saluran napas 19 38
Infeksi luka operasi 19 38
Tuberkulosis 5 10
Meningitis 4 8
Infeksi saluran kemih 3 6
TOTAL 50 100

Jenis antibiotika yang diberikan kepada pasien yang
terinfeksi bakteri P. aeruginosa di RSUP Wahidin
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Sudirohusodo Makassar terdiri golongan sefalosporin,
penicillin, karbapenem, aminoglikosida, antituberkulosis,
flourokuinolon, makrolida dan antibiotika golongan lain.

Identifikasi bakteri P. aeruginosa dengan vitek 2 compact
(Tabel 2.) menunjukkan bahwa sampel isolat terbanyak
berasal dari sputum sebesar 24 isolat dengan persentase
48%, pus sebesar 16 isolat (32%), darah sebanyak 3 isolat
(6%), urin sebanyak 3 isolat (6%), jaringan sebanyak 3 isolat
(6%) dan feses sebanyak 1 isolat dengan persentase (2%).
Sedangkan hasil tingkat kekeruhan berada pada kisaran 93%
- 99% dengan probabilitas very good. Probabilitas vitek 2
compact untuk range 96% -99% dinyatakan sebagai
excellent, 93% - 95% dinyatakan very good. 89%- 92%
dinyatakan good, 85%- 88% dinyatakan acceptable dan
keberadaannya dua sampai tiga taxa yang memiliki pola sama
dinyatakan sebagai low discrimination (19).

Tabel 2. Hasil identifikasi bakteri P. aeruginosa dengan menggunakan
Instrumen Vitek 2 Compact® menunjukkan bahwa sampel isolat
terbanyak berasal dari sputum sebesar 24 isolat dengan persentase
48%, pus sebesar 16 isolat (32%), darah sebanyak 3 isolat (6%), urin
sebanyak 3 isolat (6%), jaringan sebanyak 3 isolat (6%) dan feses
sebanyak 1 isolat dengan persentase (2%).

Sampel Jumlah Persentase %

Sputum 24 48
Pus 16 32
Darah 3 6
Urine 3 6
Jaringan 3 6
Feses 1 2

TOTAL 50 100

Uji sensitivitas antibiotik terhadap bakteri P. aeruginosa
dengan menggunakan antibiotik golongan karbapenem
(Imipenem, Meropenem dan Doripenem) (Tabel 3.), dimana
13 isolat (26%) telah resisten terhadap antibiotik golongan
karbapenem. Pada penelitian ini, Imipenem, Meropenem dan
Doripenem mengalami resistensi yang cukup tinggi. Hal ini
sejalan dengan hasil penelitian di tahun 2014 yang dilakukan
oleh Rini Latifah di RSUPN Cipto Mangunkusumo
menunjukkan bahwa 25,97% (20 isolat) dari total 77 isolat P.
aeruginosa telah resisten terhadap antibiotik karbapenem
seperti Imipenem, Meropenem, Ertapenem dan Doripenem
(10), begitupun dengan hasil penelitian pada tahun 2012
yang dilakukan di RS M. Djamil Padang dengan hasil yang
menunjukkan bahwa dari total 89 isolat P. aeruginosa
23,58% (23 isolat) dinyatakan telah resisten terhadap
antibiotik karbapenem (11). Temuan WHO dan Kemenkes RI
40-62% penggunaan antibiotik yang tidak tepat pada pasien
yang tidak memerlukan antibiotik serta temuan 30% - 80%
penggunaan antibiotik di rumah sakit tidak didasari oleh
indikasi terjadi infeksi pada pasien. Penggunaan antibiotik
yang tidak rasional dan tidak tepat inilah yang menimbulkan
antibiotik menjadi kurang efektif serta meningkatkan resiko
resistensi bakteri terhadap antibiotik (18,20).

Tabel 3. Hasil Uji sensitivitas Phenotypic Confirmatory Test
menggunakan VITEK 2 Compact® antibiotik terhadap bakteri P.
aeruginosa dengan menggunakan antibiotik golongan karbapenem
(Imipenem, Meropenem dan Doripenem)

Antibiotik Resistensi Presentase Intermediate Persentase Sensitivitas Persenta
% % %
Imipenem 13 26 0 0 37 74
Meropenem 13 26 0 0 37 74
doripenem 13 26 0 0 37 74

Pada uji konfirmasi fenotip MBL menggunakan metode CDT
dengan disk Imipenem (10 pg), Imipenem + EDTA (10 pg /10
ul) (Tabel 4.), diperoleh hasil sebanyak 6 isolat (46,15%)
positif penghasil MBL sedangkan 53,85% (7 isolat) lainnya
negatif memproduksi MBL. Penelitian Roslaili Rasyid & Netty
Suharti di RS M. Djamil Padang dari total 89 isolat P.
aeruginosa 23 isolat (25,84) yang resisten terhadap
antibiotik golongan karbapenem dan dari 23 isolat tersebut,
8 isolat (34,78%) terbukti positif memproduksi MBL (11).
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Tabel 4. Hasil Phenotypic Confirmatory Test deteksi MBL
menggunakan metode CDT dengan disk Imipenem (10 pg), Imipenem
+ EDTA (10 pg /10 pl) (Tabel 4.), diperoleh hasil sebanyak 6 isolat
(46,15%) positif penghasil MBL sedangkan 53,85% (7 isolat) lainnya
negatif memproduksi MBL.

Isolat P. MBL Persentase MBL Persentase
aeruginosa Positif % Negatif %
13 6 46,15 7 53,85

Hasil uji fenotip yang positif pada beberapa isolat dalam
penelitian ini membuktikan bahwa Karbapenemase kelas B
khususnya MBL sudah dapat ditemukan di Indonesia sesuai
dengan data penyebarannya yang mencapai seluruh dunia
(21,22). Metallo Beta-Laktamase (MBL) yang diproduksi P.
aeruginosa pada beberapa tahun terakhir menjadi ancaman
yang muncul dan menjadi penyebab kekhawatiran yang
dihadapi oleh para klinisi karena MBL bisa menghambat
semua antibiotik kelas beta-laktam kecuali monobaktam dan
khusus untuk karbapenemase yang konstan dan efisien
aktivitas. Ini adalah  karakteristik yang paling
mengkhawatirkan karena karbapenem yang stabil terhadap
sebagian besar serine beta-Laktamase yang diproduksi oleh
patogen resisten adalah antibiotik dengan spektrum aktivitas
terluas. Selain itu, MBL tidak rentan terhadap terapi inhibitor
beta-laktamase (6).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bakteri P.
aeruginosa yang menginfeksi pasien di RSUP Dr. Wahidin
Sudirohusodo Makassar telah mengalami resistensi terhadap
antibiotika golongan karbapenem, sebesar 26% (13/50) dan
46,15% (6/13) Isolat P. aeruginosa yang resistensi terhadap
antibiotika golongan karbapenem positif menghasilkan MBL.
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