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Abstrak

Bakteri probiotik utama adalah strain yang berasal dari genera Lactobacillus dan Bifidobacterium.
Bakteri asam laktat (BAL) sensitif terhadap antibiotik beta laktam, kecuali penisilin. Beberapa BAL seperti
Lactobacillus dan Lactococcus resisten terhadap tetrasiklin dan eritromisin. Tujuan penelitian ini adalah
mengetahui kepekaan bakteri asam laktat kandidat probiotik terhadap antibiotik kanamisin, oleandomisin,
dan polimiksin B. Penelitian dilakukan di Bagian Mikrobiologi Klinik, Balai Besar Laboratorium Kesehatan
(BBLK) Sulawesi Selatan, pada bulan Mei-September 2017. Isolat bakteri berasal dari hasil isolasi pisang
kemudian dilakukan uji sensitivitas dan resistensi bakteri terhadap antibiotik kanamisin, oleandomisin, dan
polimiksin  menggunakan VITEK 2 Compact biomereux clinical diagnostics (USA). Hasil uji resistensi dari
tujuh sampel isolat bakteri asam laktat (BAL) kandidat probiotik menunjukkan tingkat sensitivitas paling tinggi
terhadap antibiotik kanamisin dan oleandomisin terdapat pada tiga isolat yaitu 1C,1E, dan 5D; hanya satu
bakteri yang sensitif pada polimiksin B yaitu isolat 5D. Isolat bakteri asam laktat dari hasil isolasi pisang dapat
diuji lebih lanjut sebagai kandidat probiotik.
Kata kunci: sensitivitas, resistensi, kanamisin, oleandomisin, polimiksin B.

Sensitivity and Resistance of Antibiotic Kanamycin, Oleandomycin and
Polymyxin B on Lactid Acid Bacteria as Probiotic Candidate

Abstract

Probiotics are living microorganisms which, in sufficient quantities, could affect their hosts to be healthier.
The main probiotic bacteria are strains originating from the genera Lactobacillus and Bifidobacterium. The
purpose of this study was to determine the sensitivity of candidate probiotic lactic acid bacteria to kanamycin,
oleandomicin, and polymixin B. Bacterial isolates originated from banana and the sensitivity and resistance
of these bacteria were then tested to kanamycin, oleandimycin, and polymyxin B antibiotics using VITEK 2
Compact biomereux clinical diagnostics (USA). The resistance test results from seven samples of lactic acid
bacteria isolates of probiotic candidates showed the highest level of sensitivity to kanamycin and oleandomisin
antibiotics found in three isolates namely 1C, 1E, and 5D; only one bacterium that was sensitive to polymyxin
B is the 5D isolate. Isolates of lactic acid bacteria can be further tested as probiotic candidates.
Keywords: sensitivity, resistance, kanamycin, oleandomycin, polymyxin B.
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Pendahuluan

Probiotik berfungsi melindungi saluran cerna
dari bakteri patogen. Perubahan komposisi atau
modulasi mikrobiota usus memiliki peran penting
dalam proses inflamasi terkait obesitas dan
diabetes." Probiotik mampu menghasilkan inhibitor
terhadap alfa dan beta glukosidase sehingga dapat
membantu mengatur kadar gula pada penderita
diabetes tipe 2.22 Yeh et al* memberikan probiotik
melalui metode transplantasi mikrobiota fecal
(FMT) pada pasien sesudah operasi besar dengan
tujuan menghalangi kolonisasi usus oleh organisme
patogen dan mencegah respons imun maladaptif.

Keamanan probiotik menjadi pertimbangan
penting yaitu keamanan sifat mikroba, dampak
terhadap aktivitas metabolik, patogenisitas atau
toksogenisitas, dan kehadiran gen resistensi
antibiotik yang dapat dipindahkan pada mikroba usus
yang patogen. Penilaian juga dilakukan berdasarkan
karakteristik genus dan spesies.® Kemampuan
transfer gen resisten adalah faktor penentu resistensi
antibiotik dari strain probiotik ke mikrobiota komensal
sehingga resistensi merupakan komponen penting
dalam penilaian keamanan bakteri probiotik.®
Resistensi antibiotik terjadi melalui mutasi gen atau
transfer gen resisten antar bakteri. Bakteri probiotik
mengandung unsur genetik yang dapat memberikan
resistensi terhadap antibiotik. Jumlah probiotik yang
tinggi dalam suplemen makanan dapat membentuk
reservoir gen resisten antibiotik di usus.”

Bakteri asam laktat (BAL) sensitif terhadap
kloramfenikol, tetrasiklin, ampisilin, amoksisilin/asam
klavulanat, sefalotin, dan imipenem serta resisten
terhadap vankomisin, rifampisin, streptomisin,
basitrasin, eritromisin, siprofloksasin, amikasin,
trimetoprim/sulphamethoksazol, dan gentamisin.®
Penelitian mengenai resistensi antibiotik terhadap
115 strain yang diisolasi dari susu fermentasi di
Turki diketahui bahwa bakteri tersebut resisten
terhadap linkomisin (27,8%), tetrasiklin (20%),
ampisilin (13,9%), meropenem (11,3%), gentamisin
(10,4%), eritromisin (7,8%), siprofloksasin (6,1%),
kloramfenikol (3,4%), vankomisin (0,87%).° BAL
umumnya sensitif terhadap antibiotik betalaktam,
kecuali penisilin. Beberapa BAL seperti Lactobacillus
dan Lactococcus resisten terhadap tetrasiklin dan
eritromisin.’® Penelitian ini bertujuan mengetahui
kepekaan BAL kandidat probiotik terhadap antibiotik
kanamisin, oleandomisin, dan polimiksin B.

Metode
Penelitian ini dilakukan di Bagian Mikrobiologi
Klinik, Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK)
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Sulawesi Selatan, pada bulan Mei sampai Septem-
ber 2017. Digunakan isolat bakteri yang berasal dari
hasil isolasi pisang yang telah difermentasi. Seban-
yak 100-200 gram pisang dikupas dan diiris tipis-
tipis, kemudian ditambahkan akuades steril dengan
perbandingan 1:4 dan pisang dihaluskan. Pisang di-
simpan dalam wadah kaca yang tertutup, diinkubasi
pada suhu 25-37°C selama 7 hari. Untuk mendapat-
kan isolat BAL dilakukan kultur di media agar MRS
yang ditambahkan CaCO, Kultur dilakukan seban-
yak tujuh tabung reaksi (tabung A-G) selama lima
hari. Isolat BAL yang dipilih untuk uji kepekaan ter-
hadap antibiotik kanamisin, oleandomisin, dan po-
limiksin B adalah isolat yang memiliki zona hambat
terluas pada hari ke-1 dan ke-5. Pada uji kepekaan,
isolat diremajakan terlebih dahulu untuk mendapat-
kan koloni murni. Sebanyak 1 ose kultur stok ditum-
buhkan pada 10 ml MRS broth dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan
pemeriksaan untuk mengamati kemurnian bakteri
menggunakan pulasan yang diwarnai gram.

Pengujian Resistensi Antibiotik Menggunakan
VITEK 2

Pengujian menggunakan mesin VITEK 2
Compact biomereux clinical diagnostic. Tabung diisi
dengan 3 ml NaCl 0,45% pH 5,0. Koloni bakteri
yang telah diremajakan disuspensi dengan larutan
NaCl kemudian diukur kekeruhan inokulum. Tabung
inokulum dimasukkan ke Ilubang pengukuran di
bagian densicheck dan diputar 360° selama 2 detik.
Angka hasil pengukuran akan muncul dalam satuan
McFarland. Rujukan nilai untuk bakteri gram negatif
dan positif adalah 0,5-0,63 McFarland. Kekeruhan
diatur dan diseimbangkan dengan penambahan koloni
bakteri (jika kurang) dan ditambahkan larutan NaCl
(jika berlebih). Selanjutnya dilakukan uji sensitivitas
antibiotik dengan memindahkan 280 ul bakteri gram
positif dari tabung inokulum pertama ke tabung kedua.
Uji sensitivitas dengan meletakkan kartu uji vitek
di cassette (lokus kartu vitek), setelah itu dilakukan
barcode di setiap kartu uji. Kartu Vitek yang telah di-
barcode dimasukkan ke dalam alat VITEK 2 Compact
biomereux untuk dibaca." Hasil pembacaan berupa
positif dan negatif yang tampak di layar alat. Dikatakan
positif apabila BAL kandidat probiotik resisten terhadap
antibiotik yang diujikan dan negatif apabila sensitif
terhadap antibiotik yang diuiji.

Hasil
Dari tujuh tabung kultur, didapatkan isolat yang
membentuk zona hambat terluas pada hari ke-1
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adalah isolat di tabung 1A, 1C, IE, dan 1G, sedan-
gkan isolat yang membentuk zona hambat terluas
pada hari ke-5 adalah isolat di tabung 5A, 5C, dan
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5D. Pewarnaan gram terhadap pulasan isolat BAL
hasil isolasi dari fermentasi pisang menunjukkan
kemurnian dari bakteri yang akan digunakan untuk
uji kepekaan (Gambar 1).

Gambar 1. Pewarnaan Gram BAL Hasil Isolasi dari Fermentasi Pisang. Gambar A (Koloni
1A), B (Koloni 1G), dan C (Koloni 5C). Koloni A, B, dan C Merupakan Bakteri Gram
Positif, Batang Panjang (Koloni A) dan Batang Pendek (Koloni B dan C).

Pada Tabel 1 terlihat bahwa resistensi terhadap
antibiotik kanamisin dan oleandomisin  yang
merupakan antibiotik dari kelas aminoglikosida
terjadi pada 4 isolat BAL hasil isolasi fermentasi

pisang (1A, 1G, 5A, dan 5C), sedangkan 3 lainnya
(1C, 1E, dan 5D) masih sensitif. Hanya ada satu
isolat (5D) yang masih sensitif terhadap antibiotik
yang diuji.

Tabel 1. Uji Kepekaan BAL darilsolasi FermentasiPisang terhadap Antibiotik Kanamisin, Oleandomisin,

dan Polimiksin B

Kode isolat Kanamisin

Oleandomisin Polimiksin

1A R
1C
1E
1G
5A
5C
5D
R: resisten, S: sensitif

(720 v RV B VI O B )

R R

w oI OO
w 0 0 X0 AN X

Diskusi

Sensitivitas terhadap antibiotik merupakan
faktor paling penting dalam evaluasi keamanan
probiotik. Resistensi antibiotik merupakan risiko
potensial aplikasi probiotik, karena transfer
horisontal gen resistensi antibiotik telah ditunjukkan
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antara Lactobacilli dan Enterococcus faecalis
secara in in vivo."

Penelitan Mater et al'? secara in vivo
mendapatkan bahwa gen resisten vankomisin
dapat dipindahkan dari strain Enterococcus ke L.

acidophilus, yang membuktikan transformasi dapat
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berlangsung di dalam tubuh hewan (in vivo). Penelitian
Ocana et al'® yang menggunakan resistensi sebagai
salah satu syarat probiotik, ketahanan terhadap
konsentrasi tinggi metronidazol menunjukkan bahwa
Lactobacilli dapat digunakan bersamaan dengan
pengobatan vaginosis bakteri untuk mengembalikan
flora normal vagina. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Gueimonde et al'* yang menyatakan
bahwa strain probiotik dengan resistensi antibiotik
intrinsik, berguna untuk memulihkan mikrobiota usus
setelah penggunakan antibiotik.

Penggunaan antibiotik secara berlebihan dapat
menimbulkan tekanan selektif yang mendorong
perkembangbiakan mikroorganisme yang resisten.
Sebagai contoh bakteri gram positif tidak memiliki
membran sel bagian luar (outer membrane)
sehingga secara intrinsik bersifat resisten terhadap
polimiksin. Hal tersebut disebabkan sifat antibiotik
polimiksin B yang merusak membran sel setelah
bereaksi dengan fosfat pada fosfolipid membran
sel mikroba dan dapat menyebabkan lisis pada
bakteri.’™> Pada penelitian ini hampir semua bakteri
uji positif kecuali isolat 5D. Hanya dua strain yang
sensitif terhadap polimiksin B.

BAL yang di isolasi dari fermentasi daging
memperlihatkan semua isolat masih sensitif
terhadap tetrasiklin, penisillin, basitrasin,
kloramfenikol, sefaleksin, linkomisin, eritromisin,
ampisilin, spiramisin dan amoksilin. Pertumbuhan
AB tidak dipengaruhi oleh vankomisin, asam
nalidiksat dan metronidazol.'® BAL yang diisolasi
dari pangan sensitif terhadap kloramfenikol dan
tetrasiklin."”” Beberapa bakteri yang masih sensitif
terhadap antibiotik, strain PD5 masih sensitif
terhadap kanamisin, oleandomisin dan polimksin
B, begitu juga strain 1C dan 1E yang masih sensitif
terhadap kanamisin dan oleandomisin

Gen msrC, vanX, dan dfrAterdeteksi pada strain
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophilus, dan Lactococcus
lactis yang mengakibatkan bakteri yang diisolasi
dari pangan fermentasi supermarket sebagian
besar resisten terhadap siprofloksasin, amikasin,
trimetoprim, dan gentamisin.® Uji PCR menunjukkan
beberapa strain resisten mengandung gen resistensi
tet (M) dan/atau erm (B)."® Resistensi bakteri pada
penelitian ini belum sampai pada identifikasi gen,
tetapi berdasarkan penelitian sebelumnya resistensi
pada antibiotik tertentu selalu dibuktikan dengan
keberadaan gen penyebab resistensi. Gen tersebut
dapat berpindah antar organisme. Pola resistensi
dipengaruhi banyak hal, salah satunya keberadaan
gen resisten.
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Kanamisin  adalah  antibiotik  golongan
aminoglikosida; mekanisme Kkerjanya adalah
terikat pada sub-unit 30 S dari ribosom sehingga
sub-unit 70 S tidak terbentuk yang menyebabkan
inhibisi sintesis protein. Pada umumnya antibiotik
golongan aminoglikosida memiliki  spektrum
aktivitas antimikroba luas dan enzim penginaktivasi
aminoglikosida relatif aktif melawan sebagian besar
basilus aerob gram-negatif.'® BAL merupakan
bakteri gram positif, pada penelitian ini terdapat 3
strain yang sensitif terhadap kanamisin yaitu strain
1C,1D, dan 5E, sedangkan bakteri yang resisten
adalah 1A,1G,5A, dan 5C. Resistensi bakteri gram
positif disebabkan modifikasi gen yang dilakukan
bakteri target® dan mutasi gen target di membran
sel bakteri yang berakibat pada gangguan
transportasi antar sel.?’ Selain itu ditemukan gen
bifunctional aac(6')le-aph(2")la; keberadaan gen
tersebut menyebabkan resistensi hampir semua
aminoglikosida kecuali streptomisin.?!

Oleandomisin termasuk golongan makrolida.
Mekanisme kerjanya menghambat sintesis protein
ribosomal 50s dengan berikatan secara reversibel
yang mengakibatkan tidak terjadi pemanjangan
rantai peptida. Bakteri yang memiliki gen tersebut
menyebabkan antibiotik menjadi resisten. Gen
ermB and mefA telah menjadi gen penentu
resistensi pada bakteri.?? Pada penelitian ini
bakteri yang resisten adalah 1A,1G, 5A, dan 5C;
gen resisten tersebut bisa saja terdapat pada strain
tersebut, namun masih perlu diuiji.

Polimiksin B termasuk golongan polymyaxins;
membunuh sel bakteri dengan menyerang mem-
bran sel. Jenis antibiotik ini adalah lipopeptida pen-
tacationic yang juga berinteraksi dengan molekul
lipopolisakarida (LPS) dengan mengganggu per-
meabilitas membran terluar kemudian merusak
membran sitoplasma pada bakteri gram negatif.
Bakteri gram positif, mikroba eukariotik dan sel
mamalia biasanya resisten.?® Tidak banyak pene-
litan yang membahas resistensi BAL terhadap
antibiotic jenis ini, salah satu laporan tentang BAL
yang dilaporkan resisten adalah Bifidobacterium.?*
Hal tersebut mungkin menjadi penyebab lima BAL
pada penelitian ini resisten, hanya strain D5 yang
masih sensitif, sedangkan pada dua antibiotik lain
hanya 4 strain yang resisten.

Untuk mengurangi resistensi, pemberian
antibiotik harus berdasarkan pola bakteri
penyebab infeksi dan kepekaan bakteri terhadap
antibiotik. Penggunaan antibiotik secara berlebihan
mengakibatkan flora normal terpajan konsentrasi
tertentu berdasarkan lama pemberian antibiotik.
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Pemakaian antibiotik, khususnya bila digunakan
tanpa aturan yang jelas dapat mengakibatkan
resistensi. Di Indonesia, data prevalensi resistensi
antibiotik masih sedikit ditemukan. Kurangnya
fasilitas laboratorium merupakan kendala besar
dalam pengembangan surveilans yang efekiif.
Untuk mempertahankan efektifitas antibiotik,
khususnya di negara berkembang, perlu dilakukan
perbaikan sistem surveilans untuk memantau
timbulnya resistensi antibiotik, perbaikan akses
laboratorium, peraturan penggunaan antibiotik
yang lebih baik, dan pendidikan masyarakat.®

Kesimpulan

Isolat 1A, 1G, 5A, dan 5C resisten terhadap
antibiotik kanamisin, oleandomisin, dan polimiksin
B, sehingga bakteri tersebut tidak boleh digunakan
sebagai probiotik. Isolat 5D masih sensitif
terhadap kanamisin, oleandomisin, dan polimiksin
B sehingga dapat diuji ke tahap selanjutnya untuk
kelayakan sebagai kandidat probiotik.
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